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ABSTRAKT 

 

Univerzita Karlova 

Farmaceutická fakulta v Hradci Králové 

Katedra biochemických věd 

 

Kandidát: Barbora Vítovcová 

Školitel: prof. RNDr. Lenka Skálová, Ph.D.  

Název diplomové práce: Vliv flubendazolu na účinek paklitaxelu v prsních nádorových 

buňkách 

 

Flubendazol (FLU) je běžným anthelmintickým léčivem pro veterinární i humánní 

použití. Jeho molekulární mechanismus účinku je založen na vazbě na β-tubulinovou 

podjednotku mikrotubulů. Již dříve byla u FLU pozorována protinádorová aktivita. Cílem 

této práce bylo studovat antiproliferační účinek FLU a vliv FLU na protinádorovou 

aktivitu paklitaxelu (PTX) u prsních nádorových buněk.  

Během této práce byly použity tři prsních nádorové buněčné linie – nemetastatické buňky 

MCF-7 a dvě metastatické linie, MDA-MB-231 a BT-474. Byl sledován vliv FLU, PTX 

a kombinace FLU + PTX na životnost buněk (pomocí metody WST-1) a na expresi 

molekul zapojených do procesů adheze, migrace a proliferace na úrovni mRNA (RT-PCR 

analýza) a proteinů (western bloting). Dále byla hodnocena aktivita kaspáz (pomocí 

luminiscenčního měření) po podání kombinace PTX a FLU.  

FLU vykazoval výrazný antiproliferační účinek ve všech testovaných liniích. Buňky 

MCF-7 a MDA-MB-231 byly vyhodnoceny jako nejcitlivější k FLU a PTX, proto byly 

vybrány pro další experimenty. Nicméně, kombinace PTX + FLU nevykazovala vyšší 

efekt na proliferaci buněk ani na expresi molekul zapojených do procesů adheze, migrace 

a proliferace v porovnání se samotným PTX. FLU dokonce snižoval množství PTX 

akumulovaného v buňkách. Na druhou stranu, aktivita kaspázy 2 a kaspáz 3/7 byla 

zvýšena při ovlivnění PTX + FLU, především u buněk MDA-MB-231. Velmi dobrý 

účinek na aktivitu kaspáz bylo také možné pozorovat při ovlivnění buněk samotným 

FLU.   
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cancer cells 

 

Flubendazole (FLU) is a common anthelmintic drug for veterinary and human use. Its 

molecular mechanism of action is based on binding to β-tubulin subunit of microtubules. 

FLU was previously identified to have antitumor activity. The aim of this study was 

to evaluate the effect of FLU on antiproliferative efficacy of paclitaxel (PTX) in breast 

cancer cells.  

For this study, three breast cancer cell lines were used – non-metastatic line MCF-7 and 

two metastatic cell lines, MDA-MB-231 and BT-474. The effects of FLU, PTX and FLU 

+ PTX combination on viability of the cells (determined using WST-1 analysis) and 

on the expression of molecules involved in cell adhesion, migration and proliferation 

on mRNA (RT-PCR analysis) and protein levels (western blotting) were studied and 

compared. The activity of caspases after PTX and FLU treatment was evaluated using 

luminescence measurement.  

FLU has significant antiproliferative effect in all tested cell lines. MCF-7 and 

MDA-MB-231 have been shown as the most sensitive to PTX and FLU treatment. 

However, combination of PTX + FLU had not higher effect on cell viability as well as 

the levels of molecules involved in cell adhesion, migration and proliferation than PTX 

alone. Moreover, FLU decreased the accumulation of PTX within cells. On the other 

hand, higher activity of the caspase 2 and caspases 3/7 were observed in cells treated with 

PTX + FLU combination. FLU alone also increased the activity of caspases significantly.   

  



 

  

OBSAH 

 

1. Úvod ......................................................................................................................... 9 

2. Teoretická část ...................................................................................................... 10 

2.1. Prsní karcinom ................................................................................................ 10 

2.1.1. Incidence a vznik rakovinného bujení ...................................................... 10 

2.1.2. Incidence a vznik prsního karcinomu ....................................................... 12 

2.1.3. Hereditární prsní karcinom ....................................................................... 14 

2.1.4. Vznik metastáz .......................................................................................... 15 

2.1.5. Diagnostika prsního karcinomu ................................................................ 17 

2.2. Buněčné nádorové linie .................................................................................. 19 

2.2.1. Kultivace buněčných kultur ...................................................................... 19 

2.2.2. Prsní nádorové buněčné linie .................................................................... 20 

2.2.2.1. Buněčná linie MCF-7 ........................................................................ 20 

2.2.2.2. Buněčná linie MDA-MB-231 ............................................................ 21 

2.2.2.3. Buněčná linie BT-474 ........................................................................ 21 

2.3. Léčba prsního karcinomu ................................................................................ 22 

2.3.1. Chirurgická léčba ...................................................................................... 22 

2.3.2. Radioterapie .............................................................................................. 22 

2.3.3. Hormonální a biologická terapie ............................................................... 23 

2.3.4. Chemoterapie ............................................................................................ 23 

2.4. Paklitaxel ........................................................................................................ 25 

2.4.1. Mechanismus účinku ................................................................................ 25 

2.4.2. Získávání PTXu ........................................................................................ 26 

2.4.3. Farmakokinetika PTXu ............................................................................. 26 

2.4.4. Metabolismus PTXu ................................................................................. 27 

2.4.5. Rezistence nádorů k PTXu ....................................................................... 27 



 

2.5. Role mikrotubulů v karcinomu ....................................................................... 29 

2.5.1. Látky ovlivňující mikrotubuly .................................................................. 30 

2.5.1.1. Benzimidazoly ................................................................................... 32 

2.5.1.1.1. Flubendazol .................................................................................. 32 

3. Cíle práce ............................................................................................................... 34 

4. Metodika ................................................................................................................ 35 

4.1. Materiál ........................................................................................................... 35 

4.1.1. Buněčné linie ............................................................................................ 35 

4.1.2. Chemikálie ................................................................................................ 35 

4.1.3. Přístrojové vybavení ................................................................................. 36 

4.1.4. Pomůcky ................................................................................................... 37 

4.2. Metody ............................................................................................................ 38 

4.2.1. Měření životnosti a proliferace buněk ...................................................... 38 

4.2.1.1. Test proliferace metodou WST-1 ...................................................... 38 

4.2.1.2. Testování proliferace systémem xCELLigence ................................. 38 

4.2.2. Měření migrace pomocí systému xCELLigence ...................................... 39 

4.2.2.1. Příprava vzorků pro měření migrace ................................................. 39 

4.2.3. Stanovení hladiny mRNA metodou RT-PCR ........................................... 39 

4.2.3.1. Příprava vzorků na RNA extrakci ..................................................... 40 

4.2.3.2. Příprava cDNA .................................................................................. 41 

4.2.3.3. PCR amplifikace jednovláknové cDNA ............................................ 41 

4.2.4. Stanovení proteinů metodou Western bloting .......................................... 42 

4.2.4.1. Příprava buněčného lyzátu ................................................................ 43 

4.2.4.2. BCA stanovení bílkoviny .................................................................. 43 

4.2.4.3. Elektroforéza proteinů na polyakrylamidovém gelu ......................... 44 

4.2.4.4. Imunobloting ..................................................................................... 46 

4.2.4.5. Detekce proteinů ................................................................................ 46 



 

4.2.5. Luminiscenční test apoptózy .................................................................... 47 

4.2.6. Statistická analýza ..................................................................................... 48 

5. Výsledky ................................................................................................................. 49 

5.1. Určení schopnosti migrace jednotlivých linií ................................................. 49 

5.2. Charakterizace jednotlivých buněčných linií .................................................. 50 

5.2.1. Stanovení relativního množství mRNA markerů zapojených do procesů 

adheze, migrace a proliferace ................................................................................. 50 

5.2.2. Stanovení exprese markerů na úrovni proteinů ........................................ 51 

5.3. Vliv FLU a PTX na proliferaci prsních buněčných linií ................................ 53 

5.3.1. Proliferace prsních nádorových buněk ovlivněných PTX a FLU ............. 53 

5.3.2. Stanovení hodnoty IC50 u buněk MCF-7, MDA-MB-231 a BT-474 ...... 54 

5.4. Vliv kombinace PTX + FLU na proliferaci prsních buněčných linií ............. 56 

5.4.1. Stanovení počtu viabilních buněk pomocí metody WST-1 ...................... 56 

5.4.2. Sledování proliferace buněk pomocí metody xCELLigence .................... 57 

5.5. Vliv FLU, PTX a kombinace PTX + FLU na expresi vybraných markerů .... 60 

5.5.1. Stanovení relativního množství markerů zapojených do procesů adheze, 

migrace a proliferace na úrovni mRNA .................................................................. 60 

5.5.2. Stanovení množství cytoskeletálních proteinů ......................................... 63 

5.6. Vliv FLU, PTX a kombinace PTX + FLU na aktivitu kaspáz ........................ 65 

5.6.1. Stanovení iniciační kaspázy 2 ................................................................... 65 

5.6.2. Stanovení aktivity efektorových kaspáz 3/7 ............................................. 66 

5.7. Vliv FLU na akumulaci PTX uvnitř nádorových buněk ................................. 68 

6. Diskuze ................................................................................................................... 70 

7. Závěr ...................................................................................................................... 74 

8. Seznam zkratek ..................................................................................................... 75 

9. Seznam tabulek ..................................................................................................... 77 

10. Seznam obrázků ................................................................................................ 78 

11. Seznam zdrojů ................................................................................................... 80



9 
 

 

1. Úvod 
   

Rakovina patří mezi jeden z největších problémů 21. století. Podle Světové 

zdravotnické organizace se jedná o druhou nejčastější příčinu smrti celosvětově a jen 

v roce 2015 rakovinné bujení vedlo k 8,8 miliónům úmrtí. Pojem rakovina odpovídá více 

než sto formám tohoto onemocnění a může postihovat prakticky všechny tkáně v těle [9] 

[68]. 

Mezi ženami je pak nejčastějším typem právě rakovina prsu. Jen v České 

republice bylo v roce 2015 diagnostikováno více jak 7500 nových případů tohoto 

onemocnění u žen a necelé 2000 žen během toho roku zemřelo na rakovinu prsu [71]. 

Vedle možností chirurgické léčby, radioterapie, hormonální a biologické léčby má 

své nezastupitelné místo také chemoterapie. Paklitaxel (PTX) patři do skupiny taxanů 

používaných v medicíně jako protinádorová látka. Používá se především k léčbě rakoviny 

prsu, ovariálních karcinomů a také některých bronchiálních karcinomů. Cytostatický 

efekt používaných chemoterapeutik je však velmi často nedostatečný, a proto se hledají 

stále nové přístupy, které by zvýšily jejich účinek v nádorové tkáni a omezily toxicitu 

ve tkáni zdravé [7] [16]. 

Vzhledem k faktu, že vývoj nového originálního protinádorového léčiva je 

zdlouhavý a velmi nákladný, objevuje se snaha o využití běžně používaných léčiv 

původně určených pro jinou indikaci, které vykazují protinádorové účinky. Mezi takové 

léčiva patří i některé benzimidazoly, původně používané jako veterinární a humánní 

anthelmintika. Jedním z této skupiny léčiv je i flubendazol (FLU). Jeho protinádorový 

efekt byl již dříve pozorován u hepatocelulárních, leukemických, ovariálních, 

myelomových, melanomových nebo střevních nádorových buněk, čímž se řadí mezi 

potenciální léčiva s protinádorovým účinkem [34] [43].  

Tato diplomová práce se proto zaměřila na sledování vlivu FLU na potenciaci 

účinku PTX v prsních metastatických a nemetastatických nádorových liniích. 
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2. Teoretická část 

2.1.  Prsní karcinom  

2.1.1. Incidence a vznik rakovinného bujení 

 
Rakovina je onemocnění, které je charakterizováno nekontrolovaným buněčným 

růstem. V současné době je možné rozeznat přibližně 100 typů tohoto onemocnění. Jeho 

vznik a následně i vývoj je podmíněn mnoha různými faktory zahrnujícími faktory 

genetické, faktory vnějšího prostředí a životní styl. Nádorové bujení je považováno 

za hlavní příčinu nemocnosti a úmrtnosti na světě [9] [66]. 

Rakovina se může rozvinout prakticky kdekoli v lidském těle. Nádor bývá 

odvozen od jedné buňky, popř. malé skupiny buněk. Tato se pod vlivem genetických 

mutací mění, ztrácí svůj definovaný tvar a velikost, objevuje se schopnost 

nekontrolovatelného dělení, a naopak se ztrácí odpověď buněk na inhibiční signály. 

Velmi nebezpečným faktorem je fakt, že rozvoj rakoviny od první poškozené buňky 

až k nádoru, který začíná poškozovat tělo a je viditelný při vyšetření, může trvat roky [9] 

[66]. 

Podle statistických údajů Světové zdravotnické organizace je rakovina druhou 

nejčastější příčinou smrti celosvětově. Mezi muži jsou nejčastějšími typy tohoto 

onemocnění rakovina plic, prostaty, žaludku, jater, tlustého střeva a konečníku. U žen 

jsou jako nejčastější rozeznávány rakovina plic, žaludku, tlustého střeva a konečníku, 

děložního čípku a rakovina prsu [68]. 

Obecně se předpokládá, že vznik nádoru je odvozen od jedné buňky nebo malé 

skupiny buněk. Tato buňka je ovlivňována mnoha faktory jak z vnějšího, tak z vnitřního 

prostředí. Vznik rakovinného bujení je ovlivněn kombinací genetických faktorů, faktorů 

vnějšího prostředí a životního stylu daného jedince [10] [68]. 

Zdravé buňky mají přesně definovaný tvar a velikost. Jejich dělení je přesně 

regulováno pomocí chemických signálů. Nádorové buňky vznikají mutací genů 

při buněčném dělení a takové buňky přestávají odpovídat na signály kontrolující buněčné 

dělení a růst. Tyto buňky mají také schopnost vyhnout se programované buněčné smrti, 

apoptóze, přestože vzhledem k jejich povaze by se tak mělo stát [69].  

Ve většině nádorových buněk dochází k akumulaci genetických změn, buňka 

přestává odpovídat na externí signály, ztrácí svůj přesně definovaný tvar a funkci a začíná 

se nekontrolovaně dělit [10]. 
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Obr.1: Vznik rakovinného bujení [70] 

 

Během buněčného dělení prochází buňka několika kontrolními mechanismy, které 

jsou schopny zamezit chybám v replikaci a přežití poškozených buněk. Nicméně, 

v některých případech mohou takové buňky kontrolním mechanismům uniknout a jejich 

životní cyklus může pokračovat. Takové buňky mohou být základem pro vznik 

rakovinného bujení [67]. 

Mnoho mutací vedoucích k rozvoji rakovinného bujení se odehrává především 

na dvou typech genů – protoonkogenech a tumor supresorových genech. V normální 

zdravé buňce se tyto geny podílejí na řízení správného průběhu životního cyklu buňky. 

Protoonkogeny podporují růst a dělení buňky, zatímco tumor supresorové geny tento děj 

inhibují. Přeměna zdravé buňky v buňku rakovinnou je vícestupňový proces, přičemž 

velmi významným krokem je právě aktivace protoonkogenů, tedy jejich přeměna 

na onkogeny, a inaktivace tumor supresorových genů. Onkogeny následně vedou 

k nadměrné proliferaci buňky, kterou tumor supresorové geny nemohou kvůli své 

inaktivaci zastavit [6] [10]. 

Kromě mutací na protoonkogenech a tumor supresorových genech jsou také 

důležitými kroky mutace dalších genů. Jedním z nich může být mutace specifických 

genů, které se účastní v procesu apoptózy, např. genů bcl-2 nebo p53. Neschopnost buněk 

vstupovat do procesu apoptózy nejen přispívá k rozvoji rakovinného bujení, ale také 

může způsobovat rezistenci nádorů k léčbě [10]. 

Druhým důležitým mechanismem je také aktivace enzymu telomerázy, díky 

němuž může u nádorových buněk docházet k nekontrolovatelnému dělení. U zdravých 

buněk koncové části chromozomů, tzv. telomery, kromě jiných svých funkcí slouží jako 

„buněčné hodiny“, které pomáhají určit stáří a kontrolují replikační kapacitu dané buňky. 
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Telomeráza umožňuje obnovu segmentů telomer, čímž umožňuje buňce nekonečné 

dělení [22]. 

