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ABSTRAKT
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Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickych véd
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Skolitel: prof. RNDr. Lenka Skalova, Ph.D.
Nézev diplomové prace: Vliv flubendazolu na ucinek paklitaxelu v prsnich nadorovych

burikach

Flubendazol (FLU) je béZnym anthelmintickym [éCivem pro veterinarni i humanni
pouziti. Jeho molekularni mechanismus U¢inku je zalozen na vazb€ na B-tubulinovou
podjednotku mikrotubuld. Jiz dfive byla u FLU pozorovana protinadorova aktivita. Cilem
této prace bylo studovat antiproliferacni uc¢inek FLU a vliv FLU na protinddorovou
aktivitu paklitaxelu (PTX) u prsnich nddorovych bunék.

Béhem této prace byly pouzity tfi prsnich nddorové bunécné linie — nemetastatické bunky
MCF-7 a dvé metastatické linie, MDA-MB-231 a BT-474. Byl sledovan vliv FLU, PTX
a kombinace FLU + PTX na Zivotnost bun¢k (pomoci metody WST-1) a na expresi
molekul zapojenych do procesti adheze, migrace a proliferace na irovni mRNA (RT-PCR
analyza) a proteini (western bloting). Dale byla hodnocena aktivita kaspaz (pomoci
luminiscen¢niho méfeni) po podani kombinace PTX a FLU.

FLU vykazoval vyrazny antiproliferacni uc¢inek ve vSech testovanych liniich. Bunky
MCF-7 a MDA-MB-231 byly vyhodnoceny jako nejcitlivéjsi k FLU a PTX, proto byly
vybrany pro dalsi experimenty. Nicméné, kombinace PTX + FLU nevykazovala vyssi
efekt na proliferaci bunék ani na expresi molekul zapojenych do procesti adheze, migrace
a proliferace v porovnani se samotnym PTX. FLU dokonce snizoval mnozstvi PTX
akumulovaného v bunikdch. Na druhou stranu, aktivita kaspazy 2 a kaspaz 3/7 byla
zvySena pii ovlivnéni PTX + FLU, pfedevS§im u bunck MDA-MB-231. Velmi dobry
ucinek na aktivitu kaspaz bylo také mozné pozorovat pii ovlivnéni bunék samotnym

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 B-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.
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1. Uvod

Rakovina patii mezi jeden znejvétSich problémua 21. stoleti. Podle Svétové
zdravotnické organizace se jedna o druhou nejCastéjsi pri¢inu smrti celosvétove a jen
v roce 2015 rakovinné bujeni vedlo k 8,8 milioniim umrti. Pojem rakovina odpovida vice
nez sto formam tohoto onemocnéni a mize postihovat prakticky vSechny tkané v téle [9]
[68].

Mezi Zenami je pak nejéastéj$im typem pravé rakovina prsu. Jen v Ceské
republice bylo vroce 2015 diagnostikovano vice jak 7500 novych piipadi tohoto
onemocnéni u zen a necelé 2000 zen béhem toho roku zemielo na rakovinu prsu [71].

Vedle moznosti chirurgické 1é¢by, radioterapie, hormonalni a biologické 1é¢by ma
své nezastupitelné misto také chemoterapie. Paklitaxel (PTX) patii do skupiny taxant
pouzivanych v medicing jako protinddorova latka. Pouziva se pfedevsim k 1€¢bé rakoviny
prsu, ovaridlnich karcinomu a také nékterych bronchidlnich karcinomi. Cytostaticky
efekt pouzivanych chemoterapeutik je vSak velmi ¢asto nedostatecny, a proto se hledaji
stale nové piistupy, které by zvysily jejich Gc¢inek v nadorové tkani a omezily toxicitu
ve tkani zdravé [7] [16].

Vzhledem k faktu, ze vyvoj nového origindlniho protinadorového 1éCiva je
zdlouhavy a velmi nékladny, objevuje se snaha o vyuziti bézné pouZzivanych léciv
ptuvodné ur¢enych pro jinou indikaci, které vykazuji protinadorové ucinky. Mezi takové
lé¢iva patii 1 n€které benzimidazoly, pivodné pouZivané jako veterinarni a humanni
anthelmintika. Jednim z této skupiny 1éCiv je 1 flubendazol (FLU). Jeho protinddorovy
efekt byl jiz dfive pozorovan u hepatocelularnich, leukemickych, ovarialnich,
myelomovych, melanomovych nebo stfevnich nadorovych bunck, ¢imz se fadi mezi
potencialni 1éCiva s protinadorovym ucinkem [34] [43].

Tato diplomové prace se proto zaméfila na sledovani vlivu FLU na potenciaci

ucinku PTX v prsnich metastatickych a nemetastatickych nadorovych liniich.



2. Teoreticka c¢ast

2.1. Prsni karcinom

2.1.1. Incidence a vznik rakovinného bujeni

Rakovina je onemocnéni, které je charakterizovano nekontrolovanym bunénym
rustem. V soucasné dob¢ je mozné rozeznat ptiblizné 100 typt tohoto onemocnéni. Jeho
vznik a nasledné 1 vyvoj je podminén mnoha riznymi faktory zahrnujicimi faktory
genetické, faktory vnéjSiho prostfedi a zivotni styl. Nadorové bujeni je povazovano
za hlavni pfi¢inu nemocnosti a umrtnosti na svété [9] [66].

Rakovina se mulize rozvinout prakticky kdekoli v lidském téle. Nador byva
odvozen od jedné buiiky, popt. malé skupiny bunck. Tato se pod vlivem genetickych
mutaci meéni, ztraci svlj definovany tvar a velikost, objevuje se schopnost
nekontrolovatelného déleni, a naopak se ztraci odpovéd’ bunck na inhibi¢ni signaly.
Velmi nebezpeénym faktorem je fakt, ze rozvoj rakoviny od prvni poskozené buiky
az k nadoru, ktery za¢ind poSkozovat télo a je viditelny pfi vySetieni, mize trvat roky [9]
[66].

Podle statistickych tdaji Svétové zdravotnické organizace je rakovina druhou
nejCastej$i pricinou smrti celosvétové. Mezi muzi jsou nejcastéjSimi typy tohoto
onemocnéni rakovina plic, prostaty, zaludku, jater, tlustého stfeva a konec¢niku. U zen
jsou jako nejcastéjsi rozezndvany rakovina plic, Zaludku, tlustého stieva a konecniku,
d€lozniho ¢ipku a rakovina prsu [68].

Obecné se predpoklada, Ze vznik nadoru je odvozen od jedné bunky nebo malé
skupiny buné€k. Tato butika je ovliviiovana mnoha faktory jak z vné&jsiho, tak z vnitiniho
prostiedi. Vznik rakovinného bujeni je ovlivnén kombinaci genetickych faktort, faktort
vnéjSiho prostiedi a zivotniho stylu daného jedince [10] [68].

Zdravé buiiky maji pfesn¢ definovany tvar a velikost. Jejich déleni je piesné
regulovano pomoci chemickych signald. Nadorové bunky vznikaji mutaci genl
pfi bunéném déleni a takové buniky piestavaji odpovidat na signaly kontrolujici bunécné
dé€leni a rast. Tyto buiiky maji také schopnost vyhnout se programované bunécné smrti,
apoptoze, prestoze vzhledem k jejich povaze by se tak mélo stat [69].

Ve vétsiné nadorovych bun€k dochazi k akumulaci genetickych zmén, buinika
pfestava odpovidat na externi signaly, ztraci svlij presn€ definovany tvar a funkci a za¢ina

se nekontrolované d¢lit [10].
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Obr.1: Vznik rakovinného bujeni [70]

Béhem bunééného déleni prochazi buiika nékolika kontrolnimi mechanismy, které
jsou schopny zamezit chybam v replikaci a pteziti posSkozenych bunék. Nicméné,
v nékterych ptipadech mohou takové buiiky kontrolnim mechanismiim uniknout a jejich
zivotni cyklus mtize pokracovat. Takové bunky mohou byt zidkladem pro vznik
rakovinného bujeni [67].

Mnoho mutaci vedoucich k rozvoji rakovinného bujeni se odehrava predevsim
na dvou typech genli — protoonkogenech a tumor supresorovych genech. V normalni
zdravé bunce se tyto geny podileji na fizeni spravného pribéhu zivotniho cyklu bunky.
Protoonkogeny podporuji rist a déleni bunky, zatimco tumor supresorové geny tento d¢j
inhibuji. Pfeména zdravé bunky v buiiku rakovinnou je vicestupiiovy proces, pficemz
velmi vyznamnym krokem je pravé aktivace protoonkogentl, tedy jejich pfeména
na onkogeny, a inaktivace tumor supresorovych genii. Onkogeny nasledné¢ vedou
k nadmérné proliferaci bunky, kterou tumor supresorové geny nemohou kvuli své
inaktivaci zastavit [6] [10].

Krom¢ mutaci na protoonkogenech a tumor supresorovych genech jsou také
dilezitymi kroky mutace dalSich genii. Jednim z nich mtze byt mutace specifickych
gent, které se ucastni v procesu apoptozy, napt. genti bel-2 nebo p53. Neschopnost bunék
vstupovat do procesu apoptdzy nejen prispiva k rozvoji rakovinného bujeni, ale také
muze zpusobovat rezistenci nadort k 1écbé [10].

Druhym dileZitym mechanismem je také aktivace enzymu telomerdzy, diky
némuZ miiZze u nadorovych bunék dochézet k nekontrolovatelnému déleni. U zdravych
bunck koncové ¢asti chromozomi, tzv. telomery, kromé jinych svych funkei slouzi jako

,,bunécné hodiny*, které¢ pomahaji urcit stafi a kontroluji replikacni kapacitu dané burky.
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Telomeraza umoziiuje obnovu segmentli telomer, ¢imZ umoziuje buiice nekonecné
déleni [22].

Jedna jedind mutace vSak neni dostate¢na k vyvolani rakovinného bujeni. Vznik
nadoru je ve vétSing piipadt vysledkem az nékolikaleté kumulace mnoha jednotlivych
mutaci v jedné bunécné linii. Tento fakt je také pravdépodobné diivodem, pro¢ se vyskyt
rakoviny zvySuje s nartstajicim vékem pacienti [1].

Krom¢ genetickych faktort se na vzniku rakoviny podili také epigenetické faktory
a negenotoxické mechanismy, které ovliviiuji expresi genti. Tento komplexni proces

vzniku rakovinného bujeni nazyvame kancerogenezi [10].

2.1.2. Incidence a vznik prsniho karcinomu

Rakovina prsu je nejcastéjSim typem rakoviny u zen Vv rozvinutych
i vrozvojovych zemich. V soucasné dob¢ postihuje 12 % Zen celosvétoveé a je také
nejéast&jsi pficinou smrti z diivodu rakovinného bujeni u zen. V Ceské republice roéné
timto typem rakoviny onemocni zhruba 7000 Zen, rakovina prsu se ovSem muze
vyskytnout i v muzské populaci, ackoli pocet muzskych pacientli je vyrazné nizsi,
v Ceské republice se jedna o desitky ptipadt roéné [48] [71].

Ackoli je mnozstvi piipadi rakoviny prsu u muzi vyrazné niz8i, o to
nebezpecnéjsi je vSak pro muze tento typ rakoviny. Ve vétSin¢ piipadd je to ale

zapti€inéno piedevSim pozdni diagnozou [72].
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Obr. 1: Casovy vyvoj hrubé incidence rakoviny prsu v populaci Ceské republiky, srovnani

incidence u Zen a muzi [71]

Jednd se o onemocnéni vznikajici z prsni buiiky. Divody vzniku nejsou zcela
jasné. Je vysoce pravdépodobné, Ze rakovina prsu vznik4 kombinaci genetickych faktort
a faktorti ovlivitujicich pacienty z vnéjsiho prostiedi [68] [72] [73].

Ptiblizn¢ 5-10 % diagnostikovanych ptipadd prsniho karcinomu je vyvolano
dédi¢nou zatézi. Vznik zbyvajicich zhruba 90 % pripadii onemocnéni rakovinou prsu je
vyvolano genetickou mutaci zpiisobujici zmény v prsnich tkanich [74] [76].

Bylo definovdano mnoho rizikovych faktorti, které mohou vyznamné ptispéet
ke vzniku rakoviny prsu. ZvySenou pravdépodobnost vyskytu rakoviny prsu lze
pfedpokladat v rodinach s historii vyskytu prsniho karcinomu. ZvySené riziko pfinasi
také mutace na genech BRCA1, BRCA2 nebo p53. V tomto pfipadé se jedné o hereditarni
prsni karcinom [62] [76].

Dale mezi dulezité rizikové faktory fadime prodlouzené pusobeni endogennich
estrogend na zensky organismus zpusobené brzkou menarché a pozdni menopauzou
a také reprodukéni faktory, kdy se u Zen nemajici zZddné déti nebo majici déti po tficatém
roce Zivota objevuje zvysené riziko rozvoje prsniho karcinomu. Zeny uZivajici oralni
kontracepci nebo substitu¢ni hormonalni terapii mohou byt ve vétS§im riziku vzniku
rakoviny prsu nez Zeny, které tento typ terapie neuzivaji.

Naopak byly nalezeny také protektivni faktory, mezi néz fadime naptiklad kojeni

nebo obecné zdravy Zivotni styl [68] [75] [76].
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wewvr

neinvazivni duktalni karcinom in situ, invazivni duktalni nebo lobularni karcinom.

Viibec nejcastéjsi typem rakoviny prsu je invazivni duktalni karcinom, ktery
vznika v buitkach mlé¢ného kanalku a postupné se rozsifuje 1 do dalSich typt prsnich
tkani. Az v 80 % ptipadl invazivnich prsnich naddort se jedna o duktalni karcinom. Tento
se vSak miiZze rozvinout i z piivodné neinvazivniho duktalniho karcinomu in situ, ktery
op¢t vznika z bunék mlécného kanalku, ale nerozSifuje se mimo né&j nebo do jinych
prsnich tkani. Pokud je onemocnéni zachyceno v tomto stadiu, pocet uspésné vyléCenych
pacientl je vysoky.

Druhym nej¢astéjsim typem invazivniho onemocnéni je lobularni karcinom, jenz
zacina v mlécné zlaze, postupné vSak prekracuje jeji stény a rozsituje se do jinych prsnich

tkani. MlzZe se rozsifit i do lymfatickych uzlin a dalSich ¢asti téla [77] [78].
2.1.3. Hereditarni prsni karcinom

Zhruba 5-10 % piipadi prsniho karcinomu je vyvoldno dédicnou zatézi
organismu. V tomto pfipad¢ je mozné v dédicné linii pozorovat zvySenou incidenci
prsniho karcinomu, ale také dalSich typt rakovinného bujeni, velmi Casto se objevuje
ovarialni karcinom. U velkého mnozstvi ptipadi hereditarniho prsniho karcinomu byla
zjisténa ptitomnost geni BRCA1 nebo BRCA2 [74] [76].