  Jedna jediná mutace však není dostatečná k vyvolání rakovinného bujení. Vznik 

nádoru je ve většině případů výsledkem až několikaleté kumulace mnoha jednotlivých 

mutací v jedné buněčné linii. Tento fakt je také pravděpodobně důvodem, proč se výskyt 

rakoviny zvyšuje s narůstajícím věkem pacientů [1].  

Kromě genetických faktorů se na vzniku rakoviny podílí také epigenetické faktory 

a negenotoxické mechanismy, které ovlivňují expresi genů. Tento komplexní proces 

vzniku rakovinného bujení nazýváme kancerogenezí [10]. 

2.1.2. Incidence a vznik prsního karcinomu  

 
Rakovina prsu je nejčastějším typem rakoviny u žen v rozvinutých 

i v rozvojových zemích. V současné době postihuje 12 % žen celosvětově a je také 

nejčastější příčinou smrti z důvodu rakovinného bujení u žen. V České republice ročně 

tímto typem rakoviny onemocní zhruba 7000 žen, rakovina prsu se ovšem může 

vyskytnout i v mužské populaci, ačkoli počet mužských pacientů je výrazně nižší, 

v České republice se jedná o desítky případů ročně [48] [71].  

Ačkoli je množství případů rakoviny prsu u mužů výrazně nižší, o to 

nebezpečnější je však pro muže tento typ rakoviny. Ve většině případů je to ale 

zapříčiněno především pozdní diagnózou [72]. 
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 Obr. 1: Časový vývoj hrubé incidence rakoviny prsu v populaci České republiky, srovnání 

incidence u žen a mužů [71] 

   

Jedná se o onemocnění vznikající z prsní buňky. Důvody vzniku nejsou zcela 

jasné. Je vysoce pravděpodobné, že rakovina prsu vzniká kombinací genetických faktorů 

a faktorů ovlivňujících pacienty z vnějšího prostředí [68] [72] [73]. 

Přibližně 5-10 % diagnostikovaných případů prsního karcinomu je vyvoláno 

dědičnou zátěží. Vznik zbývajících zhruba 90 % případů onemocnění rakovinou prsu je 

vyvoláno genetickou mutací způsobující změny v prsních tkáních [74] [76]. 

Bylo definováno mnoho rizikových faktorů, které mohou významně přispět 

ke vzniku rakoviny prsu. Zvýšenou pravděpodobnost výskytu rakoviny prsu lze 

předpokládat v rodinách s historií výskytu prsního karcinomu. Zvýšené riziko přináší 

také mutace na genech BRCA1, BRCA2 nebo p53. V tomto případě se jedná o hereditární 

prsní karcinom [62] [76]. 

Dále mezi důležité rizikové faktory řadíme prodloužené působení endogenních 

estrogenů na ženský organismus způsobené brzkou menarché a pozdní menopauzou 

a také reprodukční faktory, kdy se u žen nemající žádné děti nebo mající děti po třicátém 

roce života objevuje zvýšené riziko rozvoje prsního karcinomu. Ženy užívající orální 

kontracepci nebo substituční hormonální terapii mohou být ve větším riziku vzniku 

rakoviny prsu než ženy, které tento typ terapie neužívají.  

Naopak byly nalezeny také protektivní faktory, mezi něž řadíme například kojení 

nebo obecně zdravý životní styl [68] [75] [76]. 
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Rozeznáváme mnoho jednotlivých typů rakoviny prsu, mezi nejčastější řadíme 

neinvazivní duktální karcinom in situ, invazivní duktální nebo lobulární karcinom.  

Vůbec nejčastější typem rakoviny prsu je invazivní duktální karcinom, který 

vzniká v buňkách mléčného kanálku a postupně se rozšiřuje i do dalších typů prsních 

tkání. Až v 80 % případů invazivních prsních nádorů se jedná o duktální karcinom. Tento 

se však může rozvinout i z původně neinvazivního duktálního karcinomu in situ, který 

opět vzniká z buněk mléčného kanálku, ale nerozšiřuje se mimo něj nebo do jiných 

prsních tkání. Pokud je onemocnění zachyceno v tomto stádiu, počet úspěšně vyléčených 

pacientů je vysoký.  

Druhým nejčastějším typem invazivního onemocnění je lobulární karcinom, jenž 

začíná v mléčné žláze, postupně však překračuje její stěny a rozšiřuje se do jiných prsních 

tkání. Může se rozšířit i do lymfatických uzlin a dalších částí těla [77] [78]. 

2.1.3. Hereditární prsní karcinom  

 
  Zhruba 5-10 % případů prsního karcinomu je vyvoláno dědičnou zátěží 

organismu. V tomto případě je možné v dědičné linii pozorovat zvýšenou incidenci 

prsního karcinomu, ale také dalších typů rakovinného bujení, velmi často se objevuje 

ovariální karcinom. U velkého množství případů hereditárního prsního karcinomu byla 

zjištěna přítomnost genů BRCA1 nebo BRCA2 [74] [76]. 

BRCA1 a BRCA2 jsou tumor supresorové geny, které pomáhají opravovat 

poškozenou DNA a tím pádem udržovat stabilitu genetického materiálu buňky. Právě 

u těchto genů se však může vyskytovat zděděná mutace, která způsobuje výrazně zvýšené 

riziko onemocnění prsním nebo ovariálním karcinomem. Zároveň tato mutace ovšem 

vyvolává také zvýšené riziko výskytu dalších typů rakovinného bujení. U pacientů s tímto 

typem mutace se navíc rakovinné bujení objevuje ve výrazně nižším věku [62] [79]. 

Zatímco v běžné populaci je zhruba 12 % žen v průběhu života postiženo 

rakovinou prsu, mezi ženami se zděděnou mutací na BRCA1 genu se rakovina prsu 

rozvine u 72 % z nich, u BRCA2 genu u 69 % žen [48] [80]. 

Přítomnost mutovaného BRCA1 nebo BRCA2 genu je také možné v současné 

době stanovit genetickým vyšetřením, pokud se objeví podezření na výskyt hereditárního 

karcinomu prsu v rodině. V případě potvrzení přítomnosti těchto genů se mění 

preventivní péče u daných osob a stává se mnohem důkladnější než u běžné populace. 

U žen se poté s preventivní péčí začíná již mezi 20 až 25 rokem věku, u mužů od 30 roku 
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života. V běžné populaci se s preventivními screeningovými vyšetřeními začíná u žen 

mezi 40 až 45 rokem života [51] [80] [81]. 

2.1.4. Vznik metastáz 

 
Rakovina prsu je postupně se rozvíjející onemocnění. V rámci diagnostiky tohoto 

onemocnění dochází také ke zjištění stádia, ve kterém se pacient zrovna nachází. Obecně 

rozlišujeme u rakoviny prsu klinická stádia 0 až IV, přičemž stádium 0 je tzv. karcinom 

in situ, což znamená, že se nádor nerozšířil mimo místo svého vzniku. Stádium IV je pak 

nádor, který se rozšířil do vzdálenějších tkání a začal vytvářet metastázy [57]. 

Nádory tak nemusí vždy zůstat v původní tkáni, ve které vznikly, ale mají 

schopnost šířit se do dalších, vzdálenějších tkání a zde tvořit sekundární nádorová ložiska. 

Tento proces nazýváme tvorbou metastáz. Metastazováním se rakovina stává mnohem 

větším nebezpečím. Rozšířením jednotlivých sekundárních nádorů po celém těle se stává 

prakticky neoperovatelnou, a tudíž se může stát smrtelnou [1] [17]. 

Vznik metastáz je popsán přesně definovanou sérií jednotlivých kroků známou 

jako metastatická kaskáda.  

Metastazování primárního nádoru je vícestupňový proces. Každý z těchto kroků 

je značně komplexní a jeho molekulární mechanismy nejsou zatím vždy úplně jasné. 

Nejprve vždy musí dojít k odloučení buňky od primárního nádoru. Tato buňka posléze 

překonává bazální membránu v epitelu a následně endotel cévy, čímž vstupuje 

do krevního, popř. lymfatického řečiště. Následně je tímto řečištěm unášena do místa 

vzniku sekundárního nádorového ložiska. Ačkoli do krevního řečiště může vniknout větší 

množství buněk, méně než 1 buňka z 1000, dokonce možná 1 buňka z milionu přežije 

tento průchod. Buňky následně v jiné lokalitě překonávají endotel a bazální membránu 

a dochází k jejich uchycení, proliferaci a vytvoření mikro- či makrometastáz. Posledním 

krokem metastatického procesu je tvorba cévního zásobení pro nově vzniklý sekundární 

tumor, tedy angiogeneze. Celý tento proces může trvat řadu měsíců nebo několik let [1] 

[11]. 
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Obr. 2: Jednotlivé kroky metastatické kaskády popisující rozšíření primárního nádoru a vznik 

sekundárních nádorů [1] 

 

Existuje mnoho proteinů a genů, které regulují vznik metastáz v organismu. 

Důležitou roli při vzniku metastáz hrají buněčné adheze a poruchy jejich funkcí. 

Především se jedná o molekuly zajišťující vzájemné vazby buněk a také vazby 

k extracelulární matrix. Při poruše jejich funkcí se rakovinná buňka může uvolnit 

od původní tkáně. Zároveň u takové buňky dochází k poruše regulace apoptózy, což 

zajistí její přežití [11].  

Tyto molekuly zajišťující vzájemné vazby se nazývají adhezivní molekuly. Běžně 

se rozlišují čtyři základní skupiny adhezivních molekul a sice imunoglobulinová 

supergenová rodina, kadheriny, integriny a selektiny. Hlavní skupinou zajišťující kontakt 

mezi buňkami jsou kadheriny, z nichž nejrozšířenější jsou E-, P- a N-kadherin. Pro vznik 

buněčného pojení kadheriny reagují s intracelulárními proteiny kateniny. Bylo dokázáno, 

že E-kadherin výrazně ovlivňuje invazivní schopnost nádorových buněk a řadí se tak mezi 

supresorové geny pro metastázy, spolu s vinkulinem a kateninem [11] [14] [30]. 

  Pro vznik metastázy je také důležité, aby se buňka dokázala přichytit k povrchu 

v nové tkáni, jinak není schopná se dělit a podléhá apoptóze. Na přichycení buňky 

k povrchu se podílí skupina adhezivních molekul nazývaná integriny. Integriny jsou 
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heterodimery složené z dvou nekovalentně vázaných transmembránových 

podjednotek α a β. Vzhledem k tomu, jak významnou roli hraje uchycení k přilehlé 

extracelulární matrix v buněčné migraci, invazivnosti, proliferaci či odolnosti k apoptóze, 

hrají integriny důležitou roli k rozvoji metastáz [2] [11] [31].  

  Vedle integrinů jsou pro přichycení buněk k povrchům důležité i další molekuly, 

např. E-selektin, intercelulární adhesivní molekula (ICAM-1) nebo vaskulární celulární 

adhezivní molekula (VCAM). Tyto molekuly se však více podílejí na interakci 

nádorových buněk s cévním endotelem během jejich migrace do místa vzniku 

sekundárního nádoru, kdy putující buňky nejprve vytvoří s endotelem slabé vazby 

a později pevné vazby. Slabé vazby jsou zajišťovány adhezivními molekulami typu 

ICAM, VCAM nebo E-selektinu, pevné vazby jsou pak zajišťovány především integriny 

[2] [11]. 

Pro vznik sekundárního nádorového ložiska je také důležité uchycení v cílové 

tkáni. Buňka, která doputuje až k nové cílové tkáni, nejprve překoná cévní endotel, poté 

bazální membránu a v závěrečném kroku se uchytí a začíná se dělit. Na tomto procesu se 

podílí hned několik typů molekul, zejména matrixové metaloproteinázy (proteázy 

degradující extracelulární matrix). Tato rodina endopeptidáz má schopnost rozkládat 

všechny druhy proteinů v extracelulární matrix a podílí se tak na vzniku metastáz. Dále 

se na tomto závěrečném kroku podílí řada molekul, jako jsou vazebné molekuly, 

receptory pro růstové faktory, receptory pro endoteliální buňky, faktory motility atd. [1] 

[11].  

2.1.5. Diagnostika prsního karcinomu 

 
Základní cestou k záchytu karcinomu prsu je samovyšetření prsu, které patří mezi 

typy preventivní péče. Druhým typem preventivní péče je screeningové mamografické 

vyšetření. Jedná se o rentgenové vyšetření prsní tkáně, je prováděno ve speciálním 

přístroji nazývaném mamograf [82] [83]. 

Tento typ preventivní péče byl v České republice zaveden v roce 2002 s cílem 

odhalit prsní nádory v dostatečně časném stádiu. Provádí se plošně u žen starších 45 let 

každé dva roky. Mamografickým screeningem je myšleno preventivní vyšetření pro ženy, 

které nevykazují žádné příznaky onemocnění, u některých žen je dále screening doplněn 

preventivním ultrazvukovým vyšetřením prsů, které napomáhá odhalit případné 

rakovinné bujení, pokud by mamografické vyšetření bylo nejasné [83] [84]. 
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Kromě screeningové mamografie se dále provádí také diagnostická mamografie 

u žen s podezřením na prsní karcinom. Vedle mamografického vyšetření se také provádí 

ultrazvukové vyšetření. Cílem těchto diagnostických vyšetření je odhalit přesné umístění 

a velikost nádoru [83]. 

Po určení velikosti a polohy nádoru následuje biopsie prsu. Během tohoto 

vyšetření je odebrána malá část prsní tkáně. Biopsie prsu je také cestou definitivního 

potvrzení nálezu z mamografického a ultrazvukového vyšetření, a tudíž přítomnosti 

nádoru. Po odebrání tkáně je tato podrobena laboratornímu vyšetření a je určeno, zda se 

jedná nebo nejedná o nádorové bujení. Pokud je potvrzena přítomnost nádoru v prsní 

tkání, díky biopsii je také možné určit, jedná-li se o nádor benigní nebo maligní, zároveň 

je možné určit přítomnost případných hormonálních receptorů v nádorové tkáni, což 

může být velmi rozhodující při volbě léčebného postupu [85] [86]. 

Nejpřesnější metodou zobrazení nádorového ložiska je magnetická rezonance, 

technika využívající silného magnetického pole k zobrazení vnitřních orgánů lidského 

těla. Provádí se po potvrzení přítomnosti nádoru pomocí biopsie prsu [85]. 
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2.2.  Buněčné nádorové linie  

 

Lidské buněčné nádorové linie jsou nejčastěji používaným modelem pro studium 

nádorové biologie a terapeutického působení protinádorových léčiv v laboratorních 

podmínkách.  Ne všechny typy buněčných nádorových linií mají stejnou hodnotu jako 

vhodné modely, zatímco některé jsou úspěšně používány, jiné nenaplnily očekávání 

a práce s nimi byla neúspěšná. I přesto jsou buněčné linie stále pokládány za základní 

preklinické výzkumné modely [29] [32] [64]. 

První kultivovanou nádorovou linií byla buněčná linie HeLa, odebrána v roce 

1951 z nádoru děložního hrdla. V následujících letech se použití nádorových linií jako 

buněčných modelů začalo hojně rozvíjet a byly prokázány jako užitečné nástroje 

pro získávání informací o biologických pochodech probíhajících během nádorového 

bujení. Také jejich důležitost jakožto modelů pro testování protinádorových léčiv byla 

prokázána [29] [64]. 

Nicméně, stále existují pochybnosti, nakolik jsou tyto nádorové buněčné linie 

reprezentativním příkladem primárního tumoru, zda skutečně vykazují stejné 

morfologické a molekulární charakteristiky.  

Existuje mnoho důvodů, proč jsou nádorové linie používány jako experimentální 

modely během studia rakovinného bujení. Jednou z výhod je jejich snadná 

manipulovatelnost, vysoká homogenita, podobnost s původním nádorem, možnost 

reprodukovat výsledky ve stejných podmínkách, možnost nahradit kontaminované 

buněčné linie. U kontinuálních buněčných linií je dále výhodou jejich neomezená 

schopnost auto-replikace. Navíc díky jejich velkému množství a variabilitě je možné 

vybrat ten nejvhodnější buněčný model pro většinu typů rakoviny [13] [64]. 