BRCA1 a BRCA2 jsou tumor supresorové geny, které pomadahaji opravovat
poSkozenou DNA a tim padem udrzovat stabilitu genetického materialu bunky. Praveé
u téchto gent se vSak mize vyskytovat zdédéna mutace, kterd zpisobuje vyrazné zvysené
riziko onemocnéni prsnim nebo ovaridlnim karcinomem. Zaroven tato mutace ovSem
vyvolava také zvysené riziko vyskytu dalSich typi rakovinného bujeni. U pacientd s timto
typem mutace se navic rakovinné bujeni objevuje ve vyrazné niz§im véku [62] [79].

Zatimco v b&Zné populaci je zhruba 12 % Zen v prib¢hu Zivota postiZzeno
rakovinou prsu, mezi Zenami se zdédénou mutaci na BRCA1 genu se rakovina prsu
rozvine u 72 % z nich, u BRCA2 genu u 69 % Zen [48] [80].

Ptitomnost mutovaného BRCA1 nebo BRCA2 genu je také mozné v soucasné
dobé stanovit genetickym vysetfenim, pokud se objevi podezieni na vyskyt hereditarniho
karcinomu prsu vroding. V pfipadé potvrzeni pfitomnosti téchto genli se méni
preventivni péce u danych osob a stdva se mnohem dikladnéj$i nez u bézné populace.

U zen se poté s preventivni péci zacina jiz mezi 20 az 25 rokem veku, u muzi od 30 roku
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zivota. V bézné populaci se s preventivnimi screeningovymi vySetfenimi za¢ind u zen

mezi 40 az 45 rokem zivota [51] [80] [81].

2.1.4. Vznik metastaz

Rakovina prsu je postupné se rozvijejici onemocnéni. V ramci diagnostiky tohoto
onemocnéni dochazi také ke zjisténi stadia, ve kterém se pacient zrovna nachazi. Obecné
rozliSujeme u rakoviny prsu klinicka stadia 0 az IV, pficemz staddium 0 je tzv. karcinom
in situ, coz znamen4, ze se nador nerozsifil mimo misto svého vzniku. Stadium IV je pak
nador, ktery se rozsitil do vzdalenéjsich tkani a zacal vytvaret metastazy [57].

Nadory tak nemusi vzdy zlstat v pavodni tkani, ve které vznikly, ale maji
schopnost §ifit se do dalSich, vzdalengjsich tkani a zde tvofit sekunddrni nddorova loziska.
Tento proces nazyvame tvorbou metastaz. Metastazovanim se rakovina stavd mnohem
vétsim nebezpecim. Rozsifenim jednotlivych sekundarnich nadord po celém téle se stava
prakticky neoperovatelnou, a tudiz se mize stat smrtelnou [1] [17].

Vznik metastdz je popsan presné definovanou sérii jednotlivych krokidi znamou
jako metastaticka kaskada.

Metastazovani primarniho nadoru je vicestupniovy proces. Kazdy z téchto kroki
je znacné komplexni a jeho molekularni mechanismy nejsou zatim vzdy Uplné jasné.
Nejprve vzdy musi dojit k odlouceni buniky od primarniho naddoru. Tato bunika posléze
prekonava bazédlni membranu v epitelu a ndsledné endotel cévy, Cimz vstupuje
do krevniho, popt. lymfatického fecisté. Néasledné je timto feciSt€ém unaSena do mista
vzniku sekundédrniho nddorového loziska. Ackoli do krevniho fecisté¢ miize vniknout vétsi
mnozstvi bunék, méné nez 1 bunka z 1000, dokonce mozné 1 buiika z milionu piezije
tento prichod. Buiiky nasledné v jiné lokalité pfekonéavaji endotel a bazalni membranu
a dochazi k jejich uchyceni, proliferaci a vytvoreni mikro- ¢i makrometastaz. Poslednim
krokem metastatického procesu je tvorba cévniho zasobeni pro noveé vznikly sekundéarni

tumor, tedy angiogeneze. Cely tento proces mulize trvat fadu mésict nebo nékolik let [1]

[11].
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Bufiky rostou jako benigni basalni

Mdor sr ogialisleliidn T pronikaji skrz bazalni membranu napadaji kapilary

-~ cestuji skrz cévni feciité (méné

‘f / ne# 1z 1000 bunék prefiva a

formuje metastdazy)

adheruji k cévni sténé opousti cévy proliferuji za vzniku
v jatrech (extravazace) metastazy v jatrech

Obr. 2: Jednotlivé kroky metastatické kaskady popisujici roz§ifeni primarniho nadoru a vznik

sekundarnich nadori [1]

Existuje mnoho proteinii a genil, které reguluji vznik metastdz v organismu.
Dutlezitou roli pfi vzniku metastaz hraji bunééné adheze a poruchy jejich funkci.
Predevsim se jednd o molekuly zajistujici vzajemné vazby bunc¢k a také vazby
k extracelularni matrix. Pfi poruSe jejich funkci se rakovinna builkka muize uvolnit
od plivodni tkané. Zaroven u takové buniky dochazi k poruSe regulace apoptozy, coz
zajisti jeji preziti [11].

Tyto molekuly zajist'ujici vzdjemné vazby se nazyvaji adhezivni molekuly. Bézné
se rozliSuji ctyfi zékladni skupiny adhezivnich molekul a sice imunoglobulinova
supergenova rodina, kadheriny, integriny a selektiny. Hlavni skupinou zajist'ujici kontakt
mezi buiikami jsou kadheriny, z nichZ nejrozsitenéjsi jsou E-, P- a N-kadherin. Pro vznik
bunécného pojeni kadheriny reaguji s intracelularnimi proteiny kateniny. Bylo dokéazano,
ze E-kadherin vyrazné ovlivituje invazivni schopnost nddorovych bunék a fadi se tak mezi
supresorové geny pro metastdzy, spolu s vinkulinem a kateninem [11] [14] [30].

Pro vznik metastazy je také diilezité, aby se buiika dokazala ptichytit k povrchu
v nové tkani, jinak neni schopnd se dé¢lit a podléhd apoptdze. Na ptichyceni bunky

k povrchu se podili skupina adhezivnich molekul nazyvana integriny. Integriny jsou
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heterodimery  slozené zdvou nekovalentné¢ vazanych transmembranovych
podjednotek e a B. Vzhledem k tomu, jak vyznamnou roli hraje uchyceni k ptilehlé
extracelularni matrix v bunécné migraci, invazivnosti, proliferaci ¢i odolnosti k apoptdze,
hraji integriny dtlezitou roli k rozvoji metastaz [2] [11] [31].

Vedle integrinti jsou pro pfichyceni bunék k povrchiim dulezité i dalsi molekuly,
napt. E-selektin, intercelularni adhesivni molekula (ICAM-1) nebo vaskularni celularni
adhezivni molekula (VCAM). Tyto molekuly se vSak vice podileji na interakci
nadorovych buncék s cévnim endotelem béhem jejich migrace do mista vzniku
sekundérniho nadoru, kdy putujici bunky nejprve vytvori s endotelem slabé vazby
a pozdéji pevné vazby. Slabé vazby jsou zajistovany adhezivnimi molekulami typu
ICAM, VCAM nebo E-selektinu, pevné vazby jsou pak zajistovany predevSim integriny
[2] [11].

Pro vznik sekundarniho nadorového loziska je také dulezité uchyceni v cilové
tkani. Bunka, kterd doputuje az k nové cilové tkani, nejprve ptekona cévni endotel, poté
bazalni membranu a v zavérecném kroku se uchyti a zacina se délit. Na tomto procesu se
podili hned né€kolik typli molekul, zejména matrixové metaloproteinazy (protedzy
degradujici extracelularni matrix). Tato rodina endopeptiddz ma schopnost rozkladat
vSechny druhy proteinii v extracelularni matrix a podili se tak na vzniku metastaz. Dale
se na tomto zaveéretném kroku podili fada molekul, jako jsou vazebné molekuly,

receptory pro ristové faktory, receptory pro endotelidlni buniky, faktory motility atd. [1]
[11].

2.1.5. Diagnostika prsniho karcinomu

Zakladni cestou k zachytu karcinomu prsu je samovySetfeni prsu, které patii mezi
typy preventivni péfe. Druhym typem preventivni péce je screeningové mamografické
vySetieni. Jednd se o rentgenové vySetfeni prsni tkan¢, je provadéno ve specidlnim
pfistroji nazyvaném mamograf [82] [83].

Tento typ preventivni péée byl v Ceské republice zaveden v roce 2002 s cilem
odhalit prsni nddory v dostatecné casném stadiu. Provadi se plosné u zen starSich 45 let
kazdé dva roky. Mamografickym screeningem je mysleno preventivni vySetfeni pro zeny,
které nevykazuji Zadné pfiznaky onemocnéni, u n¢kterych zen je dale screening doplnén
preventivnim ultrazvukovym vySetfenim prst, které napomdhd odhalit ptipadné

rakovinné bujeni, pokud by mamografické vySetfeni bylo nejasné [83] [84].
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Kromé screeningové mamografie se dale provadi také diagnostickd mamografie
u zen s podezienim na prsni karcinom. Vedle mamografického vysetieni se také provadi
ultrazvukové vySetieni. Cilem téchto diagnostickych vySetieni je odhalit pfesné umisténi
a velikost nadoru [83].

Po urceni velikosti a polohy nadoru nésleduje biopsie prsu. Béhem tohoto
vySetieni je odebrana mala ¢ast prsni tkdné. Biopsie prsu je také cestou definitivniho
potvrzeni nélezu z mamografického a ultrazvukového vysetfeni, a tudiz pifitomnosti
nadoru. Po odebrani tkan¢ je tato podrobena laboratornimu vysetieni a je urceno, zda se
jedné nebo nejedna o nadorové bujeni. Pokud je potvrzena pfitomnost nadoru v prsni
tkani, diky biopsii je také mozné urcit, jedna-li se o nador benigni nebo maligni, zaroven
je mozné urcit ptitomnost ptipadnych hormondlnich receptorii v nadorové tkani, coz
muze byt velmi rozhodujici pii volbé 1é€ebného postupu [85] [86].

Nejpresnéjsi metodou zobrazeni nadorového loziska je magnetickd rezonance,
technika vyuzivajici silného magnetického pole k zobrazeni vnitinich organia lidského

téla. Provadi se po potvrzeni pfitomnosti nadoru pomoci biopsie prsu [85].
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2.2. Buné¢éné nadorové linie

Lidské bunécné nadorové linie jsou nejcastéji pouzivanym modelem pro studium
nadorové biologie a terapeutického pusobeni protinddorovych 1éCiv v laboratornich
podminkach. Ne vSechny typy bunécnych nadorovych linii maji stejnou hodnotu jako
vhodné modely, zatimco nékteré jsou uspéSné pouzivany, jiné nenaplnily ocekavani
a prace s nimi byla neuspésna. I piesto jsou bunécné linie stale pokladany za zakladni
preklinické vyzkumné modely [29] [32] [64].

Prvni kultivovanou nadorovou linii byla buné¢né linie HeLa, odebrana v roce
1951 z nadoru délozniho hrdla. V nasledujicich letech se pouziti nddorovych linii jako
bunéénych modelii zacalo hojné rozvijet a byly prokazany jako uZitecné ndstroje
pro ziskavéani informaci o biologickych pochodech probihajicich béhem nadorového
bujeni. Také jejich dilezitost jakozto modeli pro testovani protinadorovych 1éCiv byla
prokéazana [29] [64].

Nicméné, stale existuji pochybnosti, nakolik jsou tyto nadorové bunécné linie
reprezentativnim piikladem primarniho tumoru, zda skute¢né¢ vykazuji stejné
morfologické a molekularni charakteristiky.

Existuje mnoho divodu, pro¢ jsou nadorové linie pouzivany jako experimentalni
modely bcéhem studia rakovinného bujeni. Jednou zvyhod je jejich snadna
manipulovatelnost, vysoka homogenita, podobnost s pivodnim nadorem, moZnost
reprodukovat vysledky ve stejnych podminkach, moZnost nahradit kontaminované
bunééné linie. U kontinualnich bunéénych linii je dale vyhodou jejich neomezena
schopnost auto-replikace. Navic diky jejich velkému mnoZstvi a variabilité¢ je mozné

vybrat ten nejvhodnéjsi bunéény model pro vétSinu typi rakoviny [13] [64].
2.2.1. Kultivace buné¢nych kultur

Kultivace bun&nych kultur je provadéna prakticky kazdodenné v laboratotfich
po celém svété. Hlavnim poZzadavkem pro jeji provadeni je zajistit metodu, ktera umozni
rust a preziti bun¢k mimo lidskeé télo [3].

Pojem buné&cnéd kultura je pouzivan k popisu kultury disagregovanych bunék.
Kultivaci téchto bunék vznikd priméarni bunééna kultura, z niz subkultivaci vznikaji
bunécné linie. Ty mohou existovat bud’ jako adherentni nebo suspenzni kultury. VéEtSina
bunéénych linii se pfichycuje k povrchu kultivaéni misky nebo lahve, jedna se tedy
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o adherentni bunéfnou kulturu. Pokud bunky zlstdvaji suspendovany v médiu
a neptichytavaji se k povrchu, jedna se o suspenzni kultury [13].

Diilezitost bunécnych linii spociva predevsim v jejich schopnosti poskytovat zdroj
bunék pro opakovani jednotlivych experimentii opakovanym rustem bunék. Tyto
experimenty je zaroven mozné opakovat v riznych laboratotich [3] [13].

Pro spravnou kultivaci je nutné dodrzovat nékolik podminek. PfedevSim buiiky
musi byt kultivovany ve vhodném prostredi, které jim dodava vSechny latky potiebné
pro jejich rist. Zakladnim prostfedim pro kultivaci bun¢k je vhodné médium, které je
vétsinou obohaceno o latky pro builky nezbytné. Bunky v médiu jsou umistény
v kultivaénich miskach nebo kultiva¢nich lahvich. Pro spravnou kultivaci je také nutné
zajistit podminky prostfedi v ur€itych mezich. VétSina lidskych bunéénych kultur je
kultivovéna pfi teploté okolo 36,5 £ 1 °C a v atmosféfe CO» [13].

2.2.2. Prsni nadorové bunécné linie

Prsni nddorové linie jsou Siroce uzivany pro vytvoteni modelu prsniho karcinomu
a diky nim bylo ziskéno velké mnozstvi informaci, které jsou v souc¢asné dobé k dispozici.
Prvni prsni buné¢nou nadorovou linii byly buitky BT-20 izolované v roce 1958 [26].

Rakovina prsu je pomérné heterogenni onemocnéni, proto bylo nutné jednotlivé
bunééné linie zndzornujici toho onemocnéni vhodné klasifikovat. Klasifikace byly
zaloZeny na riznych parametrech jako jsou histologicky typ, stupen rozvoje nadoru nebo
pritomnost pfedvidanych markerii — estrogenového receptoru (ER), progesteronového
receptoru (PR) a receptoru pro lidsky epidermdlni rastovy faktor (HER2). Rozli¢né
vyzkumné tymy definovaly rizné klasifikace, také nomenklatura bunéénych linii mize
byt v riznych literarnich zdrojich zna¢né nekonzistentni [26] [36] [49].

Na druhou stranu, pocet nejcastéji uzivanych prsnich nadorovych linii je pomérné

nizky, nejcastéji se jedna napt. o bunééné linie MCF-7, T47D a MDA-MB-231 [49].

2.2.2.1. Bunééna linie MCF-7

Jedna se o prsni nddorovou bunéénou linii izolovanou v roce 1973 Dr. Herbertem
Soulem a jeho kolegy v Michigan Cancer Foundation (v soucasné dobé pod ndzvem
Karmanos Cancer Institute). Buniky byly ziskany z pleuralniho vypotku 69leté Zeny
s metastatickym onemocnénim. Néazev bunééné linie Michigan-Cancer-Foundation-7

(MCF-7) odkazuje na misto izolace bunécné linie [21].
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Jednd se o b&zné uzivanou bunécnou linii, kterd se ukédzala byt vhodnym
modelem. Jedna se o ER-pozitivni a PR-pozitivni buniky, neinvazivni a mélo agresivni,
Casto povazované za nizce metastatické. Diky pfitomnosti estrogenovych
1 progesteronovych receptort je mozné bunécnou linii vyuzivat pfi testovani rezistence

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

2.2.2.2. Bunééna linie MDA-MB-231

Tato bunécna linie byla ziskana z pleurdlni vypotku 51leté Zeny s metastatickym
adenokarcinomem. Patii, podobn¢ jako buné¢na linie MCF-7, mezi nejpouzivangjsi prsni
nadorové bunécné linie. Tato bunécnd linie postradd estrogenové, progesteronové
receptory a také HER2. Buiiky jsou vysoce agresivni, invazivni a mélo diferenciované.

Jelikoz prsni karcinom, ktery postradd ptfitomnost vSech tii vySe zminénych
receptord, je vysoce agresivni a té¢zko 1éCitelny, porozuméni jeho molekuldrnimu zékladu

je velmi dilezité, proto je vyuziti bunécné linie MDA-MB-231 dilezité [88] [89].

2.2.2.3. Bunécéna linie BT-474

Jedna se o bunky izolované pifimo z invazivniho duktalniho karcinomu 60leté
zeny. Tato prsni nadorova linie je ER-pozitivni, PR-pozitivni a HER2-pozitivni. Jednd se
o metastazujici nadorovou bunécnou linii charakterizovanou mimo jiné pomalym ristem

b&hem kultivace [90].
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2.3. Lécba prsniho karcinomu

Lécba rakoviny prsu je komplexni a pro kazdého pacienta individudlni zalezitosti
a volba vhodné 1é¢by zavisi na nékolika faktorech, napf. typ nadoru a jeho velikost,
stadium onemocnéni nebo pritomnost specifickych receptori [91].

Pro 1é¢bu rakoviny prsu existuje nékolik zakladnich metod. Radi se mezi né
chirurgicka 1écba, radioterapie, chemoterapie a hormonalni terapie u nadort, ve kterych

byla prokézéana pritomnost hormondlni receptort [91] [92].

2.3.1. Chirurgicka lécba

Béhem tohoto typu 1écby dochazi k odstranéni ¢asti nebo celého loziska tumoru
operativn€. Rozsah odstranéné tkan¢ zavisi na velikosti nadoru a stadiu rakovinného
bujeni, ale také na ocekdvaném piinosu operativniho odstranéni. Pokud je naddor dobie
lokalizovatelny, operovatelny a bez prokazatelnych metastaz, je chirurgické odstranéni
ve veétsin¢ pripadi prvnim krokem 1écby. Zaroven je to vSak velmi rizikova ¢ast celé
terapie, kromé komplikaci vzniklych operativnim zdkrokem muze také dojit k uvolnéni
bunck z pevného nadoru do krevniho ob&hu, coz mize vyvolat vznik metastaz [93] [94].

Krom¢ vyjmuti primarniho nddoru dochézi casto také k odstranéni mistnich
lymfatickych uzlin, jelikoZ existuje riziko jejich zasaZeni nadorovymi buitkami [94].

Podle rozsahu chirurgického zasahu se rozliSuje nékolik typt chirurgické 1écby
prsniho karcinomu. Odstranéni pouze nddorového loZiska z prsni tkan€ a malé casti
zdravé tkané, ktera pfimo obklopuje nadorové loZisko, je nazyvano lumpektomie. Také
béhem parciadlni mastektomie dochdzi k odstranéni pouze Casti prsni tkané. Naopak
pii totalni mastektomii je béhem operativniho vykonu odstranéna celé prsni tkan, nékdy
také cast okolni tkan€. Pfi radikalni mastektomii jsou déale odstranény také lymfatické

uzliny v podpazi [95] [96] [97].
2.3.2. Radioterapie

Radioterapie je metoda vyuzivajici vysoce energetického zafeni k zniceni
nadorovych bunc¢k nebo k zastaveni jejich nekone¢ného de€leni. Patii mezi jednu
z nejucinngjSich metod nadorové 1€Cby a pouziva se jako samostatny 1é¢ebny postup, ale

také v kombinaci s chirurgickou 1é€bou nebo chemoterapii [98].
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Nejcastéji se radioterapie uziva po chirurgickém odstranéni ¢asti prsni tkane,
zbylou ¢ast prsni tkdné je nutné radioaktivné zajistit proti ptipadnym mikro-loziskiim,
ktera zGstala v prsni tkani, hrudni stén¢ ¢i lymfatickych uzlinach [45].

Radioterapii je mozné pouzit také tzv. neoadjuvantné, tedy jesté pred provedenim
chirurgické 1é¢by, a to u pacientek, které nemohou dostat neoadjuvantné¢ podavanou
chemoterapii.

Samostatné se radioterapie uziva u zen vysokého veéku, u nichz je chirurgické
odnéti nadorového loziska kontraindikovano, nebo kdyz je chirurgicka 1écba pacientkou

odmitnuta [45].

2.3.3. Hormonalni a biologicka terapie

Pro 1é¢bu nadord, u kterych byla prokdzana pritomnost hormonalnich receptort,
je mozné pouzit také hormonalni terapii, kdy latky podavané do organismu zabrani
zenskym pohlavnim hormoniim v navazani na receptory nadorové tkané, ¢imz zastavi
stimulaci rGstu a mnoZeni nadorovych bunék. U premenopauzalnich Zen je zédkladem
hormonalni terapie vyfazeni funkce ovarii, jejichz fungovani Ize zablokovat chirurgickym
odnétim, medikament6zni cestou nebo jejich ozafovanim. Operativni cesta je vnimana
jako nejspolehlivéjsi a jeji efekt nastupuje nejrychleji. [100]

U postmenopauzélnich Zen se jako zékladni ptistup vyuZivaji modulace aktivity
estrogenovych receptorti nebo snizeni koncentrace estrogent.

Na rozdil od klasické chemoterapie je tento typ 1écby zacilen pouze na nadoroveé
buiiky a neposkozuje béznou tkéan organismu [100] [101].

Modernim typem lécby rakoviny prsu je biologicka 1écba. Latky vhodné pro tento
typ terapie se zamétuji proti molekuldm a biologickym pochodiim, které jsou typické
pro naddorovou tkan. Nejveétsi potencial ma biologicka lécba u HER2-pozitivnich nadort,
kde nadé&né vysledky pfineslo podavani rekombinantni monoklonalni protilatky

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

2.3.4. Chemoterapie

Chemoterapie jako jedna z moZnosti systémové 1écby rakoviny prsu vyuZziva
cytostatik k zastaveni mnoZeni a rdstu nadorovych bunék. Chemoterapie je obvykle

podavana cestou nitroZilnich injekci nebo infiizi, pfevdzné ambulantné, pficemz v jednom
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podani se béhem nékolika hodinového podani kombinuje vice 1é€ivych latek s riznymi
mechanismy Uc¢inku (dvé az tii) [102].

Problémem chemoterapie je ovSem fakt, ze krom¢ nddorovych bun€k cytostatika
zasahuji také zdravé buiiky, coz mize vyvolavat mnoho rozli¢nych nezddoucich ucinki
[99].

Existuje né€kolik skupin protinddorovych 1é¢iv rozliSenych podle jejich
mechanismu U¢inku.

Alkyla¢ni latky jsou cytostatika rozlicné chemické struktury, které obsahuji
vysoce reaktivni alkyly. Ty se vazi pevnou kovalentni vazbou na struktury bunécnych
slozek, z nichz nejvyznamnéjsi je jadernda DNA, coz vede k poskozeni jeji struktury
a funkce. Vysledkem alkylace DNA je inhibice bunécného déleni a smrt bunky [7] [16].

Antimetabolity jsou strukturné blizké analogy pfirozenych metabolitd dilezitych
pro syntézu DNA a RNA. Nepatrnd zména ve struktufe téchto ptirozenych metabolitti
vede ke ztraté jejich funkce, ale jejich afinita k cilovym strukturdm je do jisté miry
zachovana, proto mohou pusobit jako antagonisté téchto struktur [7] [16].

Cytotoxickd antibiotika vytvareji komplexy s DNA, kdy dochazi k vmezeteni
molekuly antibiotika mezi pary bazi, ¢imz dochazi k blokaci funkce topoizomerazy II.
Ve vysledku dochazi k blokaci replikace a transkripce bunééné DNA [7] [16].

Rostlinné alkaloidy ptisobi jako inhibitory mitdzy, pficemz jejich antimitoticky
u¢inek je piimy. Nékdy mohou byt nazyvany mitotické &i vieténkové jedy. Radime sem
alkaloidy izolované z Vinca rosea — vinkristin, vinblastin a synteticky ziskany vinorelbin.
Nov¢jsi skupinou téchto latek jsou pak alkaloidy izolované z Taxus brevifolia, PTX
a docetaxel, které vazbou na tubulin v mikrotubulech vedou k jeho polymerizaci
na stabilni miktrobuly, u nichz dochézi ke ztraté pivodni funkce [7] [16].

Mezi rostlinné alkaloidy lze také zatadit latky izolované z rostliny Podophyllum
peltatum, etoposid a teniposid, které¢ ovSem piisobi jako inhibitory topoizomerazy II [7]

[16].
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2.4. Paklitaxel

Cytostatika (také nekdy oznacovana jako antineoplastika) jsou latky chemické
povahy, které riznymi mechanismy mohou zastavit nebo vyrazn¢ zpomalit rast
amnozeni rakovinnych tkéni. Jednou ze skupin cytostatickych 1éCiv jsou inhibitory
mitdzy, mezi které fadime také PTX [16] [102].

PTX je rostlinny alkaloid odvozeny ztisu druhu Taxus brevifolia. Jedna se
o diterpenoidni 1é¢ivo, poprvé izolované zkiry tisu a vroce 1971 vyhodnoceno
Narodnim institutem pro rakovinu (National Cancer Institute, NCI) jako vysoce aktivni
latka proti rozliénému spektru nadorovych bunék [56].

Mezi hlavni indikace PTXu patii vedle rakoviny prsu také ovaridlni tumor,

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

Obr. 3: Struktura PTXu [103]

2.4.1. Mechanismus acinku

Lécivo patii mezi inhibitory mitdzy typu taxanti. Tato skupina protinadorovych
lé¢iv  znemoznuje spravnou funkci mitotického vieténka stabilizaci polymert
mikrotubuld a zabrdnénim separace chromozomti pti kone¢né fazi bunééného cyklu [63].

Mikrotubuly jsou vyznamnou soucasti cytoskeletonu eukaryotické buiiky a jsou
nezbytné pro déleni buniky. Podavanim PTXu dochazi k blokaci bunééného cyklu ve fazi

Gl nebo M, kdy jsou polymery mikrotubull stabilizovany zabranénim jejich
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depolymerizace. PTX podporuje shromazd’ovani polymerii mikrotubuli tvotfenych
opakujicimi se a- a B-podjednotkami heterodimeru tubulinu. Zaroven snizuje kritickou
koncentraci tubulinovych podjednotek nezbytnych pro polymerizaci. Jeho u¢inkem také
dochazi ke stabilizaci mikrotubulli proti jejich depolymerizaci, ktera muze vznikat

pusobenim studeného prostiedi nebo vapniku [4] [63] [104].

2.4.2. Ziskavani PTXu

vvvvvv

dostatecného mnozstvi bylo velkou otazkou prakticky po celou dobu jejiho pouzivéni.
Prvné bylo 1éCivo izolovano z tisu druhu Taxus brevifolia, ktery je povazovan za jeji
nejlep§i  zdroj, nicméné 1 vtomto druhu tisu bylo mozné nalézt pouze
0,001-0,05 % PTXu. Jedna se totiz o minoritni ¢ast vSech taxoidti obsazenych v rostling.
Jeji ziskavani z ptirodnich zdroj je tedy velmi obtizné [63] [105].

Kompletni chemicka syntéza byla provedena v roce 1994 dvéma védeckymi
skupinami zaroveni, jedna pod vedenim Roberta A. Holtona a druhd pod vedenim
K. C. Nicolaou, nicmén¢ vytéznost t€chto syntéz neni vysoka.

V roce 1993 bylo objeveno, ze PTX je ptirozenym produktem endofytické houby
Taxomyces andreanae 7ijici v symbiodze s tisem. Nicméné ziskavani PTXu touto cestou
také nepfineslo velké vytézky.

Dalsim zptisobem ziskdvani PTXu je chemicka syntéza =z prekurzoru
10-deacetyl-baccatin III ziskdvaného z tisu druhu 7axus baccata a v roce 1988 byla

popséana semisyntetickd cesta zisku PTXu z jehli¢i tohoto druhu tisu [105].

2.4.3. Farmakokinetika PTXu

PTX se vyznacuje farmakokinetickymi kfivkami, které mohou byt nejlépe
vystiZeny tfi-kompartmentovym modelem, a nelinedrnim farmakokinetickym chovanim.
Béhem distribuce se vaze na plasmatické proteiny, vazan je ale také v tkanich,
a predevSim b&hem svého plisobeni na tubuliny. Byla objevena také vysokd afinita
k ur¢itym typim tkéani, pfedev§im ledvinam, plicim, slezin¢, ale vysoka distribuce byla
prokazana také do ascitické a pleurdlni tekutiny [44] [60].
anddorovym tkanim. PTX je distribuovdn do vSech télnich tekutin s vyjimkou

cerebrospinalni tekutiny [60].
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Hlavni cestou eliminace 1é¢iva je bilidrni exkrece. Ve Zluci byly také detekovany
metabolity PTXu, coz svéd¢i o faktu, Ze se jedna o hlavni cestu eliminace PTXu z téla.
Rendlni a ostatni mechanismy exkrece tvoii méné nez 10 % z celkové eliminace 1é€iva

[44] [60].