2.2.1. Kultivace buněčných kultur 

 
Kultivace buněčných kultur je prováděna prakticky každodenně v laboratořích 

po celém světě. Hlavním požadavkem pro její provádění je zajistit metodu, která umožní 

růst a přežití buněk mimo lidské tělo [3]. 

Pojem buněčná kultura je používán k popisu kultury disagregovaných buněk. 

Kultivací těchto buněk vzniká primární buněčná kultura, z níž subkultivací vznikají 

buněčné linie. Ty mohou existovat buď jako adherentní nebo suspenzní kultury. Většina 

buněčných linií se přichycuje k povrchu kultivační misky nebo lahve, jedná se tedy 
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o adherentní buněčnou kulturu. Pokud buňky zůstávají suspendovány v médiu 

a nepřichytávají se k povrchu, jedná se o suspenzní kultury [13]. 

Důležitost buněčných linií spočívá především v jejich schopnosti poskytovat zdroj 

buněk pro opakování jednotlivých experimentů opakovaným růstem buněk. Tyto 

experimenty je zároveň možné opakovat v různých laboratořích [3] [13]. 

Pro správnou kultivaci je nutné dodržovat několik podmínek. Především buňky 

musí být kultivovány ve vhodném prostředí, které jim dodává všechny látky potřebné 

pro jejich růst. Základním prostředím pro kultivaci buněk je vhodné médium, které je 

většinou obohaceno o látky pro buňky nezbytné. Buňky v médiu jsou umístěny 

v kultivačních miskách nebo kultivačních lahvích. Pro správnou kultivaci je také nutné 

zajistit podmínky prostředí v určitých mezích. Většina lidských buněčných kultur je 

kultivována při teplotě okolo 36,5 ± 1 °C a v atmosféře CO2 [13]. 

2.2.2. Prsní nádorové buněčné linie 

 
Prsní nádorové linie jsou široce užívány pro vytvoření modelu prsního karcinomu 

a díky nim bylo získáno velké množství informací, které jsou v současné době k dispozici. 

První prsní buněčnou nádorovou linií byly buňky BT-20 izolované v roce 1958 [26]. 

Rakovina prsu je poměrně heterogenní onemocnění, proto bylo nutné jednotlivé 

buněčné linie znázorňující toho onemocnění vhodně klasifikovat. Klasifikace byly 

založeny na různých parametrech jako jsou histologický typ, stupeň rozvoje nádoru nebo 

přítomnost předvídaných markerů – estrogenového receptoru (ER), progesteronového 

receptoru (PR) a receptoru pro lidský epidermální růstový faktor (HER2). Rozličné 

výzkumné týmy definovaly různé klasifikace, také nomenklatura buněčných linií může 

být v různých literárních zdrojích značně nekonzistentní [26] [36] [49]. 

Na druhou stranu, počet nejčastěji užívaných prsních nádorových linií je poměrně 

nízký, nejčastěji se jedná např. o buněčné linie MCF-7, T47D a MDA-MB-231 [49]. 

2.2.2.1.  Buněčná linie MCF-7  

Jedná se o prsní nádorovou buněčnou linii izolovanou v roce 1973 Dr. Herbertem 

Soulem a jeho kolegy v Michigan Cancer Foundation (v současné době pod názvem 

Karmanos Cancer Institute). Buňky byly získány z pleurálního výpotku 69leté ženy 

s metastatickým onemocněním. Název buněčné linie Michigan-Cancer-Foundation-7 

(MCF-7) odkazuje na místo izolace buněčné linie [21]. 
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Jedná se o běžně užívanou buněčnou linii, která se ukázala být vhodným 

modelem. Jedná se o ER-pozitivní a PR-pozitivní buňky, neinvazivní a málo agresivní, 

často považované za nízce metastatické. Díky přítomnosti estrogenových 

i progesteronových receptorů je možné buněčnou linii využívat při testování rezistence 

proti hormonální terapii rakoviny prsu [21] [87]. 

2.2.2.2. Buněčná linie MDA-MB-231 

Tato buněčná linie byla získána z pleurální výpotku 51leté ženy s metastatickým 

adenokarcinomem. Patří, podobně jako buněčná linie MCF-7, mezi nejpoužívanější prsní 

nádorové buněčné linie. Tato buněčná linie postrádá estrogenové, progesteronové 

receptory a také HER2. Buňky jsou vysoce agresivní, invazivní a málo diferenciované.    

Jelikož prsní karcinom, který postrádá přítomnost všech tří výše zmíněných 

receptorů, je vysoce agresivní a těžko léčitelný, porozumění jeho molekulárnímu základu 

je velmi důležité, proto je využití buněčné linie MDA-MB-231 důležité [88] [89]. 

2.2.2.3. Buněčná linie BT-474 

Jedná se o buňky izolované přímo z invazivního duktálního karcinomu 60leté 

ženy. Tato prsní nádorová linie je ER-pozitivní, PR-pozitivní a HER2-pozitivní. Jedná se 

o metastazující nádorovou buněčnou linii charakterizovanou mimo jiné pomalým růstem 

během kultivace [90]. 
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2.3.  Léčba prsního karcinomu 

 

 Léčba rakoviny prsu je komplexní a pro každého pacienta individuální záležitostí 

a volba vhodné léčby závisí na několika faktorech, např. typ nádoru a jeho velikost, 

stádium onemocnění nebo přítomnost specifických receptorů [91]. 

Pro léčbu rakoviny prsu existuje několik základních metod. Řadí se mezi ně 

chirurgická léčba, radioterapie, chemoterapie a hormonální terapie u nádorů, ve kterých 

byla prokázána přítomnost hormonální receptorů [91] [92]. 

2.3.1. Chirurgická léčba 

 
Během tohoto typu léčby dochází k odstranění části nebo celého ložiska tumoru 

operativně. Rozsah odstraněné tkáně závisí na velikosti nádoru a stádiu rakovinného 

bujení, ale také na očekávaném přínosu operativního odstranění. Pokud je nádor dobře 

lokalizovatelný, operovatelný a bez prokazatelných metastáz, je chirurgické odstranění 

ve většině případů prvním krokem léčby. Zároveň je to však velmi riziková část celé 

terapie, kromě komplikací vzniklých operativním zákrokem může také dojít k uvolnění 

buněk z pevného nádoru do krevního oběhu, což může vyvolat vznik metastáz [93] [94]. 

Kromě vyjmutí primárního nádoru dochází často také k odstranění místních 

lymfatických uzlin, jelikož existuje riziko jejich zasažení nádorovými buňkami [94]. 

Podle rozsahu chirurgického zásahu se rozlišuje několik typů chirurgické léčby 

prsního karcinomu. Odstranění pouze nádorového ložiska z prsní tkáně a malé části 

zdravé tkáně, která přímo obklopuje nádorové ložisko, je nazýváno lumpektomie. Také 

během parciální mastektomie dochází k odstranění pouze části prsní tkáně. Naopak 

při totální mastektomii je během operativního výkonu odstraněna celá prsní tkáň, někdy 

také část okolní tkáně. Při radikální mastektomii jsou dále odstraněny také lymfatické 

uzliny v podpaží [95] [96] [97].  

2.3.2. Radioterapie 

 
  Radioterapie je metoda využívající vysoce energetického záření k zničení 

nádorových buněk nebo k zastavení jejich nekonečného dělení. Patří mezi jednu 

z nejúčinnějších metod nádorové léčby a používá se jako samostatný léčebný postup, ale 

také v kombinaci s chirurgickou léčbou nebo chemoterapií [98]. 
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 Nejčastěji se radioterapie užívá po chirurgickém odstranění části prsní tkáně, 

zbylou část prsní tkáně je nutné radioaktivně zajistit proti případným mikro-ložiskům, 

která zůstala v prsní tkáni, hrudní stěně či lymfatických uzlinách [45]. 

 Radioterapii je možné použít také tzv. neoadjuvantně, tedy ještě před provedením 

chirurgické léčby, a to u pacientek, které nemohou dostat neoadjuvantně podávanou 

chemoterapii.  

Samostatně se radioterapie užívá u žen vysokého věku, u nichž je chirurgické 

odnětí nádorového ložiska kontraindikováno, nebo když je chirurgická léčba pacientkou 

odmítnuta [45]. 

2.3.3. Hormonální a biologická terapie 

 
Pro léčbu nádorů, u kterých byla prokázána přítomnost hormonálních receptorů, 

je možné použít také hormonální terapii, kdy látky podávané do organismu zabrání 

ženským pohlavním hormonům v navázání na receptory nádorové tkáně, čímž zastaví 

stimulaci růstu a množení nádorových buněk. U premenopauzálních žen je základem 

hormonální terapie vyřazení funkce ovarií, jejichž fungování lze zablokovat chirurgickým 

odnětím, medikamentózní cestou nebo jejich ozařováním. Operativní cesta je vnímána 

jako nejspolehlivější a její efekt nastupuje nejrychleji. [100] 

U postmenopauzálních žen se jako základní přístup využívají modulace aktivity 

estrogenových receptorů nebo snížení koncentrace estrogenů.  

Na rozdíl od klasické chemoterapie je tento typ léčby zacílen pouze na nádorové 

buňky a nepoškozuje běžnou tkáň organismu [100] [101]. 

  Moderním typem léčby rakoviny prsu je biologická léčba. Látky vhodné pro tento 

typ terapie se zaměřují proti molekulám a biologickým pochodům, které jsou typické 

pro nádorovou tkáň. Největší potenciál má biologická léčba u HER2-pozitivních nádorů, 

kde nadějné výsledky přineslo podávání rekombinantní monoklonální protilátky 

trastuzumab působící proti tomuto receptoru [20] [99]. 

2.3.4. Chemoterapie 

 
Chemoterapie jako jedna z možností systémové léčby rakoviny prsu využívá 

cytostatik k zastavení množení a růstu nádorových buněk. Chemoterapie je obvykle 

podávána cestou nitrožilních injekcí nebo infúzí, převážně ambulantně, přičemž v jednom 
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podání se během několika hodinového podání kombinuje více léčivých látek s různými 

mechanismy účinku (dvě až tři) [102]. 

Problémem chemoterapie je ovšem fakt, že kromě nádorových buněk cytostatika 

zasahují také zdravé buňky, což může vyvolávat mnoho rozličných nežádoucích účinků 

[99]. 

Existuje několik skupin protinádorových léčiv rozlišených podle jejich 

mechanismu účinku.  

Alkylační látky jsou cytostatika rozličné chemické struktury, které obsahují 

vysoce reaktivní alkyly. Ty se váží pevnou kovalentní vazbou na struktury buněčných 

složek, z nichž nejvýznamnější je jaderná DNA, což vede k poškození její struktury 

a funkce. Výsledkem alkylace DNA je inhibice buněčného dělení a smrt buňky [7] [16]. 

Antimetabolity jsou strukturně blízké analogy přirozených metabolitů důležitých 

pro syntézu DNA a RNA. Nepatrná změna ve struktuře těchto přirozených metabolitů 

vede ke ztrátě jejich funkce, ale jejich afinita k cílovým strukturám je do jisté míry 

zachována, proto mohou působit jako antagonisté těchto struktur [7] [16]. 

Cytotoxická antibiotika vytvářejí komplexy s DNA, kdy dochází k vmezeření 

molekuly antibiotika mezi páry bází, čímž dochází k blokaci funkce topoizomerázy II. 

Ve výsledku dochází k blokaci replikace a transkripce buněčné DNA [7] [16]. 

Rostlinné alkaloidy působí jako inhibitory mitózy, přičemž jejich antimitotický 

účinek je přímý. Někdy mohou být nazývány mitotické či vřeténkové jedy. Řadíme sem 

alkaloidy izolované z Vinca rosea – vinkristin, vinblastin a synteticky získaný vinorelbin. 

Novější skupinou těchto látek jsou pak alkaloidy izolované z Taxus brevifolia, PTX 

a docetaxel, které vazbou na tubulin v mikrotubulech vedou k jeho polymerizaci 

na stabilní miktrobuly, u nichž dochází ke ztrátě původní funkce [7] [16]. 

Mezi rostlinné alkaloidy lze také zařadit látky izolované z rostliny Podophyllum 

peltatum, etoposid a teniposid, které ovšem působí jako inhibitory topoizomerázy II [7] 

[16]. 
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2.4. Paklitaxel  

 

Cytostatika (také někdy označovaná jako antineoplastika) jsou látky chemické 

povahy, které různými mechanismy mohou zastavit nebo výrazně zpomalit růst 

a množení rakovinných tkání. Jednou ze skupin cytostatických léčiv jsou inhibitory 

mitózy, mezi které řadíme také PTX [16] [102]. 

PTX je rostlinný alkaloid odvozený z tisu druhu Taxus brevifolia. Jedná se 

o diterpenoidní léčivo, poprvé izolované z kůry tisu a v roce 1971 vyhodnoceno 

Národním institutem pro rakovinu (National Cancer Institute, NCI) jako vysoce aktivní 

látka proti rozličnému spektru nádorových buněk [56]. 

Mezi hlavní indikace PTXu patří vedle rakoviny prsu také ovariální tumor, 

rakovina hlavy a krku, rakovina plic nebo Kaposiho sarkom [7]. 

 

 

Obr. 3: Struktura PTXu [103] 

 

2.4.1. Mechanismus účinku  

 
Léčivo patří mezi inhibitory mitózy typu taxanů. Tato skupina protinádorových 

léčiv znemožňuje správnou funkci mitotického vřeténka stabilizací polymerů 

mikrotubulů a zabráněním separace chromozomů při konečné fázi buněčného cyklu [63]. 

Mikrotubuly jsou významnou součástí cytoskeletonu eukaryotické buňky a jsou 

nezbytné pro dělení buňky.  Podáváním PTXu dochází k blokaci buněčného cyklu ve fázi 

G1 nebo M, kdy jsou polymery mikrotubulů stabilizovány zabráněním jejich 
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depolymerizace. PTX podporuje shromažďování polymerů mikrotubulů tvořených 

opakujícími se α- a β-podjednotkami heterodimeru tubulinu. Zároveň snižuje kritickou 

koncentraci tubulinových podjednotek nezbytných pro polymerizaci. Jeho účinkem také 

dochází ke stabilizaci mikrotubulů proti jejich depolymerizaci, která může vznikat 

působením studeného prostředí nebo vápníku [4] [63] [104]. 

2.4.2. Získávání PTXu 

 
PTX patří mezi jednu z nejúspěšnějších protinádorových látek, nicméně získání 

dostatečného množství bylo velkou otázkou prakticky po celou dobu jejího používání. 

Prvně bylo léčivo izolováno z tisu druhu Taxus brevifolia, který je považován za její 

nejlepší zdroj, nicméně i v tomto druhu tisu bylo možné nalézt pouze 

0,001-0,05 % PTXu. Jedná se totiž o minoritní část všech taxoidů obsažených v rostlině. 

Její získávání z přírodních zdrojů je tedy velmi obtížné [63] [105]. 

Kompletní chemická syntéza byla provedena v roce 1994 dvěma vědeckými 

skupinami zároveň, jedna pod vedením Roberta A. Holtona a druhá pod vedením 

K. C. Nicolaou, nicméně výtěžnost těchto syntéz není vysoká.  

V roce 1993 bylo objeveno, že PTX je přirozeným produktem endofytické houby 

Taxomyces andreanae žijící v symbióze s tisem. Nicméně získávání PTXu touto cestou 

také nepřineslo velké výtěžky. 

 Dalším způsobem získávání PTXu je chemická syntéza z prekurzoru 

10-deacetyl-baccatin III získávaného z tisu druhu Taxus baccata a v roce 1988 byla 

popsána semisyntetická cesta zisku PTXu z jehličí tohoto druhu tisu [105]. 

2.4.3. Farmakokinetika PTXu 

 
PTX se vyznačuje farmakokinetickými křivkami, které mohou být nejlépe 

vystiženy tří-kompartmentovým modelem, a nelineárním farmakokinetickým chováním. 

Během distribuce se váže na plasmatické proteiny, vázán je ale také v tkáních, 

a především během svého působení na tubuliny. Byla objevena také vysoká afinita 

k určitým typům tkání, především ledvinám, plicím, slezině, ale vysoká distribuce byla 

prokázána také do ascitické a pleurální tekutiny [44] [60].  

 Za nejdůležitější je ovšem považována vysoká afinita PTXu k játrům 

a nádorovým tkáním. PTX je distribuován do všech tělních tekutin s výjimkou 

cerebrospinální tekutiny [60]. 
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 Hlavní cestou eliminace léčiva je biliární exkrece. Ve žluči byly také detekovány 

metabolity PTXu, což svědčí o faktu, že se jedná o hlavní cestu eliminace PTXu z těla. 

Renální a ostatní mechanismy exkrece tvoří méně než 10 % z celkové eliminace léčiva 

[44] [60]. 

2.4.4. Metabolismus PTXu 

 
Hlavní cestou metabolismu PTXu je oxidativní přeměna spojená s biliární 

exkrecí. Nejdůležitějším metabolitem u lidí je 6α-hydroxyPTX, vznikající 

stereospecifickou hydroxylací na pozici 6 taxanového kruhu. Tato přeměna je 

katalyzována cytochromem P450, izoformou 2C8. Dalšími významnými metabolity jsou 

3´-p-hydroxyPTX a 6α,3´-p-dihyrohyPTX [60]. 

Kromě zapojení enzymu CYP 2C8 se na metabolismu PTXu podílejí také další 

izoformy cytochromu P450 a sice izoformy 3A4 a 3A5, přičemž tyto dva enzymy 

katalyzují hydroxylaci PTXu v poloze 3´.  

Genetický polymorfismus u CYP 2C8 a CYP 3A4/5 může významně ovlivňovat 

metabolismus, vzhledem k existenci několika variant. Bylo zjištěno, že výskyt určitých 

alel těchto enzymů může hrát klíčovou roli při vzniku PTXem indukované neurotoxicity 

[46] [60]. 

2.4.5. Rezistence nádorů k PTXu 

 
Vznik rezistence nádorového bujení k léčbě PTXem může být velkým 

problémem. Ačkoli je léčivo užíváno u mnoha typů rakovinného bujení, vznikem 

rezistence je jeho úspěch pro léčbu značně omezen. Velkým problémem může být 

rezistence především u metastatické rakoviny prsu, kde se také kvůli tomuto problému 

nedaří získat nad nemocí kontrolu [52]. 

Selhání léčby může být způsobeno buď již vrozenou rezistencí nádoru k léčivu, 

nebo rezistencí získanou v průběhu podávání léčiva. Existuje mnoho různých 

mechanismů, které mohou vyvolávat rezistenci [52]. 

Získaná rezistence může být vyvolána nadměrnou produkcí P-glykoproteinů, 

změnou ve struktuře tubulinu nebo změnou dráhy signální transdukce, popř. dráhy 

buněčné smrti.  

Nadměrná exprese P-glykoproteinu byla identifikována jako důvod pro rezistenci 

mnoha léčiv užívaných při léčbě rakoviny. Jedná se o efluxní ATP-dependentní protein, 
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mezi jehož substráty patří také PTX. Vysoká exprese tohoto proteinu vedoucí ke snížené 

akumulaci léčiva je jedním z možných vysvětlení rezistence nádorů gastrointestinálního 

traktu k PTXu [39] [54]. 

Dalším významným důvodem vzniku rezistence nádoru k léčbě PTXem je změna 

tubulinu, který je buněčným cílem léčiva. Exprese mutací změněného tubulinu nebo 

změnou exprese tubulinu může docházet ke snížení odpovědi na léčbu [35] [65]. 

Ke vzniku rezistence může také docházet změnou v signálních cestách. Mnoho 

proteinů nezbytných pro tyto dráhy je uloženo v mikrotubulech, které jsou mimo jiné 

cílem PTXu. Změnou v expresi některých z těchto molekul na základě změny v signální 

dráze může docházet k vyvolání rezistence k léčivu [19] [54]. 
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2.5. Role mikrotubulů v karcinomu 

 

Mikrotubuly jsou jednou z esenciálních částí cytoskeletu v buňce, jedná se o dutá 

vlákna o průměru přibližně 25 nm. Jsou složeny z globulárního proteinu tubulinu, což je 

dimer složený ze dvou polypeptidů – α-tubulinu a β-tubulinu, spojených pevnou 

kovalentní vazbou. Třetí typ tubulinového polypeptidu, γ-tubulin, se nachází 

v centrozomu a je důležitý při shromažďování mikrotubulů do polymerů [4] [5]. 

Tubulinové dimery se spojují nekovalentními vazbami a dávají vznik 

mikrotubulu, který svým tvarem připomíná dutý cylindr. Každý takový cylindr se sestává 

ze 13 profilament okolo dutého prostoru, přičemž profilamenta jsou řetězy tubulinových 

podjednotek tvořených spojeným a pravidelně se střídajícím α- a β-tubulinem [4]. 

Dimery tubulinů se stejně dobře jako polymerizovat mohou také depolymerizovat. 

Tyto činnosti jsou poháněny molekulou GTP připojenou k oběma typům tubulinů [5].  

 

 

Obr. 4: Struktura mikrotubulů [5] 

 

Jakožto součást cytoskeletu napomáhají v buňce určovat její tvar, pozice 

membránových organel, nebo realizovat pohyb v buňce, což zahrnuje také jejich podíl na 

oddělení chromozomů v průběhu mitózy [4]. 

Mikrotubuly jsou v buňce uloženy v okolí mikrotubuly-organizujícího centra, 

kterým je v živočišných buňkách centrozom. Během mitózy se mikrotubuly rozpadají 

a tvoří složitou strukturu dělícího vřeténka, které je zodpovědné za rovnoměrnou 

distribuci chromozomů mezi obě dceřiné buňky. Během tohoto děje dochází k rozpadu 
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uspořádání mikrotubulů a uvolněné tubuliny se uspořádají za vzniku dělícího vřeténka 

[5]. 

Mikrotubuly jsou velmi důležité pro rakovinné buňky jakožto rychle se dělící 

buňky. Látky schopné vázat tubulin jsou proto využívány jako důležité cytostatické látky, 

které mohou zastavit tvorbu dělícího vřeténka a tím vyvolat buněčnou smrt. [53] 

Existuje velké množství proteinů schopných interagovat s mikrotubuly. Patří mezi 

ně také mikrotubuly-asociované proteiny (MAP), které se vážou na mikrotubuly a zvyšují 

jejich stabilitu a mohou tak být vhodným cílem pro protinádorovou léčbu [5]. 

Významnou roli hrají mikrotubuly, tubuliny a s nimi asociované molekuly také 

v zachovávání buněčné homeostázy a ve vytváření odpovědí na buněčný stres. 

U rakovinných buněk, které se ocitají pod vlivem metabolického, proteinového, 

oxidativního a hypoxického buněčného stresu, je vliv těchto molekul a jejich modifikace 

klíčová pro přežití buněk [53]. 

2.5.1. Látky ovlivňující mikrotubuly 

 
Vzhledem k tomu, jak velkou roli hrají mikrotubuly v rozvoji rakovinného bujení, 

látky ovlivňující mikrotubuly se ukázaly být vysoce efektivními u pacientů s tímto 

onemocněním. Mezi látkami vážícími se na tubulin nebo mikrotubuly pochází velké 

množství z přírodních zdrojů. Prvními látkami tohoto typu byly vinka alkaloidy izolované 

v padesátých letech 20. století z rostliny Catharanthus roseus, velmi krátce nato 

následovala izolace taxanů z rostliny Taxus brevifolia. Obě dvě skupiny léčiv jsou 

v současné době hojně užívány v terapii rakoviny [7] [28]. 

Látky ovlivňující mikrotubuly lze rozdělit do dvou velkých skupin – na látky 

mikrotubuly destabilizující a látky mikrotubuly stabilizující.  

První skupina látek vyvolává destabilizaci polymerů mikrotubulů a inhibuje jejich 

tvorbu. Existují pro ně na molekule tubulinu dvě vazebná místa, vinka vazebné místo 

a kolchicin vazebné místo, nazvané podle dvou hlavních skupin patřících mezi tento typ 

léčiv.  

Vinka alkaloidy vinkristin, vinblastin, vinorelbin a další jsou látky rozsáhle 

používané v léčbě rakoviny. Váží se na vinka vazebné místo.  

Na stejné vazebné místo se dále váží proteiny z rodiny dolastinu, které jsou 

v klinických testech pro léčbu rakoviny měkkých tkání, melanomu, rakoviny prostaty 

a nemalobuněčného karcinomu plic [28]. 
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Na kolchicinové vazebné místo se váže alkaloid kolchicin a jeho analog 

podophylotoxin. Kolchicin je velmi účinný mitotický jed izolovaný z rostliny Colchicum 

autumnale, zároveň je však vysoce toxický.  

Combretastatiny se také váží na kolchicinové vazebné místo a hlavní látka této 

skupiny, combretastatin-4A, byla vyhodnocena jako potenciálně účinná pro léčbu 

rakoviny močového měchýře [28] [58]. 

Naproti tomu látky mikrotubuly stabilizující podporují polymerizaci mikrotubulů, 

čímž ve výsledku opět dochází k zabránění vzniku mitotického vřeténka. Látky tohoto 

typu se na molekulu tubulinu váží na jednom vazebném místě nazývaném taxoidní. 

Nachází se na β-tubulinu a je umístěno na vnitřní straně mikrotubulu. Mezi látky této 

skupiny jsou řazeny taxany a epothilony [28]. 

Taxany jsou látky odvozené z rostliny Taxus brevifolia a řadíme mezi ně 

především PTX a docetaxel, které se prokázaly jako vysoce účinné a důležité při léčbě 

rakoviny prsu a ovariálního karcinomu. Nejnovější z taxanů, cabazitaxel, se úspěšně 

používá pří léčbě rakoviny prostaty [28] [50] [106]. 

Epothilony byly získány fermentací celulózy myxobakterií Sorangium 

cellulosum. Jedná se o novou třídu mikrotubuly stabilizujících látek, které nesou potenciál 

pro léčbu nádorů rezistentních k PTXu a dalším taxanům [23] [27]. 

 

 

 

Obr. 5: Mechanismus účinku látek působících na mikrotubuly [108] 

 

Nicméně, nejen látky od počátku určené pro léčbu rakovinného bujení působí 

na mikrotubulové struktury. Vývoj zcela nového a originálního protinádorového léčiva je 
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zdlouhavý a velmi nákladný proces. Některá léčiva používaná původně v jiné indikaci 

vykazují také protinádorové účinky a jejich testování pro využití v terapii rakoviny 

s sebou nese mnohé výhody např. ve faktu, že byly již dříve provedeny mnohé 

toxikologické studie [34] [61]. 

2.5.1.1. Benzimidazoly 

Mezi látky, které byly původně využívány v jiné indikaci a které působí 

na mikrotubuly, řadíme anthelmintika skupiny benzimidazolů. Jsou to léčiva odvozená 

od jediné chemické struktury, pro jejichž anthelmintický účinek je důležitá amidinová 

skupina. Užívají se jako antinematodní, antitrematodní i anticestodní léčiva, kdy proti 

organismu helminta bojují vazbou na β-tubulinovou podjednotku mikrotubulu, čímž 

dochází k závažnému poškození celé parazitární buňky. Kromě vysoké efektivity vůči 

helmintózám se vyznačují také nízkou toxicitou pro savce. Benzimidazoly se totiž 

v mnohem menší míře vážou na savčí β-tubulinovou podjednotku [8] [12] [34]. 

Zatímco pro veterinární užití existuje široké spektrum těchto látek, u lidí jsou pro 

anthelmintické použití registrovány pouze albendazol a mebendazol, u kterých byla 

intenzivně prostudována jejich farmakologie a toxicita v lidském organismu [34]. 

Také FLU je relativně nově užíván u lidí pro léčbu střevních nematodóz.  

Působení benzimidazolů na β-tubulin vede k inhibici tvorby mikrotubulů. Tato 

jejich schopnost naznačuje možnost jejich cytostatického působení, a to právě přes 

destabilizaci mikrotubulů. Kromě toho tyto látky u parazitických organismů také inhibují 

příjem glukózy, snižují glykogenovou zásobu a snižují tvorbu ATP, což vede ke smrti 

buněk. Potenciál některých látek této skupiny by mohl být např. při léčbě nádorů 

rezistentních k PTXu nebo epothilonu [34] [43]. 

2.5.1.1.1.  Flubendazol 

FLU je léčivo užívané proti nematodózám a cestodózám především u psů a koček. 

U lidí je užíván pro léčbu střevních parazitů, ale jeho účinek by mohl být rozšířen také 

pro léčbu systémových parazitárních onemocnění [12] [34] [47]. 
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Obr. 6: Struktura FLUu [107] 

 

  U FLU i u některých dalších benzimidazolových anthelmintik byla prokázána 

protinádorová aktivita. FLU vykazoval aktivitu proti leukemiím a mnohočetným 

myelomům, ale také proti neuroblastomu. K vazbě na β-tubulin dochází v blízkosti 

kolchicin vazebného místa, ale odděleně od vazebného místa pro vinka alkaloidy. FLU 

po navázání ovlivňuje strukturu tubulinu a zabraňuje jeho polymerizaci na mikrotubuly 

[43] [59]. 

Navíc FLU vykazuje také účinek na buňky, které jsou rezistentní k léčbě vinka 

díky zvýšené expresi P-glykoproteinů. Při jejich současném podávání docházelo 

k synergizaci účinku, což naznačuje možnost podávání těchto léčiv společně ke zvýšení 

účinnosti terapie a snížení její toxicity [59]. 

FLU také vykazuje účinnost v buňkách rakoviny tlustého střeva. Testování jeho 

kombinace s PTXem dále vykazovalo zvýšenou účinnost, přičemž nejlepšího výsledku 

bylo dosaženo kombinací PTX zároveň s FLU a také albendazolem [43]. 
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3. Cíle práce 

 

Cílem této práce bylo stanovit a porovnat vliv flubendazolu (FLU) samotného 

a v kombinaci s paklitaxelem (PTX) na prsní nádorové linie nemetastazující (MCF-7) 

a metastazující (MDA-MB-231, BT-474).  

Práci je možné rozčlenit do několika dílčích cílů: 

• porovnání migrace a exprese vybraných proteinů u tří prsních 

nádorových linií  

• sledování antiproliferačního účinku FLU a PTX, stanovení střední 

inhibiční koncentrace (IC50)  

• sledování antiproliferačního účinku kombinace PTX a FLU  

• stanovení vlivu FLU, PTX a kombinace FLU + PTX na expresi 

vybraných molekul zapojených do nádorové progrese 

• stanovení vlivu FLU, PTX a kombinace FLU + PTX na aktivitu 

kaspázy 2 a kaspáz 3 a 7 

• sledování vlivu FLU na akumulaci PTX uvnitř buněk  
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4. Metodika  

4.1. Materiál 

4.1.1. Buněčné linie 

 

Buněčné linie MCF-7, MDA-MB-231 a BT-474 byly získány z ATCC (LGC 

Standart, Polsko). Buňky byly po třech pasážích zmrazeny a uloženy v tekutém dusíku. 

Pravidelně byly kontrolovány všechny buněčné linie, zda buňky nejsou kontaminovány 

mykoplazmaty. Pro každou sérii experimentů byly použity nové buňky.  

Buněčné linie MCF-7 a BT-474 byly kultivovány v DMEM médiu obohaceném 

o 10 % fetálního bovinního séra (FBS) a 0,5 % směsi penicilinu/streptomycinu. Buňky 

MDA-MB-231 byly kultivovány v DMEM médiu obohaceném o 15 % FBS 

a 0,5 % směsi penicilinu/streptomycinu. Buňky byly kultivovány v 75 cm2 kultivačních 

lahvích ve zvlhčené atmosféře s 5 % CO2 při 37°C.  