2.4.4. Metabolismus PTXu

Hlavni cestou metabolismu PTXu je oxidativni pfeména spojend s biliarni
exkreci. NejdalezitéjSim metabolitem u lidi je 60-hydroxyPTX, vznikajici
stereospecifickou hydroxylaci na pozici 6 taxanového kruhu. Tato pifeména je
katalyzovéana cytochromem P450, izoformou 2C8. Dal$imi vyznamnymi metabolity jsou
3’-p-hydroxyPTX a 60,3 -p-dihyrohyPTX [60].

Kromé zapojeni enzymu CYP 2C8 se na metabolismu PTXu podileji také dalsi
izoformy cytochromu P450 a sice izoformy 3A4 a 3AS5, pfiCemz tyto dva enzymy
katalyzuji hydroxylaci PTXu v poloze 3.

Geneticky polymorfismus u CYP 2C8 a CYP 3A4/5 miZe vyznamné ovliviiovat
metabolismus, vzhledem k existenci n¢kolika variant. Bylo zjisténo, ze vyskyt urcitych

alel téchto enzymt muze hrat klicovou roli pfi vzniku PTXem indukované neurotoxicity

[46] [60].

2.4.5. Rezistence nadoru k PTXu

Vznik rezistence nddorového bujeni klé€bé PTXem mize byt velkym
problémem. Ackoli je 1é¢ivo uZivano u mnoha typili rakovinného bujeni, vznikem
rezistence je jeho uspéch pro 1é¢bu znaéné¢ omezen. Velkym problémem muze byt
rezistence predev§im u metastatické rakoviny prsu, kde se také kviili tomuto problému
nedaii ziskat nad nemoci kontrolu [52].

Selhani 1écby miize byt zplsobeno bud’ jiz vrozenou rezistenci nadoru k 1é¢ivu,
nebo rezistenci ziskanou v pribéhu podavani léCiva. Existuje mnoho rtznych
mechanismi, které mohou vyvolavat rezistenci [52].

Ziskana rezistence mize byt vyvolana nadmérnou produkci P-glykoproteint,
zménou ve struktufe tubulinu nebo zménou drahy signdlni transdukce, popt. drahy
bunécéné smrti.

Nadmérné exprese P-glykoproteinu byla identifikovana jako diivod pro rezistenci

mnoha 1é¢iv uzivanych pii lécbe rakoviny. Jedna se o efluxni ATP-dependentni protein,
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mezi jehoZz substraty patii také PTX. Vysoka exprese tohoto proteinu vedouci ke snizené
akumulaci 1é¢iva je jednim z moznych vysvétleni rezistence nadorti gastrointestinalniho
traktu k PTXu [39] [54].

Dalsim vyznamnym diivodem vzniku rezistence nadoru k 1é¢bé PTXem je zména
tubulinu, ktery je bunéénym cilem léCiva. Exprese mutaci zménéného tubulinu nebo
zménou exprese tubulinu mize dochazet ke snizeni odpovédi na 1é¢bu [35] [65].

Ke vzniku rezistence mize také dochdzet zménou v signalnich cestach. Mnoho
proteintt nezbytnych pro tyto drahy je ulozeno v mikrotubulech, které jsou mimo jiné
cilem PTXu. Zménou v expresi nékterych z téchto molekul na zédkladé zmény v signélni

draze miize dochézet k vyvolani rezistence k 1é¢ivu [19] [54].
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2.5. Role mikrotubulu v karcinomu

Mikrotubuly jsou jednou z esencialnich ¢asti cytoskeletu v butice, jednd se o duta
vldkna o priiméru ptiblizné 25 nm. Jsou slozeny z globularniho proteinu tubulinu, coz je
dimer slozeny ze dvou polypeptidi — a-tubulinu a B-tubulinu, spojenych pevnou
kovalentni vazbou. Tteti typ tubulinového polypeptidu, vy-tubulin, se nachazi
v centrozomu a je dilezity pti shromazd’ovani mikrotubulii do polymert [4] [5].

Tubulinové dimery se spojuji nekovalentnimi vazbami a davaji vznik
mikrotubulu, ktery svym tvarem ptipomind duty cylindr. Kazdy takovy cylindr se sestava
ze 13 profilament okolo dutého prostoru, pficemz profilamenta jsou fetézy tubulinovych
podjednotek tvoienych spojenym a pravidelné se stiidajicim a- a B-tubulinem [4].

Dimery tubulint se stejn¢ dobte jako polymerizovat mohou také depolymerizovat.

Tyto ¢innosti jsou pohanény molekulou GTP pfipojenou k obéma typtim tubulind [5].

b-tublin a-tubwilin

Obr. 4: Struktura mikrotubul [5]

Jakozto soucast cytoskeletu napoméhaji v bunce urCovat jeji tvar, pozice
membranovych organel, nebo realizovat pohyb v buiice, coZz zahrnuje také jejich podil na
oddéleni chromozom v prubéhu mitdzy [4].

Mikrotubuly jsou v buiice uloZeny v okoli mikrotubuly-organizujiciho centra,
kterym je v Zivoc¢iSnych bunikach centrozom. Béhem mit6zy se mikrotubuly rozpadaji
atvori slozitou strukturu délicitho vieténka, které je zodpovédné za rovnomérnou

distribuci chromozoml mezi obé& dcetiné buniky. Béhem tohoto déje dochazi k rozpadu
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uspotradani mikrotubuli a uvolnéné tubuliny se uspofadaji za vzniku déliciho vieténka
[5].

Mikrotubuly jsou velmi diilezité pro rakovinné buiiky jakozto rychle se délici
bunky. Latky schopné vazat tubulin jsou proto vyuzivany jako dulezité cytostaticke latky,
které mohou zastavit tvorbu dé€liciho vieténka a tim vyvolat bunécnou smrt. [53]

Existuje velké mnozstvi proteinti schopnych interagovat s mikrotubuly. Patii mezi
n¢ také mikrotubuly-asociované proteiny (MAP), které se vazou na mikrotubuly a zvySuji
jejich stabilitu a mohou tak byt vhodnym cilem pro protinddorovou 1écbu [5].

Vyznamnou roli hraji mikrotubuly, tubuliny a s nimi asociované molekuly také
v zachovavani bunétné homeostdzy a ve vytvareni odpovédi na bunécny stres.
U rakovinnych buné¢k, které se ocitaji pod vlivem metabolického, proteinového,
oxidativniho a hypoxického bunééného stresu, je vliv téchto molekul a jejich modifikace

klicova pro preziti bunék [53].
2.5.1. Latky ovliviiujici mikrotubuly

Vzhledem k tomu, jak velkou roli hraji mikrotubuly v rozvoji rakovinného bujent,
latky ovlivitujici mikrotubuly se ukézaly byt vysoce efektivnimi u pacienti s timto
onemocnénim. Mezi latkami vazicimi se na tubulin nebo mikrotubuly pochazi velké
mnozstvi z ptirodnich zdrojl. Prvnimi latkami tohoto typu byly vinka alkaloidy izolované
v padesatych letech 20. stoleti zrostliny Catharanthus roseus, velmi kratce nato
nasledovala izolace taxant zrostliny Taxus brevifolia. Obé dvé skupiny 1éCiv jsou
v soucasné dob¢ hojné¢ uzivany v terapii rakoviny [7] [28].

Latky ovliviiujici mikrotubuly lze rozdélit do dvou velkych skupin — na latky
mikrotubuly destabilizujici a latky mikrotubuly stabilizujici.

Prvni skupina latek vyvolava destabilizaci polymerti mikrotubuli a inhibuje jejich
tvorbu. Existuji pro n€ na molekule tubulinu dvé vazebnd mista, vinka vazebné misto
a kolchicin vazebné misto, nazvané podle dvou hlavnich skupin patficich mezi tento typ
1é¢iv.

Vinka alkaloidy vinkristin, vinblastin, vinorelbin a dal§i jsou latky rozsahle
pouzivané v 1écbé rakoviny. Vazi se na vinka vazebné misto.

Na stejné vazebné misto se dale vazi proteiny z rodiny dolastinu, které jsou
v klinickych testech pro 1é¢bu rakoviny mékkych tkani, melanomu, rakoviny prostaty

a nemalobunécného karcinomu plic [28].
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Na kolchicinové vazebné misto se vaze alkaloid kolchicin a jeho analog
podophylotoxin. Kolchicin je velmi ti€inny mitoticky jed izolovany z rostliny Colchicum
autumnale, zaroven je vSak vysoce toxicky.

Combretastatiny se také vazi na kolchicinové vazebné misto a hlavni latka této
skupiny, combretastatin-4A, byla vyhodnocena jako potencialné uc¢inna pro 1écbu
rakoviny moc¢ového méchyie [28] [58].

Naproti tomu latky mikrotubuly stabilizujici podporuji polymerizaci mikrotubuli,
¢imz ve vysledku opét dochazi k zabranéni vzniku mitotického vieténka. Latky tohoto
typu se na molekulu tubulinu vazi na jednom vazebném misté nazyvaném taxoidni.
Nachazi se na B-tubulinu a je umisténo na vnitini strané¢ mikrotubulu. Mezi latky této
skupiny jsou fazeny taxany a epothilony [28].

Taxany jsou latky odvozené zrostliny Taxus brevifolia a tadime mezi né
predevsim PTX a docetaxel, které se prokazaly jako vysoce U¢inné a dilezité pii 1€cbé
rakoviny prsu a ovaridlniho karcinomu. Nejnovéjsi z taxant, cabazitaxel, se GspéSné
pouziva pii 1é€beé rakoviny prostaty [28] [50] [106].

Epothilony byly ziskdny fermentaci celulozy myxobakterii Sorangium
cellulosum. Jedna se o novou tfidu mikrotubuly stabilizujicich latek, které nesou potencial

pro 1é¢bu nadort rezistentnich k PTXu a dal$im taxantim [23] [27].

Destabilizacni faktory Stabilizacni faktory

s 2a %y
Stathmin F T MAPs
_ #
Vazba T H Vinka alkaloidy Paklitaxel
stathminu k Epothilony
tubulinu
a-pB-tubulin

Nature Reviews | Cancer
Obr. 5: Mechanismus tc¢inku latek ptisobicich na mikrotubuly [108]
Nicméné, nejen latky od pocatku urcené pro 1é€bu rakovinného bujeni plisobi
na mikrotubulové struktury. Vyvoj zcela nového a originalniho protinadorového 1é¢iva je
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zdlouhavy a velmi nakladny proces. Néktera 1é€iva pouzivand ptivodné v jiné indikaci
vykazuji také protinddorové Uc¢inky a jejich testovani pro vyuziti v terapii rakoviny
s sebou nese mnohé vyhody napi. ve faktu, ze byly jiz diive provedeny mnohé

toxikologické studie [34] [61].

2.5.1.1. Benzimidazoly

Mezi latky, které byly ptvodné vyuzivany v jiné indikaci a které plisobi
na mikrotubuly, fadime anthelmintika skupiny benzimidazolt. Jsou to lé¢iva odvozena
od jediné chemické struktury, pro jejichz anthelminticky uc¢inek je dilezitd amidinova
skupina. Uzivaji se jako antinematodni, antitrematodni i anticestodni 1éCiva, kdy proti
organismu helminta bojuji vazbou na B-tubulinovou podjednotku mikrotubulu, ¢imz
dochdzi k zavaznému poskozeni celé parazitdrni bunky. Kromé vysoké efektivity vici
helmintéozam se vyznacuji také nizkou toxicitou pro savce. Benzimidazoly se totiz
v mnohem mensi mife vazou na sav¢i B-tubulinovou podjednotku [8] [12] [34].

Zatimco pro veterindrni uZziti existuje Siroké spektrum téchto latek, u lidi jsou pro
anthelmintické pouziti registrovany pouze albendazol a mebendazol, u kterych byla
intenzivné prostudovana jejich farmakologie a toxicita v lidském organismu [34].

Také FLU je relativné noveé uZivan u lidi pro 1é¢bu stievnich nematodoz.

Piisobeni benzimidazoll na B-tubulin vede k inhibici tvorby mikrotubulll. Tato
jejich schopnost naznacuje moznost jejich cytostatického plsobeni, a to pravé pres
destabilizaci mikrotubulii. Kromé toho tyto latky u parazitickych organismu také inhibuji
ptijem glukdzy, snizuji glykogenovou zasobu a snizuji tvorbu ATP, coz vede ke smrti
bunék. Potencial nékterych latek této skupiny by mohl byt napi. pii 1écbé nadort
rezistentnich k PTXu nebo epothilonu [34] [43].

2.5.1.1.1. Flubendazol

FLU je 1é¢ivo uZivané proti nematod6zadm a cestodézam piedevsim u pst a kocek.
U lidi je uZivan pro lécbu sttevnich paraziti, ale jeho G¢inek by mohl byt rozsifen také

pro lécbu systémovych parazitarnich onemocnéni [12] [34] [47].

32



[ ]
. H
ghbﬁ *"’{E -“"H\,\ H
| . . | /4 N
F...a-" m;}"’# ““ll;;’_, “-a.hH 2.,7_0_‘

x
o AY

Obr. 6: Struktura FLUu [107]

U FLU i u nékterych dalSich benzimidazolovych anthelmintik byla prokdzana
protinadorova aktivita. FLU vykazoval aktivitu proti leukemiim a mnohocetnym
myelomim, ale také proti neuroblastomu. K vazbé na B-tubulin dochazi v blizkosti
kolchicin vazebného mista, ale oddélené od vazebného mista pro vinka alkaloidy. FLU
po navazani ovliviiuje strukturu tubulinu a zabranuje jeho polymerizaci na mikrotubuly
[43][59].

Navic FLU vykazuje také ti€inek na buiiky, které jsou rezistentni k 1é¢bé vinka
diky zvySené expresi P-glykoproteinll. Pfi jejich soucasném podéavani dochézelo
k synergizaci u¢inku, coz naznacuje moznost podavani téchto 1é€iv spolené ke zvyseni
ucinnosti terapie a snizeni jeji toxicity [59].

FLU také vykazuje G¢innost v buiikach rakoviny tlustého stfeva. Testovani jeho
kombinace s PTXem déle vykazovalo zvySenou ucinnost, pti¢emz nejlepsiho vysledku

bylo dosaZzeno kombinaci PTX zaroven s FLU a také albendazolem [43].
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3. Cile prace

Cilem této prace bylo stanovit a porovnat vliv flubendazolu (FLU) samotného

a v kombinaci s paklitaxelem (PTX) na prsni nadorové linie nemetastazujici (MCF-7)

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

Préci je mozné rozclenit do nékolika dil¢ich cili:

porovnani migrace a exprese vybranych proteinli u tii prsnich
nadorovych linii

sledovani antiproliferacniho uc¢inku FLU a PTX, stanoveni stiedni
inhibi¢ni koncentrace (IC50)

sledovani antiproliferacniho u¢inku kombinace PTX a FLU
stanoveni vlivu FLU, PTX a kombinace FLU + PTX na expresi
vybranych molekul zapojenych do nadorové progrese

stanoveni vlivu FLU, PTX a kombinace FLU + PTX na aktivitu
kaspazy 2 a kaspaz3 a7

sledovani vlivu FLU na akumulaci PTX uvnitf bunék
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4. Metodika
4.1. Material

4.1.1. Bunééné linie

Bunééné linie MCF-7, MDA-MB-231 a BT-474 byly ziskdny z ATCC (LGC
Standart, Polsko). Buiiky byly po tfech pasazich zmrazeny a uloZeny v tekutém dusiku.
Pravidelné byly kontrolovany vSechny bunécné linie, zda buiiky nejsou kontaminovany
mykoplazmaty. Pro kazdou sérii experimentii byly pouzity nové bunky.