4.1.2. Chemikálie 

 

• FBS (Gibco, Thermo Fisher Scientific) 

• DMEM – Dulbecco’s Modified Eagle Medium  

• RPMI 1640 médium (Gibco, Thermo Fisher Scientific) 

• Fosfátový pufr PBS  

• Kit pro měření buněčné proliferace WST-1  

• Bovinní sérový albumin BSA (Sigma Aldrich) 

• TRISOL reagent 

• Pufr RNA Wash Buffer (Amplicon) 

• Pufr DNA Digestion Buffer (Amplicon) 

• DNAsa I (Amplicon) 

• Pufr Direct Zol RNA PreWash (Amplicon) 

• DEPC voda (InVitrogen) 

• Kit pro přípravu cDNA – Randomizovaný hexamer primer, 5xreakční pufr 10mM 

dNTP mix; RiboLock RNAse inhibitor; M-MuLV Reverzní Transkriptáza 

(Thermo Fisher Scientific) 
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• Kit pro Master mix pro PCR – SYBR GREEN, Forward primer a Reverse primer 

pro cílovou mRNA v koncentraci 10mM, DEPC voda (Roche) 

• Kit pro stanovení bílkoviny – kyselina bicinchoninová (BCA) kit (Sigma Aldrich) 

• Kyselina chlorovodíková HCl 

• Zásobní roztok akrylamidu (AA) a bis-akrylamidu (bisAA) 

• 1,5 M Tris-HCl pufr, pH 8,8 

• 0,5 M Tris-HCl pufr, pH 6,8 

• 0,1 M TRIS pufr, pH 8,0 

• 10 % SDS – dodecylsíran sodný 

• Koncentrovaný elektrodový pufr  

• Isobutanol nasycený vodou 

• 10 % APS – persíran amonný 

• Blotovací pufr 

• 10xTBS 

• TBST pufr 

• 5 % roztok mléka v TBST pufru 

• Reakční činidlo pro kaspázu 2 (Promega Corporation) 

• Reakční činidlo pro kaspázu 3/7 (Promega Corporation) 

4.1.3. Přístrojové vybavení 

 

• Buněčný inkubátor 

• Laminární box 

• Cellometer Auto 

• Centrifuga 

• xCELLigence Real-Time buněčný analyzátor  

• Spektrofotometr Tecan Infinite M200  

• Laminární box pro PCR 

• NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific) 

• Corbet Rotorgene Real-Time PCR cyklér (Bosch Institute) 

• Třepačka 

• Termoblok 

• Zdroj stejnosměrného napětí 
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• Gel Logic – zobrazovací zařízení pro bloty 

4.1.4. Pomůcky 

 

• Pipety (Eppendorf) 

• Špičky různých velikostí (Eppendorf) 

• Mikrozkumavky (Eppendorf) 

• 96jamkové destičky (Thermo Scientific) 

• 16jamkové CIM destičky 

• Migrační komůrky 

• Pomůcky pro přípravu gelu – stojánek, skla, skla se spacerem, spony, hřeben 

• Stojánek pro elektroforézu 

• Tlustý filtrační papír, blotovací houbičky 

• PVDF membrána 

• Plastové nádoby s víčkem 

• Laboratorní pomůcky pro běžné použití 
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4.2. Metody 

4.2.1. Měření životnosti a proliferace buněk 

4.2.1.1. Test proliferace metodou WST-1 

Vliv léčiv PTXu a FLU na proliferaci buněk v prsních nádorových liniích byl 

měřen za pomoci WST-1. Jedná se o kolorimetrický test, jehož principem je štěpení 

tetrazoliové soli na barevný formazan mitochondriálními dehydrogenázami, které jsou 

aktivní v životaschopných buňkách.  

Buňky prsního karcinomu byly přeneseny na 96jamkovou mikrotitrační destičku 

a byly ovlivněny testovanými chemoterapeutiky v různých koncentracích v médiu RPMI 

po dobu 48 hod. Na konci každého časového intervalu byly buňky opláchnuty fosfátovým 

pufrem (PBS), následně bylo přidáno 100 μl roztoku WST-1 (v konečné zředění 1:20) 

a poté byly kultivovány další 2 hodiny.  

Absorbance byla měřena spektrofotometrem Tecan Infinite M200 (Tecan, 

Švýcarsko) při 450 nm s referenční vlnovou délkou 650 nm.  

4.2.1.2. Testování proliferace systémem xCELLigence 

xCELLigence systém je přístroj, který měří impedanci pomocí elektrod 

zabudovaných na dno destičky. Impedance je vyjádřena formou buněčného indexu, který 

je přímo úměrný počtu buněk adherujících ke dnu destičky. Test proliferace byl prováděn 

na 16jamkové E-plate destičce. Do každé jamky bylo nejprve pipetováno 90 μl 

kultivačního média a destička byla vložena do měřícího zařízení pro měření pozadí. Poté 

bylo na destičku dopipetováno 100 μl buněčné suspenze obsahující 1500 buněk/jamku 

ve čtyřech opakováních. Buňky byly inkubovány 24 hodin, kdy každou hodinu byla 

měřena impedance korespondující s buněčnou proliferací.  

Po 24 hodinách bylo přidáno 10 μl ovlivněného média (obsahujícího PTX a/nebo 

FLU) do každé jamky. Destičky byly znovu vloženy do měřícího zařízení a impedance 

byla opět měřena každou hodinu po dobu dalších 72 hodin. Každý vzorek byl testován 

ve čtyřech opakováních a zároveň byla provedena tři nezávislá měření.  

Měření bylo prováděno za pomoci xCELLigence Real-Time systému.  
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4.2.2. Měření migrace pomocí systému xCELLigence 

 

xCELLigence systém lze použít i pro měření dalších procesů, jako je např. měření 

buněčné migrace. V tomto případě je technologie založená na principu Boydenovy 

komůrky, což umožňuje sledovat buněčnou migraci, ale také invazivitu v reálném čase.  

 K měření je využíváno 16jamkových CIM (cell invasion and migration) destiček. 

Každá jamka představuje migrační komůrku, skládající se z horní a spodní části. Tyto 

jsou odděleny polyethylentereftalátovou (PET) membránou, která obsahuje na spodu 

mikrofabrikované zlaté elektrodové pole. 

 Do horní komůrky je plněno médium obsahující buňky, spodní komůrka obsahuje 

médium s chemoatraktantem. Během migrace buněk přes membránu dochází k jejich 

kontaktu s elektrodovým polem. Naměřená impedance je pak přímo úměrná počtu 

migrujících buněk [41] [109]. 

4.2.2.1. Příprava vzorků pro měření migrace 

Měření buněčné migrace bylo prováděno v 16jamkové CIM destičce. Horní 

komůrka destičky byla naplněna bezsérovým médiem obohaceným 1 % BSA, 

do spodních komůrek bylo pipetováno předehřáté médium obohaceného 10 % FBS 

a 10 ng/ml EGF. Takto připravená destička byla inkubována v inkubátoru při 37 °C 

a přítomnosti 5 % CO2 po dobu jedné hodiny, aby došlo k vytvoření rovnováhy 

na membráně. Po této inkubaci bylo provedeno měření pozadí.  

Optimální počet buněk (30 000 buněk/100 μl) byl resuspendován v bezsérovém 

médiu a následně byly buňky přidány do vrchní komůrky CIM destičky.  

Buněčný přechod skrz polopropustnou membránu, který odpovídá hodnotám buněčných 

indexů, byl monitorován po dobu 24 hodin v 5 - 10minutových intervalech.  

Měření bylo prováděno pomocí xCELLigence Real-Time buněčného analyzátoru.  

4.2.3. Stanovení hladiny mRNA metodou RT-PCR 

 

RT-PCR (neboli kvantitativní polymerázová řetězová reakce) je v současné době 

nejcitlivější metoda pro detekci mRNA (messenger RNA) schopná detekovat hladinu 

mRNA také z velmi malého množství vzorků. Navíc umožňuje kvantifikaci daného úseku 

mRNA v reálném čase.  
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Během této metody nejprve dochází k izolaci mRNA a následně k jejímu přepsání 

do cDNA (complementary DNA). Tento děj je nazýván reverzní transkripce a probíhá 

pomocí enzymu reverzní transkriptázy.  

Tímto způsobem vzniklá cDNA je zmnožena, tedy amplifikována metodou PCR, 

kdy nejprve dochází k denaturaci a rozvolnění dvou řetězců DNA vlivem vysoké teploty 

(94–95 °C). Na takto uvolněná vlákna DNA nasedají primery, přičemž dochází k využití 

komplementarity dusíkatých bází. Tento proces probíhá při teplotě mezi 50-60 °C, což 

odpovídá hodnotě teploty tání primerů.  

Následným zvýšení teploty na 72 °C dochází k aktivaci polymerační reakce, kdy 

DNA polymeráza syntetizuje komplementární řetězec DNA. Tento proces se mnohokrát 

opakuje.  

Výsledný produkt je analyzován na základě fluorescence, která je přímo úměrná 

nově vzniklým DNA řetězcům [110] [111]. 

4.2.3.1. Příprava vzorků na RNA extrakci 

Buňky byly inkubovány v 6jamkových kultivačních miskách. Médium 

z jednotlivých misek bylo odsáto a následně byly přidány 3 ml ledového PBS do každé 

misky. Kýváním byly buňky opláchnuty a PBS bylo odsáto do sucha. Následně byly 

buňky lyzovány v 200 µl TRISOL reagentu po dobu asi 2 minut. Buňky byly 

z jednotlivých misek seškrabány a přeneseny do 1,5 ml zkumavek Eppendorf bez 

nukleáz. Ke vzorku buněk bylo přidáno stejné množství ethanolu, jaký byl objem vzorku. 

Překlápěním bylo vše promícháno. Celý obsah směsi ethanolu a buněk lyzovaných 

v TRISOL reagentu byl přenesen do kolonek Zymo-Spin IIC Column, které byly vložené 

do větších zkumavek (Collection Tube). Vzorky byly centrifugovány po dobu 30 sekund, 

při 13 000 rpm a 4 °C. Po centrifugaci byly kolonky přeneseny do nových prázdných 

zkumavek (Collection Tube).  

Do kolonek bylo přidáno 400 μl pufru (RNA Wash Buffer) a vzorky byly opět 

centrifugovány po dobu 30 sekund, při 13 000 rpm a 4°C. Tekutina prošlá při centrifugaci 

do větší zkumavky (Collection Tube) byla odstraněna.  

Mezitím byla připravena směs DNA-áz a pufru (DNA Digestion Buffer) v 1,5 ml 

zkumavkách Eppendorf bez nukleáz. Pro jeden vzorek bylo smícháno 5 μl DNA-ázy 

a 75 μl pufru (DNA Digestion Buffer). Směs byla poté ponechána 15 minut při pokojové 

teplotě.  
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Ke vzorkům v kolonkách bylo přidáno 400 μl pufru (Direct Zol RNA PreWash) 

a centrifugováno po dobu 30 sekund při 13 000 rpm a 4°C. Tekutina, která prošla 

při centrifugaci do větších zkumavek (Collection Tube), byla odstraněna. Tento krok byl 

proveden dvakrát.  

Následně bylo ke vzorkům přidáno 700 μl pufru (RNA Wash Buffer) a vzorky 

byly centrifugovány po dobu 2 minut při 13 000 rpm a 4 °C. Kolonky byly následně 

přeneseny do předem připravených 1,5 ml sterilních zkumavek Eppendorf bez nukleáz.  

Pro vymytí izolované RNA z kolonek bylo přidáno přímo na kolonku 30-50 μl 

DEPC vody (vody bez nukleáz), podle množství lyzovaných buněk a vzorky byly 

centrifugovány po dobu 30 sekund, při 13 000 rpm a 4°C.  

Koncentrace izolované mRNA byla měřena za pomoci spektrofotometru 

NanoDrop 2000.  

4.2.3.2. Příprava cDNA  

Po změření koncentrace RNA za pomoci spektrofotometru NanoDrop 2000 byly 

vzorky naředěny DEPC vodou (vodou bez nukleáz) na koncentraci 1 μg celkové RNA.  

Do sterilní zkumavky Eppendorf bez nukleáz bylo přidáno 10 μl naředěných 

vzorků RNA a 1 μl primeru (random hexamer primer), čímž došlo k vytvoření směsi A 

o celkovém objemu 11 μl. Směs byla promíchána pipetou, stočena v centrifuze 

a inkubována 5 minut při 70°C. Následně byla směs zchlazena.  

Mezitím byla připravena směs B, kde pro jeden vzorek bylo smícháno 

4 μl 5x reakčního pufru, 2 μl 10mM dNTP mixu, 1 μl inhibitoru (RiboLock RNAse 

inhibitor, 20U/μl) a 2 μl transkriptázy (M-MuLV Reverse Transcriptase, 20U/μl). 

Směs B byla nakonec promíchána.  

K 11 μl směsi A bylo přidáno 9 μl směsi B, nově vzniklá směs A+B byla 

promíchána a poté inkubována nejprve 5 minut při pokojové teplotě, následně 60 minut 

při 37 °C. Reakce byla ukončena zahřátím vzorků na 70 °C po dobu 5 minut.  

4.2.3.3. PCR amplifikace jednovláknové cDNA 

Vzorky směsi A+B byly naředěny 1:5 pro cílovou mRNA amplifikaci. 

Ke každému vzorku směsi A+B bylo přidáno 80 μl DEPC vody (vody bez nukleáz) 

a vzorky byly promíchány pipetou.  

Pro amplifikaci referenčních genů byly vzorky naředěny v poměru 1:40. 

Do 0,5 ml sterilních zkumavek Eppendorf bez nukleáz bylo napipetováno 195 μl DEPC 
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vody (vody bez nukleáz), k nimž bylo přidáno 5 μl vzorku naředěného v předchozím 

kroku. Směs byla opět promíchána pipetou.  

 Pro PCR amplifikaci byla připravena směs C, kde pro jeden vzorek bylo smícháno 

25 μl SYBR Green, 1 μl 10 mM primeru (Forward primer) pro cílovou mRNA, 

1 μl 10 mM primeru (Reverse primer) pro cílovou mRNA (10mM) a 13 μl DEPC vody 

(vody bez nukleáz).  

 Měření probíhalo v duplikátech pro každý vzorek. Do sterilních mikrozkumavek 

bez nukleáz o objemu 0,2 ml bylo pipetováno 20 μl směsi C, ke které bylo následně 

přidáno 5 μl vzorku (směsi A+B). Obsah zkumavek byl promíchán. Pro negativní 

kontrolu byla místo vzorku použita DEPC voda (voda bez nukleáz).  

 Měření probíhalo pomocí Corbet Rotorgene Real Time PCR cykléru.  

4.2.4. Stanovení proteinů metodou Western bloting 

 
Western bloting je biomolekulární metoda používaná k detekci přítomnosti 

specifických proteinů v buněčném materiálu. Její provedení se skládá ze tří základních 

procesů, a sice rozdělení směsi proteinů pomocí gelové elektroforézy, přenesení 

separovaných proteinů na specifickou membránu a následně jejich detekce [112].  

Elektroforéza je definována jako separační technika založená na schopnosti 

iontových částic migrovat v elektricky nabitém poli. Tato metoda se používá především 

k rozdělování makromolekul jako jsou proteiny. Pohyblivost proteinů v elektrickém poli 

je určena délkou jejich peptidového řetězce, molekulovou hmotností a jejich konformací.  

Proteiny jsou podrobeny působení dodecylsíranu sodného (SDS), který se váže 

na jejich denaturované formy a dává molekulám záporný náboj. To poté umožňuje 

molekule migrovat v elektricky nabitém poli. Získaný záporný náboj je přímo úměrný 

molekulové hmotnosti proteinů [113]. 

Po jejich rozdělení elektroforézou jsou proteiny přeneseny z polyakrylamidového 

gelu na polyvinylidendifluoridovou (PVDF) membránu. Principem přenosu je umístění 

gelu obsahujícího proteiny do přímého kontaktu s membránou a jejich následné umístění 

mezi dvě elektrody. Aplikací elektrického pole dochází k přenosu proteinů na membránu 

a k jejich přichycení.  

Po přenosu proteinů na membránu je nezbytné blokovat zbývající plochu 

membrány, aby nedocházelo k nespecifické vazbě protilátek na její povrch. K tomuto 

účelu byl použit 5 % roztok mléka v TBST pufru. 
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Detekce proteinů probíhá metodou chemiluminiscenční detekce. Principem je 

reakce chemiluminiscenčního substrátu s enzymem (nejčastěji křenovou peroxidázou, 

nebo alkalickou fosfatázou) navázaným na sekundární protilátce [112] [113].  

4.2.4.1. Příprava buněčného lyzátu 

Buňky byly inkubovány v 6jamkových kultivačních miskách. Médium 

z jednotlivých misek bylo odsáto a následně byly přidány 3 ml ledového PBS do každé 

misky. Kýváním byly buňky opláchnuty a PBS bylo odsáto do sucha.  