Bunécné linie MCF-7 a BT-474 byly kultivovany v DMEM médiu obohaceném
o 10 % fetalniho bovinniho séra (FBS) a 0,5 % smési penicilinu/streptomycinu. Buiky
MDA-MB-231 byly kultivovany v DMEM médiu obohaceném o 15 % FBS
a 0,5 % smési penicilinu/streptomycinu. Buiiky byly kultivovany v 75 cm? kultivaénich

lahvich ve zvlh¢ené atmosféfe s 5 % CO; pti 37°C.

4.1.2. Chemikalie

e FBS (Gibco, Thermo Fisher Scientific)

e DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle Medium

e RPMI 1640 médium (Gibco, Thermo Fisher Scientific)

e Fosfatovy pufr PBS

e Kit pro méfeni bunétné proliferace WST-1

e Bovinni sérovy albumin BSA (Sigma Aldrich)

e TRISOL reagent

e Pufr RNA Wash Buffer (Amplicon)

e Pufr DNA Digestion Buffer (Amplicon)

e DNAsa I (Amplicon)

e Pufr Direct Zol RNA PreWash (Amplicon)

e DEPC voda (InVitrogen)

e Kit pro pfipravu cDNA — Randomizovany hexamer primer, Sxreak¢ni pufr 10mM
dNTP mix; RiboLock RNAse inhibitor; M-MuLV Reverzni Transkriptaza
(Thermo Fisher Scientific)

35



Kit pro Master mix pro PCR — SYBR GREEN, Forward primer a Reverse primer
pro cilovou mRNA v koncentraci 10mM, DEPC voda (Roche)

Kit pro stanoveni bilkoviny — kyselina bicinchoninova (BCA) kit (Sigma Aldrich)
Kyselina chlorovodikova HCl

Zasobni roztok akrylamidu (AA) a bis-akrylamidu (bisAA)

1,5 M Tris-HCI puft, pH 8,8

0,5 M Tris-HCI puft, pH 6,8

0,1 M TRIS pufr, pH 8,0

10 % SDS — dodecylsiran sodny

Koncentrovany elektrodovy pufr

Isobutanol nasyceny vodou

10 % APS — persiran amonny

Blotovaci pufr

10xTBS

TBST pufr

5 % roztok mléka v TBST pufru

Reakéni €inidlo pro kaspazu 2 (Promega Corporation)

Reakéni €inidlo pro kaspazu 3/7 (Promega Corporation)

. Pristrojové vybaveni

Buné¢ny inkubétor

Laminarni box

Cellometer Auto

Centrifuga

xCELLigence Real-Time bunécny analyzator
Spektrofotometr Tecan Infinite M200
Laminarni box pro PCR

NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific)
Corbet Rotorgene Real-Time PCR cyklér (Bosch Institute)
Ttepacka

Termoblok

Zdroj stejnosmérného napéti
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¢ Gel Logic — zobrazovaci zafizeni pro bloty

4.1.4. Pomiicky

e Pipety (Eppendorf)

e Spi¢ky raznych velikosti (Eppendorf)

e Mikrozkumavky (Eppendorf)

e 96jamkové desticky (Thermo Scientific)
e l6jamkové CIM desticky

e Migracni komurky

e Pomicky pro ptipravu gelu — stojanek, skla, skla se spacerem, spony, hfeben
e Stojanek pro elektroforézu

e Tlusty filtracni papir, blotovaci houbicky
e PVDF membrana

e Plastové naddoby s vickem

e Laboratorni pomiicky pro bézné pouziti
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4.2. Metody

4.2.1. Méreni Zivotnosti a proliferace bunék

4.2.1.1. Test proliferace metodou WST-1

Vliv 1é¢iv PTXu a FLU na proliferaci bun¢k v prsnich naddorovych liniich byl
méfen za pomoci WST-1. Jednd se o kolorimetricky test, jehoZ principem je Stépeni
tetrazoliové soli na barevny formazan mitochondridlnimi dehydrogenazami, které jsou
aktivni v Zivotaschopnych bunkéach.

Buiiky prsniho karcinomu byly pfeneseny na 96jamkovou mikrotitracni desticku
a byly ovlivnény testovanymi chemoterapeutiky v riznych koncentracich v médiu RPMI
po dobu 48 hod. Na konci kazdého ¢asového intervalu byly buiiky oplachnuty fostatovym
pufrem (PBS), nésledné bylo pfidano 100 pl roztoku WST-1 (v konecné ziedéni 1:20)
a poté byly kultivovany dalsi 2 hodiny.

Absorbance byla meéfena spektrofotometrem Tecan Infinite M200 (Tecan,

Svycarsko) pii 450 nm s referenéni vinovou délkou 650 nm.

4.2.1.2. Testovani proliferace systémem xCELLigence

xCELLigence systém je piistroj, ktery méfi impedanci pomoci elektrod
zabudovanych na dno desticky. Impedance je vyjaddiena formou buné¢ného indexu, ktery
je pfimo umérny poctu bunék adherujicich ke dnu desticky. Test proliferace byl provadén
na l6jamkové E-plate desticce. Do kazdé jamky bylo nejprve pipetovano 90 pl
kultivacniho média a desticka byla vlozena do méticiho zatfizeni pro méfeni pozadi. Poté
bylo na desticku dopipetovano 100 pl bunééné suspenze obsahujici 1500 bunék/jamku
ve Ctyfech opakovanich. Buiiky byly inkubovany 24 hodin, kdy kaZzdou hodinu byla
méfena impedance korespondujici s bunécnou proliferaci.

Po 24 hodinach bylo pfidano 10 pl ovlivnéného média (obsahujiciho PTX a/nebo
FLU) do kazdé¢ jamky. Desticky byly znovu vloZeny do méticiho zafizeni a impedance
byla opét méfena kazdou hodinu po dobu dalSich 72 hodin. Kazdy vzorek byl testovan
ve Ctyfech opakovénich a zaroven byla provedena tfi nezévisla méteni.

Meéfteni bylo provadéno za pomoci XCELLigence Real-Time systému.

38



4.2.2. Méreni migrace pomoci systému xCELLigence

xCELLigence systém lze pouzit i pro méteni dalSich procest, jako je napt. méteni
bunééné migrace. V tomto piipadé je technologie zaloZzend na principu Boydenovy
komiirky, coz umoziuje sledovat bunéénou migraci, ale také invazivitu v realném case.

K méfeni je vyuzivano 16jamkovych CIM (cell invasion and migration) desticek.
Kazda jamka predstavuje migraéni komurku, skladajici se z horni a spodni casti. Tyto
jsou oddéleny polyethylentereftalatovou (PET) membranou, kterd obsahuje na spodu
mikrofabrikované zlaté elektrodové pole.

Do horni komurky je plnéno médium obsahujici bunky, spodni komutrka obsahuje
médium s chemoatraktantem. Béhem migrace bun¢k pies membranu dochazi k jejich
kontaktu s elektrodovym polem. Naméfena impedance je pak piimo Umérnd poctu

migrujicich bun¢k [41] [109].

4.2.2.1. Priprava vzorku pro méreni migrace

M¢éteni bunéné migrace bylo provadéno v 16jamkové CIM desticce. Horni
komurka desticky byla naplnéna bezsérovym médiem obohacenym 1 % BSA,
do spodnich komitirek bylo pipetovano predehiaté médium obohaceného 10 % FBS
a 10 ng/ml EGF. Takto pfipravena desticka byla inkubovana v inkubatoru pii 37 °C
a pfitomnosti 5 % CO2 po dobu jedné hodiny, aby doSlo k vytvofeni rovnovahy
na membrang. Po této inkubaci bylo provedeno méteni pozadi.

Optimalni pocet bunck (30 000 bunck/100 pl) byl resuspendovan v bezsérovém
médiu a nasledné¢ byly bunky pfidany do vrchni komtirky CIM desticky.

Bunécny ptechod skrz polopropustnou membranu, ktery odpovida hodnotam bunéénych
indexi, byl monitorovan po dobu 24 hodin v 5 - 10minutovych intervalech.

Meéfteni bylo provadéno pomoci xCELLigence Real-Time bunécného analyzatoru.

4.2.3. Stanoveni hladiny mRNA metodou RT-PCR

RT-PCR (neboli kvantitativni polymerazova fetézova reakce) je v soucasné dobé
nejcitlivéjsi metoda pro detekci mRNA (messenger RNA) schopnéd detekovat hladinu
mRNA také z velmi malého mnozstvi vzorkti. Navic umoziuje kvantifikaci daného tiseku

mRNA v realném case.
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Béhem této metody nejprve dochazi k izolaci mRNA a nasledné k jejimu piepsani
do cDNA (complementary DNA). Tento d¢j je nazyvan reverzni transkripce a probiha
pomoci enzymu reverzni transkriptazy.

Timto zptisobem vznikla cDNA je zmnoZena, tedy amplifikovana metodou PCR,
kdy nejprve dochazi k denaturaci a rozvolnéni dvou fetézcli DNA vlivem vysoké teploty
(94-95 °C). Na takto uvolnéna vlakna DNA nasedaji primery, pfi¢emz dochdzi k vyuziti
komplementarity dusikatych bazi. Tento proces probiha pii teploté mezi 50-60 °C, coz
odpovida hodnoté teploty tani primert.

Naslednym zvySeni teploty na 72 °C dochazi k aktivaci polymeraéni reakce, kdy
DNA polymeraza syntetizuje komplementarni fetézec DNA. Tento proces se mnohokrat
opakuje.

Vysledny produkt je analyzovéan na zakladé¢ fluorescence, kterd je pfimo imérna

nové vzniklym DNA fetézctim [110] [111].

4.2.3.1. Piiprava vzorkii na RNA extrakci

Buniky byly inkubovany v 6jamkovych kultivaénich miskdch. Médium
z jednotlivych misek bylo odsato a nasledné byly ptidany 3 ml ledového PBS do kazdé
misky. Kyvanim byly buniky oplachnuty a PBS bylo odsato do sucha. Nasledné byly
bunky lyzovany v 200 pl TRISOL reagentu po dobu asi 2 minut. Bunky byly
z jednotlivych misek seSkrabany a pieneseny do 1,5 ml zkumavek Eppendorf bez
nukledz. Ke vzorku buné€k bylo ptidano stejné mnozstvi ethanolu, jaky byl objem vzorku.
Pieklapénim bylo vSe promichdno. Cely obsah smési ethanolu a bunck lyzovanych
v TRISOL reagentu byl pfenesen do kolonek Zymo-Spin IIC Column, které byly vloZzené
do vétSich zkumavek (Collection Tube). Vzorky byly centrifugovany po dobu 30 sekund,
pii 13 000 rpm a 4 °C. Po centrifugaci byly kolonky pteneseny do novych prazdnych
zkumavek (Collection Tube).

Do kolonek bylo ptiddno 400 pl pufru (RNA Wash Buffer) a vzorky byly opét
centrifugovany po dobu 30 sekund, pti 13 000 rpm a 4°C. Tekutina prosla pfi centrifugaci
do vétsi zkumavky (Collection Tube) byla odstranéna.

Mezitim byla pfipravena smés DNA-4z a pufru (DNA Digestion Buffer) v 1,5 ml
zkumavkach Eppendorf bez nukledz. Pro jeden vzorek bylo smichano 5 pl DNA-4zy
a 75 ul pufru (DNA Digestion Buffer). Smés byla poté ponechana 15 minut pii pokojové
teploté.
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Ke vzorkiim v kolonkach bylo ptidano 400 pl pufru (Direct Zol RNA PreWash)
a centrifugovano po dobu 30 sekund pii 13 000 rpm a 4°C. Tekutina, kterd prosla
pii centrifugaci do vétSich zkumavek (Collection Tube), byla odstranéna. Tento krok byl
proveden dvakrat.

Naésledné bylo ke vzorkiim ptfidano 700 pl pufru (RNA Wash Buffer) a vzorky
byly centrifugovany po dobu 2 minut pfi 13 000 rpm a 4 °C. Kolonky byly nasledné
pieneseny do ptfedem pfipravenych 1,5 ml sterilnich zkumavek Eppendorf bez nukleaz.

Pro vymyti izolované RNA z kolonek bylo pfidano pfimo na kolonku 30-50 ul
DEPC vody (vody bez nukledz), podle mnozstvi lyzovanych bun¢k a vzorky byly
centrifugovany po dobu 30 sekund, pfi 13 000 rpm a 4°C.

Koncentrace izolované mRNA byla méfena za pomoci spektrofotometru

NanoDrop 2000.

4.2.3.2. Piiprava cDNA

Po zméteni koncentrace RNA za pomoci spektrofotometru NanoDrop 2000 byly
vzorky natedény DEPC vodou (vodou bez nukledz) na koncentraci 1 pg celkové RNA.

Do sterilni zkumavky Eppendorf bez nukledz bylo pfiddno 10 pl natfedénych
vzorkd RNA a 1 pl primeru (random hexamer primer), ¢imz doslo k vytvoteni smési A
o celkovém objemu 11 pl. Smés byla promichana pipetou, stocena v centrifuze
a inkubovana 5 minut pfi 70°C. Nasledné byla smés zchlazena.

Mezitim byla pfipravena smés B, kde pro jeden vzorek bylo smichano
4 pl 5x reakéniho pufru, 2 pl 10mM dNTP mixu, 1 pl inhibitoru (RiboLock RNAse
inhibitor, 20U/ul) a 2 pl transkriptazy (M-MuLV Reverse Transcriptase, 20U/ul).
Smés B byla nakonec promichana.

K11 pl smési A bylo pfidano 9 pl smési B, nové vznikla smés A+B byla
promichéna a poté inkubovéna nejprve 5 minut pii pokojové teploté, nasledné 60 minut

pti 37 °C. Reakce byla ukoncena zahtatim vzorki na 70 °C po dobu 5 minut.

4.2.3.3. PCR amplifikace jednovlaknové cDNA

Vzorky smési A+B byly nafedény 1:5 pro cilovou mRNA amplifikaci.
Ke kazdému vzorku smési A+B bylo pfidano 80 pul DEPC vody (vody bez nukledz)
a vzorky byly promichany pipetou.

Pro amplifikaci referen¢nich gen byly vzorky nafedény v poméru 1:40.

Do 0,5 ml sterilnich zkumavek Eppendorf bez nukle4z bylo napipetovano 195 ul DEPC
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vody (vody bez nukledz), k nimz bylo pfidano 5 pl vzorku nafedéného v predchozim
kroku. Smés byla opét promichéana pipetou.