 Přidáno bylo 100–150 μl ledového lyzačního pufru s inhibitory proteáz, který se 

nechal působit asi 2 minuty. Buňky byly z jednotlivých misek seškrabány a přeneseny 

do 1,5 ml zkumavek Eppendorf uchovaných na ledu. Buňky ve zkumavkách byly 

homogenizovány pomocí injekční stříkačky a homogenát se nechal stát asi 20 minut 

na ledu.  

 Homogenát byl centrifugován po dobu 10 minut, při 13 000 rpm a 4°C. Následně 

byl odebrán supernatant. Takto připravené vzorky byly použity pro měření bílkoviny 

a následné naředění vzorků pro detekci proteinů pomocí metody Western blot.  

4.2.4.2. BCA stanovení bílkoviny 

Principem stanovení je reakce proteinů s Cu2+ v alkalickém prostředí, kdy 

měďnaté ionty přecházejí na ionty měďné, které následně redukují kyselinu 

bicinchoninovou za vzniku modrého zbarvení. Množství redukované kyseliny a intenzita 

vzniklého zabarvení je přímo úměrná množství bílkoviny ve vzorku.  

Pro stanovení bílkoviny byly použity roztok A (NaHCO3, Na2CO3, BCA 

v 0,1M NaOH), roztok B (4 % CuSO4.6H2O), pomocí kterých byl vytvořen pracovní 

roztok C, který vznikl smíchání roztoku A a roztoku B v poměru 50:1.  

Roztoky pro měření kalibrační křivky jsou připraveny z výchozího 1 % roztoku 

BSA naředěného na požadovanou koncentraci destilovanou vodou, jak je uvedeno 

v tabulce 1. 
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Tab. 1: Ředění roztoku BSA pro přípravu kalibrační křivky pro BCA stanovení bílkoviny  

 

 Koncentrace [μg/ml] 
Množství 1 % roztoku 

BSA [μl] 

Množství destilované 

vody [μl] 

1 0 0 500 

2 200 10 490 

3 400 20 480 

4 600 30 470 

5 800 40 460 

6 1000 50 450 

 

 

Roztoky pro stanovení kalibrační křivky byly připraveny v duplikátech.  

Roztoky vzorků byly připraveny ředěním buněčného lyzátu připraveného 

v přechozím kroku v poměru 1:4, kdy 10 μl vzorku bylo smíseno s 40 μl destilované vody. 

Všechny vzorky byly připraveny v duplikátech.  

Měření bílkoviny probíhalo v 96jamkové destičce, kam bylo pipetováno 10 μl 

vzorku obsahujícího bílkovinu a následně 200 μl pracovního roztoku C. Vzorky byly 

dobře promíchány a destička byla inkubována 30 minut při teplotě 37 °C, za stálého 

třepaní 300 rpm.  

Absorbance byla změřena při 562 nm proti destilované vodě. Při hodnocení byl 

od hodnot absorbance vzorků odečten průměr absorbance slepého vzorku (tvořeného 

pouze destilovanou vodou) a následně byly porovnány hodnoty absorbance vzorků 

s hodnotami získanými měřením kalibrační křivky.  

4.2.4.3. Elektroforéza proteinů na polyakrylamidovém gelu 

Vzorky byly dle obsahu bílkoviny naředěny tak, aby koncentrace bílkoviny byla 

1 μg/μl. Vzorky byly naředěny 4xSDS vzorkovým pufrem a lyzačním pufrem s přidaným 

roztokem inhibitorů.  

Polyakrylamidové gely pro provedení elektroforézy byly připraveny 

v koncentraci 7,5 % k separaci proteinů o velké molekulové hmotnosti a 10 % k separaci 

proteinů o menší molekulové hmotnosti. 
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Tab. 2: Složení separačního gelu 

 

 
Množství pro 2 gely 

o koncentraci 7,5 % (1,5 mm) 

Množství pro 2 gely 

o koncentraci 10 % (1,5 mm) 

Redestilované voda 9,8 ml 8,1 ml 

Pufr 1,5M Tris-HCl pH 8,8 5 ml 5 ml 

Roztok AA + bis AA 5 ml 6,7 ml 

10 % SDS 0,2 ml 0,2 ml 

 Iniciace polymerace 

Roztok APS 200 μl 200 μl 

TEMED 16 μl 16 μl 

 

 

Tab. 3: Složení zaostřovacího gelu 4 %  

 

 Množství pro 2 gely (1,5 mm) 

Redestilovaná voda 6,1 ml 

Pufr 0,5M Tris-HCl pH 8,8 2,5 ml 

Roztok AA + bis AA 1,3 ml 

10 % SDS 0,1 ml 

 Iniciace polymerace 

Roztok APS 200 μl 

TEMED 16 μl 

 

Do nalévacího stojánku byla umístěna skla a po namíchání roztoku pro separační 

gel byl roztok nalit mezi skla do výšky asi 4,5 cm od spodního okraje. Následně byl roztok 

převrstven cca 200 μl isobutanolu nasyceného vodou a ponechán 30–60 minut 

polymerovat. Poté byl isobutanol odstraněn.   

Mezi skla byl následně přidán roztok pro zaostřovací gel, kdy došlo zároveň 

k zasunutí hřebenu pro vytvoření jamek na dávkování vzorků a gel byl ponechán 

polymerovat minimálně 30 minut. 

Mezitím byly naředěné vzorky povařeny v předehraném termobloku po dobu 

5 minut při 95°C.  



46 
 

Gely byly vyjmuty z nalévacího stojánku, opláchnuty pod tekoucí vodou a hřeben 

byl odstraněn. Následně byly gely vloženy do stojánku pro elektroforézu, do jehož 

vnitřního elektrodového prostoru byl umístěn elektrodový pufr tak, aby došlo k ponoření 

celého gelu. Do vnějšího elektrodového prostoru bylo umístěno cca 200 ml elektrodového 

pufru.  

Do každé jamky na gelu bylo naneseno 30 μl vzorku, do jedné z jamek bylo 

naneseno 5 μl molekulárního standardu. 

Stojánek pro elektroforézu byl umístěn do ledové lázně. Elektrody byly připojeny 

ke zdroji a bylo nastaveno konstantní napětí 120 V.  

4.2.4.4. Imunobloting 

PVDF membrána byla označena a aktivována ponořením do metanolu asi 

na 5 minut.  

Po ukončení elektroforézy byl od gelu odstraněn zaostřovací gel a od separačního 

gelu byla odstraněna spodní část s kumulovaným modrým barvivem. Separační gel byl 

oddělen od skla a uložen do blotovacího pufru. Do stejného blotovacího pufru ve stejné 

krabičce byla následně přenesena také aktivovaná membrána. Do jiné krabičky 

s blotovacím pufrem byl namočen tlustý filtrační papír (v množství 2 ks pro jeden gel) 

a blotovací houbičky. Vše bylo ponecháno ponořené cca 20 minut.  

Po dokončení namáčení byl sestaven blotovací sendvič, a to v pořadí 1 blotovací 

houbička, 1 silný filtrační papír, polyakrylamidový gel, PVDF membrána, 1 silný filtrační 

papír a 1 blotovací houbička. Během skládání byla odstraňovány vzduchové bubliny, aby 

nedocházelo ke špatnému přenosu proteinů.  

Blotovací sendvič byl následně vložen do blotovacího nástavce uloženého ve vaně 

s ledítkem. Vana byla následně ještě vložena do ledové lázně, aby nedocházelo 

k přílišnému zahřívání. Víko vany bylo připojeno ke zdroji a nastaveno napětí 

200 V a proud 0,25 A. 

Po ukončení přenosu byla z blotovacího sendviče vyjmuta PVDF membrána 

a použita pro detekci proteinů.  

4.2.4.5. Detekce proteinů 

Membrána byla přenesena do plastové misky a opláchnuta destilovanou vodou. 

Poté bylo na membránu přidáno zhruba 15 ml 5 % roztoku mléka v TBTS pufru, krabička 

byla umístěna na kývačku a membrána se nechala blokovat 1–2 hodiny.   
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 Po blokování byl roztok mléka odstraněn a membrána byla opět opláchnuta 

destilovanou vodou. Následovala inkubace s primární protilátkou přes noc. Primární 

protilátka byla dle instrukcí výrobce naředěna TBTS pufrem s 2 % BSA, 

popř. 2 % mlékem. 

 Druhý den byla primární protilátka odstraněna a membrána byla oplachována 

TBTS pufrem po dobu 5 minut. Tento proces byl šestkrát zopakován.  

 Membrána byla poté inkubována se sekundární protilátkou po dobu 1–2 hodin. 

Sekundární protilátka byla předtím zředěna dle instrukcí výrobce TBTS pufrem 

s 2 % BSA. Po ukončení inkubace byla sekundární protilátka odstraněna.  

 Opět byla membrána oplachována TBTS pufrem po dobu 5 minut a tento proces 

byl šestkrát zopakován.  

 Pro chemiluminiscenční detekci proteinů byl použit Amersham ECL Prime 

Western Blotting detekční reagent, který byl pipetován na membránu tak, aby došlo 

k jejímu úplnému pokrytí. Membrána byla umístěna do přístroje Gel Logic 2200 

a detekce proteinů a jejich relativní kvantifikace byla provedena v programu Carestream. 

Doba osvitu byla měněna v závislosti na aktuálních podmínkách. 

4.2.5. Luminiscenční test apoptózy 

 
Aktivita iniciační kaspázy 2 a efektorových kaspáz 3/7 byla stanovena za použití 

luminiscenční metody kitem Promega Caspase-Glo Assays (Madison, USA).  

Buňky MCF-7 a MDA-MB-231 byly kultivovány v 96jamkové destičce v médiu 

obsahujícím FLU, PTX nebo jejich kombinaci. Léčiva byla předem rozpuštěna 

v dimethylsulfoxidu (DMSO). Kontrolní buňky byly inkubovány v médiu obsahujícím 

pouze DMSO (0,1%).  

Po 4, 8 a 24 hodinách inkubace byl vytvořen buněčný lyzát za použití pufru 

obsahujícího 50 mM HEPES, 5 mM CHAPS, 5 mM DTT. Buněčné lyzáty byly umístěny 

do mikrozkumavek a uchovány do analýzy v mrazáku při -80 °C. 

Reakční činidla pro kaspázu 2 a kaspázy 3/7 byly připraveny podle instrukcí 

výrobce. K měření byla použita 384jamková destička s bílými stěnami určená 

pro luminometr, kam bylo pipetováno 25 μl buněčného lyzátu do každé jamky. Následně 

bylo k buněčnému lyzátu přidáno 25 μl reakčního činidla pro kaspázu 2 nebo kaspázy 

3/7. Vzorky byly pipetovány v duplikátech, experiment byl proveden ve třech 

nezávislých experimentech. 
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Vzorky v destičce byly šetrně promíchány a poté inkubovány 30 minut 

při pokojové teplotě.  

Luminiscence byla měřena za pomoci spektrofotometru Tecan Infinite M200. 

Aktivita kaspáz byla poté vztažena k celkovému množství bílkoviny, změřené za pomocí 

metody BCA (popsáno výše).  

4.2.6. Statistická analýza 

 
Data z měření jsou vyjádřena jako průměrná hodnota ± SD z alespoň dvou 

nezávislých experimentů. Statistická analýza byla provedena pomocí TWO-WAY 

ANOVA, Bonferoniho testu pro vícečetné porovnání, přičemž statistická významnost 

vyjádřená jako * odpovídá hladině spolehlivosti p <0.05. Hodnota IC50 odpovídající 

koncentraci, která způsobila 50% pokles životnosti buněk, byla vyhodnocena metodou 

nelineární regrese. Analýza všech dat byla provedena v programu GraphPad Prism 6.0.  
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5. Výsledky 

5.1. Určení schopnosti migrace jednotlivých linií 

 

  Migrační potenciál buněk byl stanoven pomocí metody xCELLigence, a to 

u všech tří buněčných linií (MCF-7, MDA-MB-231 a BT-474). Měření probíhalo po dobu 

24 hodin.  

 

 

Obr. 8: Stanovení migrace prsních nádorových buněčných linií MCF-7, MDA-MB-231 a BT-474. 

* p <0,05 versus MDA-MB-231. 

 

Největší migrační potenciál byl pozorován u buněk MDA-MB-231, zatímco 

nejnižší schopnost migrace podle předpokladů vykazovaly buňky MCF-7, které řadíme 

mezi nemetastazující.  
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5.2. Charakterizace jednotlivých buněčných linií 

5.2.1. Stanovení relativního množství mRNA markerů zapojených do 

procesů adheze, migrace a proliferace 

 
Stanovení exprese markerů souvisejících s nádorovým bujením a procesem 

metastazování na úrovni mRNA bylo provedeno pomocí metody RT-PCR. Byla 

pozorována exprese molekul zapojených do procesu adheze, migrace a proliferace, 

konkrétně molekul E-kadherinu, N-kadherinu, MMP2, MMP9, EpCAM, ICAM-1, 

β-kateninu, a také exprese molekuly COX-2.  

 

Obr. 9: Stanovení relativního množství mRNA jednotlivých markerů metodou RT-PCR u prsních 

nádorových buněčných linií MCF-7, MDA-MB-231 a BT-474. * p <0,05 versus MCF-7, # p <0,05 versus 

MDA-MB-231. 

 

Snížení množství molekuly E-kadherinu bylo možné pozorovat především 

u buněk MDA-MB-231 oproti buňkám MCF-7.  

Hladina molekuly N-kadherinu byla výrazně zvýšena u buněk BT-474, a to jak 

v porovnání s buňkami MCF-7, tak s buňkami MDA-MB-231. 
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Staticky významné zvýšení množství molekuly matrixové metaloproteinázy 2 

(MMP2) bylo možné pozorovat u buněk BT-474 v porovnání s buněčnou linií MCF-7. 

Relativní množství epiteliální adhezivní molekuly (EpCAM) bylo výrazně 

sníženo u buněk MDA-MB-231, ve srovnání s množstvím u buněk MCF-7. Naproti tomu 

u buněk BT-474 byla hladina této molekuly statisticky významně zvýšena v porovnání 

s buňkami MDA-MB-231.  

Zvýšení relativního množství intracelulární adhezivní molekuly (ICAM-1) bylo 

pozorováno u buněk MDA-MB-231 v porovnání s buňkami MCF-7.  

Také hladina molekuly cyklooxygenázy-2 (COX-2) byla statisticky významně 

zvýšena u buněk MDA-MB-231 v porovnání s buněčnou linií MCF-7. Naopak u buněk 

BT-474 bylo množství této molekuly sníženo oproti expresi u buněk MDA-MB-231.  

5.2.2. Stanovení exprese markerů na úrovni proteinů 

 

Hladiny jednotlivých markerů související s adhezí buněk (E-kadherin, 

N-kadherin, EpCAM, ICAM-1, β-katenin) byly stanoveny také na úrovni proteinů 

za využití metody western blot.  

 

Obr. 10: Stanovení exprese markerů na úrovni proteinů metodou western blot u prsních 

nádorových buněk MCF-7, MDA-MB-231 a BT-474. * p <0,05 versus MCF-7, # p <0,05 versus 

MDA-MB-231. 

 



52 
 

Výrazné zvýšení hladiny N-kadherinu bylo pozorováno u buněk BT-474 

v porovnání s expresí u obou ostatních buněčných linií, MCF-7 a MDA-MB-231. 

Statisticky významné zvýšení exprese této molekuly bylo pozorováno také u buněk 

MDA-MB-231 oproti expresi u buněk MCF-7.  

Exprese molekuly E-kadherinu byla statisticky významně snížena u buněk 

MDA-MB-231 v porovnání s expresí u buněk MCF-7. Hladina této molekuly stanovená 

u buněčné linie BT-474 vykazovala statisticky významné snížení oproti expresi u buněk 

MCF-7 a statisticky významné zvýšení exprese oproti hladině molekuly u buněk 

MDA-MB-231.  

U buněčné linie MDA-MB-231 bylo také pozorováno statisticky významné 

zvýšení hladiny molekuly ICAM-1 oproti expresi u buněk MCF-7. Naproti tomu exprese 

molekuly ICAM-1 byla statisticky významně snížena u buněk BT-474 v porovnání 

s buněčnou linií MDA-MB-231.  

Ke snížení exprese molekuly EpCAM docházelo u buněk MDA-MB-231 

a BT-474 v porovnání s buňkami MCF-7, toto snížení exprese však nebylo statisticky 

významné.  