Pro PCR amplifikaci byla piipravena smés C, kde pro jeden vzorek bylo smichéno
25 W SYBR Green, 1 ul 10 mM primeru (Forward primer) pro cilovou mRNA,
1 pl 10 mM primeru (Reverse primer) pro cilovou mRNA (10mM) a 13 ul DEPC vody
(vody bez nukleaz).

Meéieni probihalo v duplikatech pro kazdy vzorek. Do sterilnich mikrozkumavek
bez nukleaz o objemu 0,2 ml bylo pipetovano 20 ul smési C, ke které bylo nasledné
pfidano 5 pl vzorku (smési A+B). Obsah zkumavek byl promichén. Pro negativni
kontrolu byla misto vzorku pouzita DEPC voda (voda bez nukleédz).

Mg¢éteni probihalo pomoci Corbet Rotorgene Real Time PCR cykléru.

4.2.4. Stanoveni proteinii metodou Western bloting

Western bloting je biomolekuldrni metoda pouzivand k detekci piitomnosti
specifickych proteinii v bunécném materialu. Jeji provedeni se sklada ze tii zdkladnich
procest, a sice rozdéleni smési proteini pomoci gelové elektroforézy, preneseni
separovanych proteinli na specifickou membranu a néasledné¢ jejich detekce [112].

Elektroforéza je definovana jako separacni technika zaloZzend na schopnosti
iontovych ¢astic migrovat v elektricky nabitém poli. Tato metoda se pouziva predevsim
k rozdélovani makromolekul jako jsou proteiny. Pohyblivost proteini v elektrickém poli
je urcena délkou jejich peptidového fetézce, molekulovou hmotnosti a jejich konformaci.

Proteiny jsou podrobeny plisobeni dodecylsiranu sodného (SDS), ktery se vaze
na jejich denaturované formy a dava molekuldm zaporny naboj. To poté umoZziuje
molekule migrovat v elektricky nabitém poli. Ziskany zédporny néboj je pfimo imérny
molekulové hmotnosti proteinti [113].

Po jejich rozdéleni elektroforézou jsou proteiny pieneseny z polyakrylamidového
gelu na polyvinylidendifluoridovou (PVDF) membranu. Principem pfenosu je umisténi
gelu obsahujiciho proteiny do pfimého kontaktu s membranou a jejich nasledné umisténi
mezi dve elektrody. Aplikaci elektrického pole dochéazi k pfenosu proteinii na membranu
a k jejich ptichyceni.

Po pfenosu proteinli na membranu je nezbytné blokovat zbyvajici plochu
membrany, aby nedochézelo k nespecifické vazbé protilatek na jeji povrch. K tomuto

ucelu byl pouzit 5 % roztok mléka v TBST pufru.
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Detekce proteini probihd metodou chemiluminiscencni detekce. Principem je
reakce chemiluminiscencniho substratu s enzymem (nejcastéji kienovou peroxidazou,

nebo alkalickou fosfatazou) navdzanym na sekundarni protilatce [112] [113].

4.24.1. Priprava bunééného lyzatu

Buiikky byly inkubovany v 6jamkovych kultivacnich miskdch. Médium
z jednotlivych misek bylo odsato a nasledné byly pfidany 3 ml ledového PBS do kazdé
misky. Kyvanim byly buniky oplachnuty a PBS bylo odsato do sucha.

Ptidano bylo 100—150 pl ledového lyza¢niho pufru s inhibitory proteaz, ktery se
nechal piisobit asi 2 minuty. Bunky byly z jednotlivych misek seSkrabany a pieneseny
do 1,5 ml zkumavek Eppendorf uchovanych na ledu. Buiky ve zkumavkéich byly
homogenizovany pomoci injekéni stiikacky a homogenat se nechal stat asi 20 minut
na ledu.

Homogenat byl centrifugovan po dobu 10 minut, pti 13 000 rpm a 4°C. Nasledné
byl odebran supernatant. Takto pfipravené vzorky byly pouZzity pro méteni bilkoviny

a nasledné natedéni vzorkd pro detekci proteini pomoci metody Western blot.

4.2.4.2. BCA stanoveni bilkoviny

Principem stanoveni je reakce proteinti s Cu®" v alkalickém prostiedi, kdy
médnaté ionty piechdzeji na ionty médné, které nasledné redukuji kyselinu
bicinchoninovou za vzniku modrého zbarveni. MnoZstvi redukované kyseliny a intenzita
vzniklého zabarveni je pfimo imérnd mnozstvi bilkoviny ve vzorku.

Pro stanoveni bilkoviny byly pouzity roztok A (NaHCOs, Na>CO;, BCA
v 0,1M NaOH), roztok B (4 % CuS0O4.6H>0O), pomoci kterych byl vytvofen pracovni
roztok C, ktery vznikl smichani roztoku A a roztoku B v poméru 50:1.

Roztoky pro méteni kalibra¢ni kiivky jsou pfipraveny z vychoziho 1 % roztoku
BSA nafedéného na pozadovanou koncentraci destilovanou vodou, jak je uvedeno

v tabulce 1.
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Tab. 1: Redéni roztoku BSA pro piipravu kalibraéni kiivky pro BCA stanoveni bilkoviny

Koncentrace [ug/ml] Mnozstvi 1 % roztoku Mnozstvi destilované
BSA [ul] vody [ul]
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 stanoveni kalibraéni kiivky byly pfipraveny v duplikatech.

Roztoky vzorkli byly pfipraveny fedénim bunécného lyzatu pfipraveného
v prechozim kroku v poméru 1:4, kdy 10 pl vzorku bylo smiseno s 40 ul destilované vody.
Vsechny vzorky byly pfipraveny v duplikatech.

Me¢fteni bilkoviny probihalo v 96jamkové desti¢ce, kam bylo pipetovano 10 pl
vzorku obsahujiciho bilkovinu a nasledné 200 pl pracovniho roztoku C. Vzorky byly
dobfe promichany a desticka byla inkubovana 30 minut pii teploté¢ 37 °C, za stalého
ttepani 300 rpm.

Absorbance byla zméfena pii 562 nm proti destilované vodé. Pti hodnoceni byl
od hodnot absorbance vzorkli ode¢ten priimér absorbance slepého vzorku (tvofeného
pouze destilovanou vodou) a nasledn¢ byly porovnany hodnoty absorbance vzorki

s hodnotami ziskanymi méfenim kalibra¢ni kiivky.

4.2.4.3. Elektroforéza proteinii na polyakrylamidovém gelu

Vzorky byly dle obsahu bilkoviny nafedény tak, aby koncentrace bilkoviny byla
1 pg/pl. Vzorky byly natedény 4xSDS vzorkovym pufrem a lyza¢nim pufrem s ptidanym
roztokem inhibitort.

Polyakrylamidové gely pro provedeni elektroforézy byly pfipraveny
v koncentraci 7,5 % k separaci proteint o velké molekulové hmotnosti a 10 % k separaci

proteinli o mensi molekulové hmotnosti.
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Tab. 2: Slozeni separac¢niho gelu

Mnozstvi pro 2 gely Mnozstvi pro 2 gely
o koncentraci 7,5 % (1,5 mm) | o koncentraci 10 % (1,5 mm)
Redestilované voda 9,8 ml 8,1 ml
Pufr 1,5M Tris-HCI pH 8,8 S5ml S ml
Roztok AA + bis AA 5ml 6,7 ml
10 % SDS 0,2 ml 0,2 ml
Iniciace polymerace
Roztok APS 200 pl 200 pl
TEMED 16 pl 16 pl

Tab. 3: Slozeni zaostfovaciho gelu 4 %

Mnozstvi pro 2 gely (1,5 mm)

Redestilovana voda 6,1 ml

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

Roztok AA + bis AA 1,3 ml

10 % SDS 0,1 ml
Iniciace polymerace

Roztok APS 200 pl

TEMED 16 ul

Do nalévaciho stojanku byla umisténa skla a po namichéani roztoku pro separacni

gel byl roztok nalit mezi skla do vysky asi 4,5 cm od spodniho okraje. Néasledné byl roztok

prevrstven cca 200 pl isobutanolu nasyceného vodou a ponechdn 30-60 minut

polymerovat. Poté byl isobutanol odstranén.

Mezi skla byl nésledné pfidan roztok pro zaostfovaci gel, kdy doslo zaroven

k zasunuti hiebenu pro vytvofeni jamek na davkovani vzorkil a gel byl ponechdn

polymerovat minimalné 30 minut.

Mezitim byly nafedéné vzorky povafeny v predehraném termobloku po dobu

5 minut pti 95°C.
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Gely byly vyjmuty z nalévaciho stojanku, oplachnuty pod tekouci vodou a hieben
byl odstranén. Néasledn¢ byly gely vlozeny do stojanku pro elektroforézu, do jehoz
vnitiniho elektrodového prostoru byl umistén elektrodovy pufr tak, aby doslo k ponofeni
celého gelu. Do vnéjsiho elektrodového prostoru bylo umisténo cca 200 ml elektrodového
pufru.

Do kazdé jamky na gelu bylo naneseno 30 pl vzorku, do jedné z jamek bylo
naneseno 5 pl molekularniho standardu.

Stojanek pro elektroforézu byl umistén do ledové lazné. Elektrody byly pfipojeny

ke zdroji a bylo nastaveno konstantni napéti 120 V.

4.2.4.4. Imunobloting

PVDF membrdna byla oznacena a aktivovana ponoienim do metanolu asi
na 5 minut.

Po ukonceni elektroforézy byl od gelu odstranén zaostfovaci gel a od separa¢niho
gelu byla odstranéna spodni ¢ast s kumulovanym modrym barvivem. Separacni gel byl
oddélen od skla a ulozen do blotovaciho pufru. Do stejného blotovaciho pufru ve stejné
krabi¢ce byla nasledné¢ prenesena také aktivovana membrana. Do jiné krabicky
s blotovacim pufrem byl namocen tlusty filtraéni papir (v mnoZzstvi 2 ks pro jeden gel)
a blotovaci houbicky. V§e bylo ponechéno ponotfené cca 20 minut.

Po dokonc¢eni naméceni byl sestaven blotovaci sendvic, a to v poradi 1 blotovaci
houbicka, 1 silny filtracni papir, polyakrylamidovy gel, PVDF membrana, 1 silny filtra¢ni
papir a 1 blotovaci houbicka. Béhem skladani byla odstraiiovany vzduchové bubliny, aby
nedochézelo ke $patnému pirenosu proteini.

Blotovaci sendvic byl nasledné vloZen do blotovaciho nastavce ulozeného ve vané
s leditkem. Vana byla nasledn¢ jest¢ vlozena do ledové lazn€, aby nedochazelo
k pfiliSnému zahtivani. Viko vany bylo pfipojeno ke zdroji a nastaveno napéti
200 V aproud 0,25 A.

Po ukonceni ptfenosu byla z blotovaciho sendvice vyjmuta PVDF membréana

a pouzita pro detekci proteint.

4.2.4.5. Detekce proteint

Membrana byla pfenesena do plastové misky a opldchnuta destilovanou vodou.
Poté bylo na membréanu ptidéno zhruba 15 ml 5 % roztoku mléka v TBTS pufru, krabicka

byla umisténa na kyvacku a membrana se nechala blokovat 1-2 hodiny.
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Po blokovéni byl roztok mléka odstranén a membrana byla opét oplachnuta
destilovanou vodou. Nasledovala inkubace s primarni protilatkou pies noc. Primarni
protilaitka byla dle instrukci vyrobce natedéna TBTS pufrem s 2 % BSA,
popft. 2 % mlékem.

Druhy den byla primérni protilatka odstranéna a membrana byla oplachovana
TBTS pufrem po dobu 5 minut. Tento proces byl Sestkrat zopakovan.

Membrana byla poté inkubovana se sekundarni protilatkou po dobu 1-2 hodin.
Sekundarni protilatka byla pfedtim zfedéna dle instrukci vyrobce TBTS pufrem
s 2 % BSA. Po ukonceni inkubace byla sekundarni protilatka odstranéna.

Opét byla membréana oplachovana TBTS pufrem po dobu 5 minut a tento proces
byl Sestkrat zopakovan.

Pro chemiluminiscenéni detekci proteinii byl pouzit Amersham ECL Prime
Western Blotting detekéni reagent, ktery byl pipetovan na membranu tak, aby doslo
k jejimu uplnému pokryti. Membrana byla umisténa do pfistroje Gel Logic 2200
a detekce proteind a jejich relativni kvantifikace byla provedena v programu Carestream.

Doba osvitu byla ménéna v zévislosti na aktudlnich podminkach.

4.2.5. Luminiscen¢ni test apoptozy

.....

luminiscen¢ni metody kitem Promega Caspase-Glo Assays (Madison, USA).

Buitkky MCF-7 a MDA-MB-231 byly kultivovany v 96jamkové desticce v médiu
obsahujicim FLU, PTX nebo jejich kombinaci. Léfiva byla pfedem rozpusténa
v dimethylsulfoxidu (DMSO). Kontrolni buniky byly inkubovany v médiu obsahujicim
pouze DMSO (0,1%).

Po 4, 8 a 24 hodinach inkubace byl vytvofen bunécny lyzat za pouziti pufru
obsahujiciho 50 mM HEPES, 5 mM CHAPS, 5 mM DTT. Bunééné lyzaty byly umistény
do mikrozkumavek a uchovany do analyzy v mrazaku pii -80 °C.

Reakéni Cinidla pro kaspazu 2 a kaspazy 3/7 byly ptipraveny podle instrukci
vyrobce. K méfeni byla pouzita 384jamkovéa desticka s bilymi sténami urcend
pro luminometr, kam bylo pipetovano 25 pl bunééného lyzatu do kazdé jamky. Nasledné
bylo k bunéénému lyzatu ptidano 25 pl reakéniho ¢inidla pro kaspézu 2 nebo kaspazy
3/7. Vzorky byly pipetovany v duplikatech, experiment byl proveden ve tifech

nezavislych experimentech.
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Vzorky v desticce byly Setrné promichdny a poté inkubovany 30 minut
pfi pokojové teploté.

Luminiscence byla méfena za pomoci spektrofotometru Tecan Infinite M200.
Aktivita kaspaz byla poté vztazena k celkovému mnozstvi bilkoviny, zmétené za pomoci

metody BCA (popsano vyse).
4.2.6. Statisticka analyza

Data z méfeni jsou vyjadiena jako primérnd hodnota + SD z alespont dvou
nezavislych experimentd. Statistickd analyza byla provedena pomoci TWO-WAY
ANOVA, Bonferoniho testu pro vicecetné porovnani, pficemz statistickd vyznamnost
vyjadiend jako * odpovidd hladiné spolehlivosti p <0.05. Hodnota IC50 odpovidajici
koncentraci, ktera zptisobila 50% pokles Zivotnosti bunék, byla vyhodnocena metodou

nelinearni regrese. Analyza vSech dat byla provedena v programu GraphPad Prism 6.0.
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5. Vysledky
5.1. Urceni schopnosti migrace jednotlivych linii
Migracni potencial bunék byl stanoven pomoci metody xCELLigence, a to

u vSech tfi bunécnych linii (MCF-7, MDA-MB-231 a BT-474). Méfeni probihalo po dobu
24 hodin.
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Obr. 8: Stanoveni migrace prsnich nddorovych bunéénych linii MCF-7, MDA-MB-231 a BT-474.
* p <0,05 versus MDA-MB-231.

Nejvetsi migracni potencial byl pozorovan u bunék MDA-MB-231, zatimco

v

mezi nemetastazujici.
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5.2. Charakterizace jednotlivych bunéénych linii

5.2.1. Stanoveni relativniho mnozstvi mRNA markeri zapojenych do

procest adheze, migrace a proliferace

Stanoveni exprese markerd souvisejicich s nddorovym bujenim a procesem
metastazovani na trovni mRNA bylo provedeno pomoci metody RT-PCR. Byla
pozorovana exprese molekul zapojenych do procesu adheze, migrace a proliferace,
konkrétn¢ molekul E-kadherinu, N-kadherinu, MMP2, MMP9, EpCAM, ICAM-1,
B-kateninu, a také exprese molekuly COX-2.
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Obr. 9: Stanoveni relativniho mnozstvi mRNA jednotlivych marker metodou RT-PCR u prsnich
nadorovych bunéénych linii MCF-7, MDA-MB-231 a BT-474. * p <0,05 versus MCF-7, # p <0,05 versus
MDA-MB-231.

Snizeni mnozstvi molekuly E-kadherinu bylo moZzné pozorovat piedevsSim
u bunck MDA-MB-231 oproti buitkdm MCF-7.

Hladina molekuly N-kadherinu byla vyrazné zvysSena u bun¢k BT-474, a to jak
v porovnani s buitkkami MCF-7, tak s buitkami MDA-MB-231.
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Staticky vyznamné zvySeni mnozstvi molekuly matrixové metaloproteinazy 2
(MMP2) bylo mozné pozorovat u bunék BT-474 v porovnéni s buné¢nou linii MCF-7.

Relativni mnozstvi epitelidlni adhezivni molekuly (EpCAM) bylo vyrazné
snizeno u bunék MDA-MB-231, ve srovnani s mnozstvim u bunék MCF-7. Naproti tomu
u bun¢k BT-474 byla hladina této molekuly statisticky vyznamné zvySena v porovnani
s bunkami MDA-MB-231.

Zvyseni relativniho mnozstvi intracelularni adhezivni molekuly (ICAM-1) bylo
pozorovano u bunék MDA-MB-231 v porovnani s bunnkami MCF-7.

Také hladina molekuly cyklooxygenazy-2 (COX-2) byla statisticky vyznamné
zvySena u bunck MDA-MB-231 v porovnani s buné¢nou linii MCF-7. Naopak u bunék
BT-474 bylo mnozstvi této molekuly sniZzeno oproti expresi u bunék MDA-MB-231.

5.2.2. Stanoveni exprese markert na urovni proteini

Hladiny jednotlivych marker souvisejici s adhezi bunc¢k (E-kadherin,
N-kadherin, EpCAM, ICAM-1, B-katenin) byly stanoveny také na trovni proteint

za vyuziti metody western blot.
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Obr. 10: Stanoveni exprese markeri na urovni proteint metodou western blot u prsnich
nadorovych bunék MCF-7, MDA-MB-231 a BT-474. * p <0,05 versus MCF-7, # p <0,05 versus
MDA-MB-231.
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Vyrazné zvySeni hladiny N-kadherinu bylo pozorovano u bun¢k BT-474
v porovnani s expresi u obou ostatnich bunéénych linii, MCF-7 a MDA-MB-231.
Statisticky vyznamné zvysSeni exprese této molekuly bylo pozorovano také u bunck
MDA-MB-231 oproti expresi u bunék MCF-7.

Exprese molekuly E-kadherinu byla statisticky vyznamné snizena u bunck
MDA-MB-231 v porovnani s expresi u bunék MCF-7. Hladina této molekuly stanovena
u bunécné linie BT-474 vykazovala statisticky vyznamné snizeni oproti expresi u bun¢k
MCF-7 a statisticky vyznamné zvySeni exprese oproti hladiné¢ molekuly u bunék
MDA-MB-231.

U bunééné linie MDA-MB-231 bylo také pozorovéno statisticky vyznamné
zvySeni hladiny molekuly ICAM-1 oproti expresi u bunék MCF-7. Naproti tomu exprese
molekuly ICAM-1 byla statisticky vyznamné sniZzena u buné€k BT-474 v porovnani
s buné¢nou linii MDA-MB-231.

Ke snizeni exprese molekuly EpCAM dochazelo u bunck MDA-MB-231
a BT-474 v porovnani s buitkami MCF-7, toto sniZeni exprese vSak nebylo statisticky
vyznamne.

Obdobn¢ u molekuly B-kateninu bylo pozorovano snizeni jejich hladiny u bunék
MDA-MB-231 a BT-474 v porovnani s buitkami MCF-7, ov§em toto snizeni také nebylo

statisticky vyznamné.
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5.3. Vliv FLU a PTX na proliferaci prsnich bunéénych linii

5.3.1. Proliferace prsnich nadorovych bunék ovlivnénych PTX a FLU

Naésledné byla testovana proliferace bun¢k u vSech bunécnych linii, tedy u bun¢k
MCF-7, MDA-MB-231 a BT-474, pomoci metody WST-1. Bunky byly ovlivnény
samostatné¢ PTX v raznych koncentracich (1 nM, 10 nM, 25 nM, 50 nM, 100 nM
a 250 nM) a FLU v riznych koncentracich (0,05 puM; 0,1 uM; 0,2 uM; 0,5 uM; 1 uM;
2,5 uM a 5 uM) po dobu 48 hod.
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Obr. 11: Stanoveni poctu zZivych prsnich nadorovych bunék MCF-7, MDA-MB-231 a BT-474

po ovlivnéni PTX v riznych koncentracich. * p <0,05 versus neovlivnéna kontrola.

Vyssi citlivost k ovlivnéni PTX bylo mozné pozorovat u bunck MCF-7
a MDA-MB-231, ptfi¢emZ proliferace bunék MCF-7 byla vyraznéji ovlivnéna jiz
pfi koncentraci 10 nM. Naproti tomu buitkky MDA-MB-231 byly nejvice citlivé k vy$§im
koncentracim PTX. Také proliferace bunék BT-474 byla ptisobenim vyssich koncentraci

PTX snizena.
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Obr. 12: Stanoveni poctu zivych prsnich naddorovych bunék MCF-7, MDA-MB-231 a BT-474

po ovlivnéni FLU v riiznych koncentracich. * p <0,05 versus neovlivnéna kontrola.

Citlivost vSech tfi typt prsnich nadorovych bunék vic¢i ovlivnéni FLU byla
srovnatelnd jiz pfi pouziti nizkych koncentraci 1€¢iva. Pti pouziti vyssSich koncentraci
FLU bylo mozné pozorovat vyraznéjsi snizeni zivotnosti u bunck MDA-MB-231
a BT-474, zatimco zivotnost bunék MCF-7 po ovlivnéni FLU v koncentraci 1 uM a vyssi

zlstavala stejna.

5.3.2. Stanoveni hodnoty IC50 u bunék MCF-7, MDA-MB-231 a BT-474

Na zakladé testovani vlivu raznych koncentraci PTX a FLU na pocet zivych
prsnich naddorovych buné¢k byla stanovena stiedni inhibi¢ni koncentrace (IC50) pro tato

lé¢iva u vSech tii pouzivanych bunéénych linii, MCF-7, MDA-MB-231 a BT-474.

Tab. 4: Hodnoty IC50 PTX a FLU

PTX [nM] FLU [pM]
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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Nejcitlivéjsi k ovlivnéni PTX jsou bunééné linie MCF-7 a MDA-MB-231,
ato 14,1 nM.

Citlivost k FLU byla nejvyssi u bunek MDA-MB-231, u nichz se hodnota IC50
lé¢iva rovnala 0,63 uM koncentraci. Citlivost bunék MCF-7 a BT-474 k FLU byla

srovnatelnd.
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5.4. Vliv kombinace PTX + FLU na proliferaci prsnich

bunécnych linii
5.4.1. Stanoveni poctu viabilnich bunék pomoci metody WST-1

Na zaklad¢ predchozich vysledki byl testovan vliv studovanych latek na zivotnost
a proliferaci bunék jiz pouze u bunéénych linii MCF-7 a MDA-MB-231, nejprve pomoci
metody WST-1. Bunky byly ovlivnény samotnym FLU v koncentraci 1 uM nebo
samostatnym PTX ve dvou koncentracich (0,01 uM a 0,025 uM) a dale pak kombinaci
PTX + FLU ve dvou koncentracich (PTX 0,01 uM + FLU 1 uM; PTX 0,025 uM +
FLU 1 uM). VSechny testované koncentrace byly zvoleny na zakladé¢ ptredchozich

experimentl a vychazeji z vypoctenych hodnot IC50.
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Obr. 13: Stanoveni vlivu kombinace PTX + FLU na viabilitu a proliferaci prsnich nadorovych

bunék MCF-7 pomoci metody WST-1.

Samotny FLU i PTX sniZuji pocet Zivych prsnich nadorovych bunék MCF-7 a toto
sniZeni se zvySuje s narGstajicim ¢asem inkubace s 1éCivy. Nejvyssi vliv na bunky ma
PTX v koncentraci 0,025 uM.

Kombinace PTX + FLU sniZovala proliferaci bun€k srovnateln€ jako samotna
1é¢iva, a to 1 v pfipad€ pouziti kombinace s vyssi koncentraci PTX (PTX 0,025 uM +
FLU 1 uM). Ani v jednom piipadé vSak nedochazi k potenciaci u¢inku jednotlivych

chemoterapeutik v nami testovanych bunéénych liniich.
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Obr. 14: Stanoveni vlivu kombinace PTX + FLU na viabilitu a proliferaci prsnich nadorovych
bun¢k MDA-MB-231 pomoci metody WST-1.

Pouzitim samotného FLU dochdzi ke snizeni poctu zivych bunék MDA-MB-231,
tento efekt se zvysSuje s dobou inkubace bunék s 1é¢ivem. Ke snizeni proliferace bunék
dochdzi také pouzitim samotného PTX, pfedevSim u vyssi koncentrace (0,025 uM)
a v delSich €asovych intervalech (72 hodin).

Kombinace PTX + FLU snizuje proliferaci bunék srovnatelné¢ se samotnymi

1&Civy.
5.4.2. Sledovani proliferace bunék pomoci metody xCELLigence

Nasledné byla proliferace bunék MCF-7 a MDA-MB-231 sledovana pfistrojem
xCELLigence. Bunky byly, stejné€ jako v ptipad¢ pouziti WST-1 analyzy, ovlivnény FLU
v koncentraci 1 uM, PTX v koncentraci 0,025 uM a jejich kombinaci ve dvou
koncentracich (PTX 0,01 uM + FLU 1 uM; PTX 0,025 uM + FLU 1 uM). Jako kontrola

byly pouzity neovlivnéné bunky.
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Obr. 15: Stanoveni vlivu kombinace PTX + FLU na viabilitu prsnich nadorovych bunék MCF-7
pomoci metody xCELLigence. Kontrolni buiiky (¢ervena), FLU 1 uM (modrd), PTX 0,025 pM ,
PTX 0,01 uM + FLU 1 pM (fialova), PTX 0,025 uM + FLU 1 uM

PTX 1 FLU samostatnég, stejn¢ jako jejich kombinace sniZzuji proliferaci bun€k
MCF-7 v porovnani s kontrolnimi bufikami. Nejvétsi efekt ma samotny PTX (0,025 uM)
a kombinace PTX + FLU s vyssi koncentraci PTXu (PTX 0,025 uM + FLU 1 uM).

Naopak kombinace PTX + FLU s niz8§i koncentraci PTXu (PTX 0,01 uM +
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Obr. 16: Stanoveni vlivu kombinace PTX + FLU na viabilitu prsnich nddorovych bunék
MDA-MB-231 pomoci metody xCELLigence. Kontrolni buiiky (Cervena), FLU 0,5 pM (modrd),
PTX 0,025 uM , PTX 0,01 uM + FLU 0,5 uM (fialova), PTX 0,025 pM + FLU 0,5 uM
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Také u bunck MDA-MB-231 bylo pozorovano snizeni proliferace po ovlivnéni
1é¢ivy a jejich kombinacemi v porovnani s kontrolnimi butikami. Vliv kombinace PTX +
FLU v obou koncentracich byl srovnatelny s pouzitim samostatnych I1écCiv.

Nejveétsi  inhibice proliferace byla pozorovana u bun¢k ovlivnénych
PTX (0,025 uM), nejméné dochazelo ke snizeni proliferace u bun¢k ovlivnénych

FLU (0,5 puM).
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5.5. Vliv FLU, PTX a kombinace PTX + FLU na expresi

vybranych markeri

5.5.1. Stanoveni relativniho mnoZstvi markeru zapojenych do procesi

adheze, migrace a proliferace na urovni mRNA

Stanoveni relativniho mnozstvi markert souvisejicich s nadorovou progresi
a metastazovanim nadorovych bun¢k byla provedena na urovni mRNA pomoci metody
RT-PCR. Stanoveni bylo provedeno u bunéénych linii MCF-7 a MDA-MB-231.

Buiiky byly ovlivnény FLU, PTX a kombinaci PTX + FLU. Byla stanovena
hladina molekul zapojenych piedevS§im do bunéénych adhezi, jako jsou E-kadherin,

N-kadherin, MMP2, MMP9, Erkl, Erk2, a také COX-2.

60



FLU PT. FLU+PTX

<z( 15~ B MCF7 <Zt 5, El MCF7 .
7 MDA-MB-231 & MDA-MB-231
= 10 * £ 4-
=z < 104 = c
N g L N 2 31
g% 27 g9 I
E¢Q €9 2 I
= ul =2
c J c -
s ] s 1 i
- v
: Nl |
[ 0- [ 0-
FLU+PTX FLU PTX FLU+PTX

< 10 @8 MCF7 <« @8 MCF7
E MDA-MB-231 « E MDA-MB-231
g 8 g .l *
2 2 -
>ﬁ g 64 "bnl E
] = o = 44
c c
E= 4 E=
- -
© I * * =
E o-j = = E o-j

K FLU PTX FLU+PTX FLU+PTX
< 15 @ MCF7 < @8 MCF7
= 27 = 1.5+
o MDA-MB-231 2 MDA-MB-231
£ £
‘.E 1.0+ E 1.0-
N T 8o
o= Qo 'E
gu gy
= 0.5 § 0.5
5 S
s 5
@ 0.0 @ 0.0
= FLU+PTX = FLU+PTX
< 15- @8 MCF7
E MDA-MB-231 *
=
S J
= “,‘10
SN ><
23
EC s
c *
2
ot
©
E o_j - i .