Obdobně u molekuly β-kateninu bylo pozorováno snížení jejich hladiny u buněk 

MDA-MB-231 a BT-474 v porovnání s buňkami MCF-7, ovšem toto snížení také nebylo 

statisticky významné.  
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5.3. Vliv FLU a PTX na proliferaci prsních buněčných linií  

5.3.1. Proliferace prsních nádorových buněk ovlivněných PTX a FLU 

 

Následně byla testována proliferace buněk u všech buněčných linií, tedy u buněk 

MCF-7, MDA-MB-231 a BT-474, pomocí metody WST-1. Buňky byly ovlivněny 

samostatně PTX v různých koncentracích (1 nM, 10 nM, 25 nM, 50 nM, 100 nM 

a 250 nM) a FLU v různých koncentracích (0,05 μM; 0,1 μM; 0,2 μM; 0,5 μM; 1 μM; 

2,5 μM a 5 μM) po dobu 48 hod.  

 

Obr. 11: Stanovení počtu živých prsních nádorových buněk MCF-7, MDA-MB-231 a BT-474 

po ovlivnění PTX v různých koncentracích.  * p <0,05 versus neovlivněná kontrola. 

 

Vyšší citlivost k ovlivnění PTX bylo možné pozorovat u buněk MCF-7 

a MDA-MB-231, přičemž proliferace buněk MCF-7 byla výrazněji ovlivněna již 

při koncentraci 10 nM. Naproti tomu buňky MDA-MB-231 byly nejvíce citlivé k vyšším 

koncentracím PTX. Také proliferace buněk BT-474 byla působením vyšších koncentrací 

PTX snížena.  
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Obr. 12: Stanovení počtu živých prsních nádorových buněk MCF-7, MDA-MB-231 a BT-474 

po ovlivnění FLU v různých koncentracích. * p <0,05 versus neovlivněná kontrola. 

 

Citlivost všech tří typů prsních nádorových buněk vůči ovlivnění FLU byla 

srovnatelná již při použití nízkých koncentrací léčiva. Při použití vyšších koncentrací 

FLU bylo možné pozorovat výraznější snížení životnosti u buněk MDA-MB-231 

a BT-474, zatímco životnost buněk MCF-7 po ovlivnění FLU v koncentraci 1 μM a vyšší 

zůstávala stejná.  

5.3.2. Stanovení hodnoty IC50 u buněk MCF-7, MDA-MB-231 a BT-474 

 

Na základě testování vlivu různých koncentrací PTX a FLU na počet živých 

prsních nádorových buněk byla stanovena střední inhibiční koncentrace (IC50) pro tato 

léčiva u všech tří používaných buněčných linií, MCF-7, MDA-MB-231 a BT-474.  

 

Tab. 4: Hodnoty IC50 PTX a FLU  

 

 PTX [nM] FLU [μM] 

 IC50 IC50 

MCF-7 17,2 0,90 

MDA-MB-231 14,1 0,63 

BT-474 23,0 0,94 
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Nejcitlivější k ovlivnění PTX jsou buněčné linie MCF-7 a MDA-MB-231, 

přičemž nejnižší hodnota IC50 pro PTX byla pozorována u buněk MDA-MB-231, 

a to 14,1 nM.  

Citlivost k FLU byla nejvyšší u buněk MDA-MB-231, u nichž se hodnota IC50 

léčiva rovnala 0,63 μM koncentraci. Citlivost buněk MCF-7 a BT-474 k FLU byla 

srovnatelná.  
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5.4. Vliv kombinace PTX + FLU na proliferaci prsních 

buněčných linií 

5.4.1. Stanovení počtu viabilních buněk pomocí metody WST-1 

 

Na základě předchozích výsledků byl testován vliv studovaných látek na životnost 

a proliferaci buněk již pouze u buněčných linií MCF-7 a MDA-MB-231, nejprve pomocí 

metody WST-1. Buňky byly ovlivněny samotným FLU v koncentraci 1 μM nebo 

samostatným PTX ve dvou koncentracích (0,01 μM a 0,025 μM) a dále pak kombinací 

PTX + FLU ve dvou koncentracích (PTX 0,01 μM + FLU 1 μM; PTX 0,025 μM + 

FLU 1 μM). Všechny testované koncentrace byly zvoleny na základě předchozích 

experimentů a vycházejí z vypočtených hodnot IC50.   

 

 

Obr. 13: Stanovení vlivu kombinace PTX + FLU na viabilitu a proliferaci prsních nádorových 

buněk MCF-7 pomocí metody WST-1. 

 

Samotný FLU i PTX snižují počet živých prsních nádorových buněk MCF-7 a toto 

snížení se zvyšuje s narůstajícím časem inkubace s léčivy. Nejvyšší vliv na buňky má 

PTX v koncentraci 0,025 μM.  

Kombinace PTX + FLU snižovala proliferaci buněk srovnatelně jako samotná 

léčiva, a to i v případě použití kombinace s vyšší koncentrací PTX (PTX 0,025 μM + 

FLU 1 μM). Ani v jednom případě však nedochází k potenciaci účinku jednotlivých 

chemoterapeutik v námi testovaných buněčných liniích.  
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Obr. 14: Stanovení vlivu kombinace PTX + FLU na viabilitu a proliferaci prsních nádorových 

buněk MDA-MB-231 pomocí metody WST-1.  

 

Použitím samotného FLU dochází ke snížení počtu živých buněk MDA-MB-231, 

tento efekt se zvyšuje s dobou inkubace buněk s léčivem. Ke snížení proliferace buněk 

dochází také použitím samotného PTX, především u vyšší koncentrace (0,025 μM) 

a v delších časových intervalech (72 hodin). 

Kombinace PTX + FLU snižuje proliferaci buněk srovnatelně se samotnými 

léčivy.  

5.4.2. Sledování proliferace buněk pomocí metody xCELLigence 

 

Následně byla proliferace buněk MCF-7 a MDA-MB-231 sledována přístrojem 

xCELLigence. Buňky byly, stejně jako v případě použití WST-1 analýzy, ovlivněny FLU 

v koncentraci 1 μM, PTX v koncentraci 0,025 μM a jejich kombinací ve dvou 

koncentracích (PTX 0,01 μM + FLU 1 μM; PTX 0,025 μM + FLU 1 μM). Jako kontrola 

byly použity neovlivněné buňky.  
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Obr. 15: Stanovení vlivu kombinace PTX + FLU na viabilitu prsních nádorových buněk MCF-7 

pomocí metody xCELLigence. Kontrolní buňky (červená), FLU 1 μM (modrá), PTX 0,025 μM (zelená), 

PTX 0,01 μM + FLU 1 μM (fialová), PTX 0,025 μM + FLU 1 μM (světle modrá). 

 

PTX i FLU samostatně, stejně jako jejich kombinace snižují proliferaci buněk 

MCF-7 v porovnání s kontrolními buňkami. Největší efekt má samotný PTX (0,025 μM) 

a kombinace PTX + FLU s vyšší koncentrací PTXu (PTX 0,025 μM + FLU 1 μM).  

Naopak kombinace PTX + FLU s nižší koncentrací PTXu (PTX 0,01 μM + 

FLU 1 μM) vykazovala v tomto testování nejnižší efekt na proliferaci buněk MCF-7 než 

PTX samotný.  

 

 

Obr. 16: Stanovení vlivu kombinace PTX + FLU na viabilitu prsních nádorových buněk 

MDA-MB-231 pomocí metody xCELLigence. Kontrolní buňky (červená), FLU 0,5 μM (modrá), 

PTX 0,025 μM (zelená), PTX 0,01 μM + FLU 0,5 μM (fialová), PTX 0,025 μM + FLU 0,5 μM (světle 

modrá). 
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Také u buněk MDA-MB-231 bylo pozorováno snížení proliferace po ovlivnění 

léčivy a jejich kombinacemi v porovnání s kontrolními buňkami. Vliv kombinace PTX + 

FLU v obou koncentracích byl srovnatelný s použitím samostatných léčiv. 

Největší inhibice proliferace byla pozorována u buněk ovlivněných 

PTX (0,025 μM), nejméně docházelo ke snížení proliferace u buněk ovlivněných 

FLU (0,5 μM).  
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5.5. Vliv FLU, PTX a kombinace PTX + FLU na expresi 

vybraných markerů 

5.5.1. Stanovení relativního množství markerů zapojených do procesů 

adheze, migrace a proliferace na úrovni mRNA 

 

Stanovení relativního množství markerů souvisejících s nádorovou progresí 

a metastazováním nádorových buněk byla provedena na úrovni mRNA pomocí metody 

RT-PCR. Stanovení bylo provedeno u buněčných linií MCF-7 a MDA-MB-231.  

Buňky byly ovlivněny FLU, PTX a kombinací PTX + FLU. Byla stanovena 

hladina molekul zapojených především do buněčných adhezí, jako jsou E-kadherin, 

N-kadherin, MMP2, MMP9, Erk1, Erk2, a také COX-2.  
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Obr. 17: Stanovení relativního množství jednotlivých markerů na úrovni mRNA metodou RT-PCR 

u prsních nádorových buněk MCF-7 a MDA-MB-231 ovlivněných PTX, FLU nebo jejich kombinací. 

* p <0,05 versus neovlivněná kontrola. 
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Použitím PTX, FLU a jejich kombinace docházelo ke zvýšení molekuly 

E-kadherinu u buněk MCF-7, nejvyšší efekt byl pozorován při použití kombinace léčiv. 

Naproti tomu, u buněk MDA-MB-231 se použitím chemoterapeutik nebo jejich 

kombinace množství E-kadherinu výrazně nemění.  

Relativní množství N-kadherinu u buněk MCF-7 bylo výrazně zvýšeno při použití 

samotného PTX, použitím kombinace PTX + FLU docházelo také k mírnému zvýšení 

hladiny této molekuly. U buněk MDA-MB-231 docházelo ke zvýšení exprese 

N-kadherinu při ovlivněním samotným PTX.  

U buněk MCF-7 bylo také možné pozorovat výrazné zvýšení hladiny MMP2 

při ovlivnění buněk PTX. K mírnému zvýšení docházelo také při ovlivnění samotným 

FLU nebo kombinací PTX + FLU. Naopak u buněk MDA-MB-231 docházelo ke snížení 

hladiny MMP2 po ovlivnění samotným PTX a také samotným FLU.  

Ke zvýšení množství docházelo u molekuly MMP9. U buněk MCF-7 bylo zvýšení 

hladiny této molekuly srovnatelné pro použití PTX, FLU nebo jejich kombinace. U buněk 

MDA-MB-231 byl největší efekt pozorován při použití samotného PTX.  

Hladina molekuly Erk1 byla snížena u buněk MCF-7 při ovlivnění PTX, FLU 

a také jejich kombinací, nicméně efekt samotných chemoterapeutik byl výraznější než při 

použití jejich kombinace. U buněk MDA-MB-231 docházelo ke snížení hladiny této 

molekuly při ovlivnění PTX a jeho kombinací s FLU, přičemž efekt samotného PTX byl 

opět výraznější.  

U buněk MCF-7 docházelo také ke snížení hladiny molekuly Erk2 při použití 

samotného PTX nebo samotného FLU, při použití jejich kombinace nebyl pozorován 

významný vliv. U buněk MDA-MB-231 naproti tomu kombinace léčiv přinášela největší 

snížení hladiny molekuly Erk2, podáním samotného PTX docházelo jen k mírnému 

snížení, podáním samotného FLU byla hladina molekuly Erk2 zvýšena.  

Hladina molekuly COX-2 byla mírně zvýšena u buněk MCF-7 ovlivněním 

samotným FLU a jeho kombinací s PTX. U buněk MDA-MB-231 docházelo 

k výraznému zvýšení hladiny této molekuly při podání samotného PTX, při ovlivnění 

samotným FLU docházelo k mírnému zvýšení hladiny molekuly COX-2.  
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5.5.2. Stanovení množství cytoskeletálních proteinů 

 

Jednotlivé markery byly stanoveny na úrovni proteinů pomocí metody Western 

bloting. Stanovení bylo provedeno u buněk MCF-7 a MDA-MB-231, buňky byly 

ovlivněny PTX, FLU a jejich kombinací.  

Stanovované molekuly byly α-tubulin, β-tubulin a vimentin, které jsou důležité 

pro mechanismus účinku testovaných chemoterapeutik.  

 

 

 

Obr. 18: Stanovení exprese jednotlivých markerů na úrovni proteinů pomocí metody Western blot 

u prsních nádorových buněk MCF-7 a MDA-MB-231 po ovlivnění PTX, FLU a jejich kombinací. * p <0,05 

versus neovlivněná kontrola. 

 

Exprese α-tubulinu byla snížena u buněk MCF-7 i MDA-MB-231 při ovlivnění 

samotným PTX, naproti tomu při ovlivnění FLU nebo kombinací léčiv docházelo 

ke zvýšení exprese této molekuly.  

U buněk MCF-7 docházelo ke snížení exprese β-tubulinu při podání PTX, FLU 

i jejich kombinace. Největší efekt byl pozorován při ovlivnění samotným PTX, 

u ovlivnění samotným FLU nebo kombinací PTX + FLU byl efekt na snížení exprese této 

molekuly srovnatelný. Ke snížení exprese β-tubulinu docházelo také u buněk 

MDA-MB-231 při ovlivnění samotným PTX a samotným FLU, přičemž při ovlivnění 

PTX byl tento efekt výraznější. Při podání kombinace léčiv docházelo naopak ke zvýšení 

exprese této molekuly.  
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Hladina molekuly vimentinu byla u buněk MCF-7 zvyšována PTX, FLU i jejich 

kombinací. Nejvyšší zvýšení bylo možné pozorovat při podání FLU, nejnižší při podání 

kombinace léčiv. Také u buněk MDA-MB-231 byla hladina této molekuly zvýšena, 

ačkoli toto zvýšení nebylo tak výrazné jako u buněk MCF-7. Nejvyšší efekt bylo možné 

pozorovat při ovlivnění PTX, nejnižší při ovlivnění kombinací PTX + FLU. 
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5.6. Vliv FLU, PTX a kombinace PTX + FLU na aktivitu 

kaspáz 

5.6.1. Stanovení iniciační kaspázy 2 

 

Stanovení aktivity iniciační kaspázy 2 bylo prováděno pomocí luminiscenčního 

měření u buněčných linií MCF-7 a MDA-MB-231. Stejně tak jako v předchozích 

experimentech byly buňky MCF-7 ovlivněny PTX v koncentraci 0,1 μM, 

FLU v koncentraci 1 μM a kombinací PTX + FLU ve dvou koncentracích (PTX 0,1 μM 

+ FLU 1 μM; PTX 0,025 μM + FLU 1 μM). 

Buňky MDA-MB-231 byly ovlivněny PTX v koncentraci 0,1 μM, 

FLU v koncentraci 0,5 μM a kombinací PTX + FLU ve dvou koncentracích (PTX 0,1 μM 

+ FLU 0,5 μM; PTX 0,025 μM + FLU 0,5 μM).  

 

 

Obr. 19: Stanovení aktivity kaspázy 2 pomocí luminiscenčního měření u prsních nádorových 

buněk MCF-7 ovlivněných PTX, FLU a jejich kombinací. * p <0,05 versus kontrola, # p <0,05 versus PTX.  

 

U buněk MCF-7 dochází ke statisticky významnému zvýšení aktivity po osmi 

hodinách u kombinace PTX + FLU (PTX 0,1 μM + FLU 1 μM) v porovnání jednak 

s kontrolními buňkami, ale také s buňkami ovlivněnými samotným PTX.  

Ke statisticky významnému zvýšení aktivity kaspázy 2 oproti kontrolním buňkám 

dochází po 24 hodinách u buněk ovlivněných PTX, FLU i jejich kombinacemi v obou 

použitých koncentracích.  
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Obr. 20: Stanovení aktivity kaspázy 2 pomocí luminiscenčního měření v prsních nádorových 

buňkách MDA-MB-231 ovlivněných PTX, FLU a jejich kombinací. * p <0,05 versus kontrola, 

# p <0,05 versus PTX. 

 

U buněk MDA-MB-231 dochází ke zvýšení aktivity iniciační kaspázy 2 pouze 

po 24 hodinách u buněk ovlivněných FLU a kombinací PTX + FLU v obou 

koncentracích. Toto zvýšení aktivity je statisticky významné v porovnání s kontrolními 

buňkami a také s buňkami ovlivněnými samotným PTX.  

5.6.2. Stanovení aktivity efektorových kaspáz 3/7 

 
Také stanovení aktivity efektorových kaspáz 3/7 bylo prováděno pomocí 

luminiscenčního měření. Stejně jako měření kaspázy 2 bylo stanovení prováděno u buněk 

MCF-7 a MDA-MB-231.  

Buňky byly ovlivněny PTX, FLU a kombinací těchto chemoterapeutik 

v koncentracích stejných jako při stanovení aktivity iniciační kaspázy 2.  

 

 

Obr. 21: Stanovení aktivity efektorových kaspáz 3/7 pomocí luminiscenčního měření u prsních 

nádorových buněk MCF-7 po ovlivnění PTX, FLU a jejich kombinací. * p <0,05 versus kontrola  
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U buněk MCF-7 dochází ke zvýšení aktivity kaspáz 3/7 po 24 hodinách u buněk 

ovlivněných PTX, FLU i jejich kombinací v obou použitých koncentracích, 

a to statisticky významně oproti kontrolním buňkám.  

 

 

Obr. 22: Stanovení aktivity efektorových kaspáz 3/7 pomocí luminiscenčního měření u prsních 

nádorových buněk MDA-MB-231 po ovlivnění PTX, FLU a jejich kombinací. * p <0,05 versus kontrola, 

# p <0,05 versus PTX. 

 

Použitím kombinace léčiv (PTX 0,1 μM + FLU 0,5 μM) u buněk MDA-MB-231 

dochází ke statisticky významnému zvýšení aktivity kaspáz 3/7 v porovnání 

s kontrolními buňkami i s buňkami ovlivněnými samotným PTX. K tomuto zvýšení 

dochází po 8 a 24 hodinách. Zároveň dochází ke statisticky významnému zvýšení aktivity 

kaspáz 3/7 u buněk ovlivněných PTX, FLU a jejich kombinací v obou koncentracích 

oproti kontrolním buňkám, a to po 24 hodinách.  
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5.7. Vliv FLU na akumulaci PTX uvnitř nádorových buněk 

 

Ke stanovení množství PTX přítomného v buňkách MCF-7 a MDA-MB-231 

po podání samotného léčiva nebo použitím jeho kombinace s FLU byla použita 

LC/MS analýza. Stanovení bylo provedeno Dr. Skarkou na UHK. 

Buňky byly ovlivněny PTX v koncentraci 0,1 μM a kombinací PTX + FLU 

ve dvou koncentracích (PTX 0,1 μM + FLU 1 μM; PTX 0,1 μM + FLU 5 μM).  Následně 

bylo změřeno množství PTX přítomného v buňkách a v médiu. 

 

 

Obr. 23: Stanovení hladiny PTX přítomného v buňkách pomocí LC/MS analýzy u prsních 

nádorových buněk MCF-7 po ovlivnění PTX a kombinací s FLU.  

 

Zatímco u buněk MCF-7 ovlivněných samotným PTX bylo možné pozorovat 

časově závislý nárůst koncentrace PTX uvnitř buněk, u buněk ovlivněných kombinací 

(PTX 0,1 μM + FLU 1 μM) je patrný mírný pokles hladiny PTX přítomného v buňkách 

po 6hodinové inkubaci oproti 3hodinové inkubaci.  
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Obr. 24: Stanovení hladiny PTX přítomného v buňkách pomocí LC/MS analýzy u prsních 

nádorových buněk MDA-MB-231 po ovlivnění PTX a jeho kombinace s FLU.  

 

U buněk MDA-MB-231 nebyl pozorován časově závislý nárůst PTX uvnitř 

buněk. Při použití kombinace PTX + FLU (0,1 + 1,0 µM) bylo možné pozorovat mírné 

snížení hladiny PTX přítomného v buňkách. 
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6. Diskuze 

 

Rakovina prsu je nejčastějším typem rakovinného bujení u žen a zároveň je u žen 

nejčastější příčinou smrti z důvodu rakovinného bujení. Vznik metastáz v dalších částech 

těla pak způsobuje zhoršenou možnost léčby tohoto onemocnění a jeho zvýšenou 

smrtelnost [1] [68] [71].  

PTX patří do skupiny cytostatických léčiv působících jako inhibitory mitózy a je 

vyhodnocen jako vysoce aktivní látka proti širokému spektru nádorových buněk. Léčivo 

působí na buňky znemožněním vzniku a správné funkce mitotického vřeténka stabilizací 

polymerů mikrotubulů, čímž zabraňuje jejich rozpadu [16] [56] [63].   

Ačkoli PTX patří mezi jednu z nejúspěšnějším protinádorových látek, velkým 

problémem je vznik rezistence nádorů k léčivu, a to především u metastatické rakoviny 

prsu. Jeho účinnost je také limitována množstvím nežádoucích účinků. Proto se stále 

hledají nové látky, které by zvýšily účinek používaných cytostatik a omezily toxicitu 

na tkáň zdravou [16] [61] [104].  

Jedním typem takových látek jsou léčiva, která byla původně používána pro jinou 

indikaci a došlo u nich k rozpoznání protinádorového účinku. Vzhledem k faktu, že se 

většinou jedná o léčiva již dříve používaná v klinické praxi, jejich testování nese mnohé 

výhody, např. jsou již známy nežádoucí účinky, nebo maximální tolerovatelná dávka. 

Mezi látky s takovýmto účinkem je řazen i FLU, jehož mechanismus účinku zahrnuje 

působení na mikrotubuly, stejně jako tomu je u PTX. Jeho účinek je však opačný, protože 

PTX ovlivňuje strukturu tubulinu a zabraňuje tak samotnému vzniku mikrotubulů [34] 

[59]. 

U FLU byla již dříve pozorována protinádorová aktivita u hepatocelulárních, 

leukemických, ovariálních, myelomových, melanomových buněk, nebo u buněk 

kolorektálního karcinomu. Tyto skutečnosti spolu s faktem, že se jedná o velmi nízce 

toxické léčivo s málo nežádoucími účinky, činí z FLU vhodný objekt zájmu ve výzkumu 

jeho nově rozpoznané protinádorové aktivity [24] [25] [59].  

Kromě výše zmíněných typů nádorových buněk, byl účinek FLU testován 

i na několika prsních nádorových buněčných linií. Významnou inhibici proliferace 

vykazovalo léčivo u buněčných linií MDA-MB-231, MCF-7 a SK-BR-3, cytotoxický 

efekt byl pozorován u buněčné linie BT-549. Zároveň bylo prokázáno, že FLU, 
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především u buněčné linie MDA-MB-231, může zvyšovat diferenciaci buněk a snižuje 

hladiny mesenchymálních markerů [37].  

V naší práci jsme také zaměřili na prsní nádorové buněčné linie, a to konkrétně 

na nemetastatickou linii MCF-7 a metastatické linie MDA-MB-231 a BT-474. 

Při testování vlivu FLU na životnost a proliferaci těchto buněčných linií jsme dosáhli 

podobných účinných koncentrací jako ve studii Hou et al. [37]. Jako nejcitlivější byla 

vyhodnocena buněčná linie MDA-MB-231, jejíž IC50 pro FLU odpovídala 0,63 μM 

koncentraci.  

Nemetastatické buňky MCF-7 reagovaly na podání PTX již v nízké koncentraci 

(10 nM), zatímco u metastatických buněčných linií se výraznější vliv objevil 

až při podávání vyšších koncentrací. Nejvyšší citlivost byla pozorována u buněk 

MDA-MB-231, jejichž hodnota IC50 odpovídala 14,1 nM koncentraci PTX. 

FLU byl již také testován z hlediska případné potenciace účinku běžně 

používaných chemoterapeutik. Kombinací FLU s klasickými cytostatiky se nabízí 

možnost zvýšení protinádorového účinku obou látek a zároveň by také mohlo dojít 

k potlačení nežádoucích účinků. FLU byl například podáván v kombinaci s vinblastinem 

a vinkristinem. Mechanismus účinku těchto léčiv je stejný a při podávání byla pozorována 

synergizace účinku, čímž se zvýšil protinádorový účinek obou chemoterapeutik [59].  

V prsních nádorových liniích byla testována kombinace FLU s doxorubicinem 

a 5-fluorouracilem. V případě obou chemoterapeutik docházelo k potenciaci účinku 

v prsní nádorové linii MDA-MB-231 [37].  

Dalším léčivem, u kterého došlo vlivem FLU ke zvýšení účinku na buňky 

kolorektálního karcinomu, byl PTX. Přestože je působení obou léčiv na mikrotubuly 

opačné, podáním této kombinace docházelo významně ke snížení proliferace těchto 

buněk [42]. Nicméně v naší studii na prsních nádorových buňkách nedocházelo 

k předpokládané potenciaci účinku PTX ani u jedné z buněčných linií, i při použití 

srovnatelných koncentrací PTX i FLU, jakých bylo použito u buněk kolorektálního 

karcinomu. V porovnání s podáním samotného PTX byl vliv kombinace léčiv 

na životnost buněk nižší (u buněk MCF-7) nebo srovnatelný (u buněk MDA-MB-231). 

Počet živých buněk byl sledován dvěma metodami, metodou měření metabolické aktivity 

– WST-1 a přístrojem xCELLigence, avšak výsledky z obou metod přinášely stejné 

závěry, tedy že použitím kombinace PTX + FLU nedocházelo k potenciaci účinku léčiv 

v porovnání s podáváním PTX samotného (v koncentraci 0,025 μM). 
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Na mechanismu účinku FLU i PTX se podílí tubuliny, zejména α- a β-tubulin, 

které jsou součástí cytoskeletu buňky. Po ovlivnění buněk FLU docházelo k poklesu 

hladiny proteinů obou tubulinů v buňkách kolorektálního karcinomu [42]. Naproti tomu 

proteinová exprese byla u prsních nádorových buněk výrazněji ovlivněna pouze 

u β-tubulinu, avšak použitím kombinace FLU + PTX nedošlo k výraznější změně oproti 

použití samotných PTX a FLU.  

Ovlivněním buněk FLU a PTX docházelo také k modulaci markerů zapojených 

do adheze a migrace buněk. MDA-MB-231 buněčná linie, u které převládá zejména 

mesenchymální fenotyp, vykazovala nízkou hladinu E-kadherinu na úrovni mRNA 

i proteinů, na rozdíl od linie MCF-7, kde byl E-kadherin zvýšeně exprimován [38]. 

U linie MCF-7 došlo k výraznému nárůstu hladiny E-kadherinu na úrovni mRNA, 

po ovlivnění FLU, PTX, stejně tak i použitím kombinace obou. Naproti tomu u hladiny 

mesenchymálního markeru N-kadherinu při použití kombinace PTX s FLU nedošlo 

k výraznějšímu poklesu množství po použití kombinace.  

Dalšími důležitými markery v nádorové progresi jsou matrixové 

metaloproteinázy 2 a 9, které se podílejí na degradaci extracelulární matrix, čímž 

usnadňují metastazování buněk do sekundárního ložiska [40]. Ke snížení exprese MMP-2 

dochází vlivem PTX a FLU pouze u buněk MDA-MB-231, avšak ani v tomto případě 

kombinace léčiv nevykazuje potenciaci tohoto účinku.  

V dřívější studii při testování účinku FLU na liniích kolorektálního karcinomu 

byla zjištěna zvýšená aktivita kaspázy 2 a kaspáz 3/7 [42]. Proto v naší studii byla také 

stanovena aktivita těchto kaspáz u buněčných linií MCF-7 a MDA-MB-231. U buněčné 

linie MCF-7 vedlo ovlivnění buněk kombinací léčiv k mírnému zvýšení aktivity kaspázy 

2 oproti použití samotného PTX. U buněk MDA-MB-231 bylo toto zvýšení aktivity 

při použití kombinace léčiv ještě výraznější. Zároveň zde bylo možné pozorovat, že 

i použití samotného FLU přináší výrazné zvýšení aktivity kaspázy 2.   

Měření aktivity efektorových kaspáz 3/7 po ovlivnění kombinacemi léčiv u buněk 

MCF-7 neprokázalo výrazné zvýšení účinku oproti použití samotných léčiv. Mírné 

zvýšení účinku po ovlivnění kombinací léčiv bylo možné pozorovat u buněk 

MDA-MB-231. Zároveň bylo možné u buněk MCF-7 pozorovat zvýšení aktivity 

kaspáz 3/7 při ovlivnění buněk samotným FLU.  

V další části naší studie bylo porovnáváno množství PTX uvnitř buněk 

při ovlivnění buněk samotným PTX a kombinací PTX + FLU. Množství PTX přítomného 

v buňkách bylo kvantitativně stanoveno pomocí metody LC/MS. Během tohoto stanovení 
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bylo zjištěno, že hladina PTX přítomného v buňkách po podání kombinace léčiv byla 

mírně nižší než při podání samotného PTX. Tento efekt byl pozorován u obou 

testovaných buněčných linií MCF-7 i MDA-MB-231. Tento fakt by mohl být jedním 

z důvodů nedostatečné potenciace účinku PTX na proliferaci buněk a expresi markerů 

při ovlivnění prsních nádorových buněk kombinací FLU a PTX.  

 Na základě našich výsledků lze konstatovat, že FLU je nadějným léčivem, které 

by mohlo být využito k léčbě rakoviny prsu. Avšak jeho použití v kombinaci s PTX nelze 

doporučit u tohoto typu nádoru. 
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7. Závěr 

 

Na základě provedených experimentů lze dosažené výsledky shrnout 

do následujících bodů: 

• nejvyšší hladiny markerů souvisejících s nádorovou progresí 

(N-kadherin, MMP2, MMP9) byly nalezeny u buněčné linie BT-474, 

přičemž nejvyšší schopnost migrace byla pozorována u buněčné linie 

MDA-MB-231 

• FLU vykazoval ve všech liniích výrazný antiproliferační účinek. 

Nejcitlivější k FLU i PTX byly prsní nádorové buňky MDA-MB-231, 

u kterých byla zároveň stanovena nejnižší hodnota IC50 pro obě 

chemoterapeutika 

• při použití kombinace PTX + FLU na prsních nádorových liniích MCF-7 

a MDA-MB-231 nedocházelo k potenciaci antiproliferačního účinku 

PTX  

• nebyl pozorován vliv FLU na potenciaci účinku PTX na expresi molekul 

spojených s adhezí, migrací a proliferací u buněk MCF-7 

a MDA-MB-231 

• bylo pozorováno mírné zvýšení hladiny aktivity iniciační kaspázy 2 

a efektorových kaspáz 3/7 při použití kombinace PTX + FLU, tento efekt 

byl obzvláště viditelný u buněk MDA-MB-231 

• hladina PTX přítomného v buňkách byla mírně snížena při ovlivnění 

buněk kombinací PTX + FLU v porovnání s použitím PTX samotného; 

tento jev byl pozorován u obou buněčných linií MCF-7 a MDA-MB-231 
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8. Seznam zkratek 

 

AA – akrylamid 

APS – persíran amonný  

BRCA – tumor supresorový gen pro rakovinu prsu 

BSA – bovinní sérový albumin 

cDNA – komplementární DNA 

CIM – cell invasion and migration 

COX-2 – cyklooxygenáza 2 

DEPC voda – voda bez nukleáz 

DNA – deoxyribonukleová kyselina 

EGF – epidermální růstový faktor 

EpCAM – epiteliální adhezivní molekula  

ER – estrogenový receptor 

Erk – extracelulární signálem regulované proteinkinázy 

FBS – fetální bovinní sérum 

FLU – flubendazol  

GTP – guanosintrifosfát 

HER2 – receptor pro lidský epidermální růstový faktor 

IC50 – střední inhibiční koncentrace 

ICAM – intercelulární adhesivní molekula 

LC – kapalinová chromatografie 

MAPs – mikrotubuly-asociované proteiny 

MMPs – matrixové metaloproteinázy 

mRNA – messenger RNA 

MS – hmotnostní spektrometrie 

PBS – fosfátový pufr 

PET – polyethylentereftalát  

PR – progesteronový receptor 

PTX – paklitaxel  

PVDF – polyvinylidendifluorid  

RNA – ribonukleová kyselina 

RT-PCR –  kvantitativní polymerázová řetězová reakce v reálném čase 



76 
 

SD – směrodatná odchylka 

SDS – dodecylsíran sodný 

VCAM – vaskulární adhezivní molekula 
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