Obr. 17: Stanoveni relativniho mnozstvi jednotlivych markerti na urovni mRNA metodou RT-PCR
u prsnich nadorovych bunék MCF-7 a MDA-MB-231 ovlivnénych PTX, FLU nebo jejich kombinaci.

* p <0,05 versus neovlivnéna kontrola.
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Pouzitim PTX, FLU a jejich kombinace dochazelo ke zvySeni molekuly
E-kadherinu u bunék MCF-7, nejvyssi efekt byl pozorovan pti pouziti kombinace 1éCiv.
Naproti tomu, ubun¢k MDA-MB-231 se pouzitim chemoterapeutik nebo jejich
kombinace mnozstvi E-kadherinu vyrazn¢ neméni.

Relativni mnozstvi N-kadherinu u bunék MCF-7 bylo vyrazné zvyseno pii pouziti
samotného PTX, pouzitim kombinace PTX + FLU dochézelo také k mirnému zvySeni
hladiny této molekuly. U bunck MDA-MB-231 dochazelo ke zvySeni exprese
N-kadherinu pii ovlivnénim samotnym PTX.

U bun¢k MCF-7 bylo také mozné pozorovat vyrazné zvySeni hladiny MMP2
pfi ovlivnéni bun¢k PTX. K mirnému zvySeni dochazelo také ptfi ovlivnéni samotnym
FLU nebo kombinaci PTX + FLU. Naopak u bunék MDA-MB-231 dochazelo ke sniZzeni
hladiny MMP2 po ovlivnéni samotnym PTX a také samotnym FLU.

Ke zvySeni mnozstvi dochazelo u molekuly MMP9. U bunék MCF-7 bylo zvysSeni
hladiny této molekuly srovnatelné pro pouziti PTX, FLU nebo jejich kombinace. U bunék
MDA-MB-231 byl nejvétsi efekt pozorovan pii pouziti samotného PTX.

Hladina molekuly Erkl byla sniZzena u bun€ék MCF-7 pfi ovlivnéni PTX, FLU
a také jejich kombinaci, nicméné efekt samotnych chemoterapeutik byl vyraznéjsi nez pti
pouziti jejich kombinace. U bunék MDA-MB-231 dochazelo ke snizeni hladiny této
molekuly pfi ovlivnéni PTX a jeho kombinaci s FLU, pfi¢emz efekt samotného PTX byl
opét vyrazngjsi.

U buné€k MCF-7 dochazelo také ke snizeni hladiny molekuly Erk2 pii pouZziti
samotného PTX nebo samotn¢ho FLU, pii pouziti jejich kombinace nebyl pozorovan
vyznamny vliv. U bun€k MDA-MB-231 naproti tomu kombinace 1é¢iv pfinasela nejvetsi
sniZzeni hladiny molekuly Erk2, poddnim samotného PTX dochazelo jen k mirnému
sniZeni, podanim samotného FLU byla hladina molekuly Erk2 zvySena.

Hladina molekuly COX-2 byla mirné¢ zvySena u bunck MCF-7 ovlivnénim
samotnym FLU a jeho kombinaci s PTX. U bunék MDA-MB-231 dochazelo
k vyraznému zvySeni hladiny této molekuly pfi podani samotného PTX, pfi ovlivnéni

samotnym FLU dochézelo k mirnému zvySeni hladiny molekuly COX-2.
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5.5.2. Stanoveni mnoZstvi cytoskeletalnich proteini

Jednotlivé markery byly stanoveny na Grovni proteinti pomoci metody Western
bloting. Stanoveni bylo provedeno u bun¢k MCF-7 a MDA-MB-231, bunky byly
ovlivnény PTX, FLU a jejich kombinaci.

Stanovované molekuly byly a-tubulin, B-tubulin a vimentin, které jsou dulezité

pro mechanismus uc¢inku testovanych chemoterapeutik.

MCF7 MDA-MB-231

K PTX FLU P+F K PTX FLU P+F

a-tubulin Pr— R —

Esoend
1.00 0.81 134 1.26 1.00 0.98 1.04 1.20

B—tllbllliﬂ — - - - s D Gt S
1.00 0.2?* 0.33*  032* 1.00 0.73 0.97 1.45

vimentin L
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Obr. 18: Stanoveni exprese jednotlivych markerd na urovni proteinii pomoci metody Western blot
u prsnich nadorovych bunék MCF-7 a MDA-MB-231 po ovlivnéni PTX, FLU a jejich kombinaci. * p <0,05

versus neovlivnéna kontrola.

Exprese a-tubulinu byla sniZena u bunck MCF-7 i MDA-MB-231 pfi ovlivnéni
samotnym PTX, naproti tomu pifi ovlivnéni FLU nebo kombinaci 1é¢iv dochazelo
ke zvySeni exprese této molekuly.

U bunék MCF-7 dochdzelo ke sniZeni exprese B-tubulinu pfi podani PTX, FLU
1jejich kombinace. Nejvétsi efekt byl pozorovan pii ovlivnéni samotnym PTX,
u ovlivnéni samotnym FLU nebo kombinaci PTX + FLU byl efekt na snizeni exprese této
molekuly srovnatelny. Ke snizeni exprese [-tubulinu dochdzelo také u bunék
MDA-MB-231 pfi ovlivnéni samotnym PTX a samotnym FLU, pfi¢emz pfi ovlivnéni
PTX byl tento efekt vyraznéjsi. Pti podani kombinace 1é¢iv dochazelo naopak ke zvyseni

exprese této molekuly.
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Hladina molekuly vimentinu byla u bunék MCF-7 zvySovéana PTX, FLU i jejich

Cv v

kombinace 1é¢iv. Také u bunéck MDA-MB-231 byla hladina této molekuly zvySena,

ackoli toto zvysSeni nebylo tak vyrazné jako u bunék MCF-7. Nejvyssi efekt bylo mozné

v
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5.6. Vliv FLU, PTX a kombinace PTX + FLU na aktivitu

kaspaz
5.6.1. Stanoveni inicia¢ni kaspazy 2

.....

méfeni u bunéénych linii MCF-7 a MDA-MB-231. Stejné¢ tak jako v predchozich
experimentech byly bunky MCF-7 ovlivnény PTX v koncentraci 0,1 uM,
FLU v koncentraci 1 uM a kombinaci PTX + FLU ve dvou koncentracich (PTX 0,1 uM
+FLU 1 uM; PTX 0,025 uM + FLU 1 uM).

Buikky MDA-MB-231 byly ovlivnény PTX v koncentraci 0,1 pM,
FLU v koncentraci 0,5 uM a kombinaci PTX + FLU ve dvou koncentracich (PTX 0,1 pM
+FLU 0,5 uM; PTX 0,025 uM + FLU 0,5 uM).

> 250-
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E 200- ptx 0.1
IS = flu1
g 150 flu 1+ ptx 0.025
D B flu 1+ ptx 0.1
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=
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1)
c
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Obr. 19: Stanoveni aktivity kaspazy 2 pomoci luminiscenéniho métfeni u prsnich nadorovych

bun¢k MCF-7 ovlivnénych PTX, FLU a jejich kombinaci. * p <0,05 versus kontrola, # p <0,05 versus PTX.

U buné€k MCF-7 dochézi ke statisticky vyznamnému zvySeni aktivity po osmi
hodinach u kombinace PTX + FLU (PTX 0,1 uM + FLU 1 uM) v porovnani jednak
s kontrolnimi bunikami, ale také s buiikami ovlivnénymi samotnym PTX.

Ke statisticky vyznamnému zvyseni aktivity kaspazy 2 oproti kontrolnim bunikdm
dochézi po 24 hodinach u bunék ovlivnénych PTX, FLU 1 jejich kombinacemi v obou

pouzitych koncentracich.
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Obr. 20: Stanoveni aktivity kaspazy 2 pomoci luminiscencniho méfeni v prsnich naddorovych
bunkach MDA-MB-231 ovlivnénych PTX, FLU a jejich kombinaci. * p <0,05 versus kontrola,
# p <0,05 versus PTX.

.....

po 24 hodinach u bun¢k ovlivnénych FLU a kombinaci PTX + FLU v obou
koncentracich. Toto zvySeni aktivity je statisticky vyznamné v porovnani s kontrolnimi

buitkami a také s buiikami ovlivnénymi samotnym PTX.

5.6.2. Stanoveni aktivity efektorovych kaspaz 3/7

Také stanoveni aktivity efektorovych kaspaz 3/7 bylo provadéno pomoci
luminiscen¢niho méteni. Stejné jako méteni kaspazy 2 bylo stanoveni provadéno u bunck
MCF-7 a MDA-MB-231.

Buiikky byly ovlivnény PTX, FLU a kombinaci téchto chemoterapeutik

.....
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Obr. 21: Stanoveni aktivity efektorovych kaspaz 3/7 pomoci luminiscen¢niho méieni u prsnich

nadorovych bunék MCF-7 po ovlivnéni PTX, FLU a jejich kombinaci. * p <0,05 versus kontrola
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U bun¢k MCF-7 dochdzi ke zvySeni aktivity kaspaz 3/7 po 24 hodinach u bunék
ovlivnénych PTX, FLU i jejich kombinaci v obou pouzitych koncentracich,

a to statisticky vyznamné oproti kontrolnim bunkam.
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Obr. 22: Stanoveni aktivity efektorovych kaspaz 3/7 pomoci luminiscenéniho méfeni u prsnich
nadorovych bunék MDA-MB-231 po ovlivnéni PTX, FLU a jejich kombinaci. * p <0,05 versus kontrola,
# p <0,05 versus PTX.

Pouzitim kombinace 1é¢iv (PTX 0,1 uM + FLU 0,5 pM) u bunék MDA-MB-231
dochazi ke statisticky vyznamnému zvySeni aktivity kaspaz 3/7 v porovnani
s kontrolnimi bunkami 1 s bukkami ovlivnénymi samotnym PTX. K tomuto zvySeni
dochazi po 8 a 24 hodinach. Zaroven dochazi ke statisticky vyznamnému zvySeni aktivity
kaspaz 3/7 u bunék ovlivnénych PTX, FLU a jejich kombinaci v obou koncentracich

oproti kontrolnim bunikdm, a to po 24 hodinach.
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5.7. Vliv FLU na akumulaci PTX uvnitf nadorovych bunék

Ke stanoveni mnozstvi PTX pfitomného v buitkkdich MCF-7 a MDA-MB-231
po podani samotného léCiva nebo pouzitim jeho kombinace s FLU byla pouzita
LC/MS analyza. Stanoveni bylo provedeno Dr. Skarkou na UHK.

Buiiky byly ovlivnény PTX v koncentraci 0,1 uM a kombinaci PTX + FLU
ve dvou koncentracich (PTX 0,1 uM + FLU 1 uM; PTX 0,1 uM + FLU 5 uM). Nasledné

bylo zméteno mnozstvi PTX piitomného v buiikach a v médiu.
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Obr. 23: Stanoveni hladiny PTX pfitomného v bunkach pomoci LC/MS analyzy u prsnich
nadorovych bunék MCF-7 po ovlivnéni PTX a kombinaci s FLU.

Zatimco u bunék MCF-7 ovlivnénych samotnym PTX bylo mozné pozorovat
casov€ zavisly narlst koncentrace PTX uvnitf buné€k, u bun€k ovlivnénych kombinaci
(PTX 0,1 uM + FLU 1 uM) je patrny mirny pokles hladiny PTX ptitomného v buiikach

po 6hodinové inkubaci oproti 3hodinové inkubaci.
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Obr. 24: Stanoveni hladiny PTX pfitomného v bunkach pomoci LC/MS analyzy u prsnich
nadorovych bunék MDA-MB-231 po ovlivnéni PTX a jeho kombinace s FLU.

U bunék MDA-MB-231 nebyl pozorovan casové zavisly narGst PTX uvnitf

bunc¢k. Pti pouziti kombinace PTX + FLU (0,1 + 1,0 uM) bylo mozZné pozorovat mirné

snizeni hladiny PTX ptfitomného v buiikach.
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6. Diskuze

Rakovina prsu je nejcastéjsSim typem rakovinného bujeni u Zen a zaroven je u zen
nejcastéjsi pti¢inou smrti z divodu rakovinného bujeni. Vznik metastdz v dalSich ¢astech
téla pak zpusobuje zhorSenou moznost 1é€by tohoto onemocnéni a jeho zvySenou
smrtelnost [1] [68] [71].

PTX patti do skupiny cytostatickych 1€civ piisobicich jako inhibitory mitozy a je
vyhodnocen jako vysoce aktivni latka proti Sirokému spektru nadorovych bunék. Lécivo
pusobi na buniky znemoznénim vzniku a spravné funkce mitotického vieténka stabilizaci
polymerti mikrotubulli, ¢imz zabranuje jejich rozpadu [16] [56] [63].
problémem je vznik rezistence nadorii k 1é¢ivu, a to pfedev§im u metastatické rakoviny
prsu. Jeho ucinnost je také limitovana mnozstvim nezadoucich ucinkd. Proto se stale
hledaji nové latky, které by zvysily ucinek pouzivanych cytostatik a omezily toxicitu
na tkan zdravou [16] [61] [104].

Jednim typem takovych latek jsou léCiva, kterd byla ptivodné pouZzivana pro jinou
indikaci a doslo u nich k rozpoznani protinddorového Gc¢inku. Vzhledem k faktu, ze se
vétsinou jedna o 1é¢iva jiz diive pouzivanad v klinické praxi, jejich testovani nese mnohé
vyhody, napf. jsou jiz zndmy nezddouci ucinky, nebo maximalni tolerovatelnd davka.
Mezi latky s takovymto ucinkem je fazen 1 FLU, jehoZ mechanismus ucinku zahrnuje
pusobeni na mikrotubuly, stejné jako tomu je u PTX. Jeho ucinek je vSak opaény, protoze
PTX ovliviiuje strukturu tubulinu a zabranuje tak samotnému vzniku mikrotubultl [34]
[59].

U FLU byla jiz dfive pozorovana protinadorova aktivita u hepatocelularnich,
leukemickych, ovaridlnich, myelomovych, melanomovych bunék, nebo u bunék
kolorektalniho karcinomu. Tyto skute¢nosti spolu s faktem, ze se jedna o velmi nizce
toxické 1é¢ivo s malo nezadoucimi Gcinky, ¢ini z FLU vhodny objekt zajmu ve vyzkumu
jeho nove rozpoznané protinddorové aktivity [24] [25] [59].

Kromé vysSe zminénych typl nadorovych buné€k, byl ucinek FLU testovan
1 na nékolika prsnich nadorovych bunéénych linii. Vyznamnou inhibici proliferace
vykazovalo 1é¢ivo u bunéénych linii MDA-MB-231, MCF-7 a SK-BR-3, cytotoxicky

efekt byl pozorovan u bunécéné linie BT-549. Zaroven bylo prokazéno, ze FLU,
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predevsim u bunécné linie MDA-MB-231, miize zvySovat diferenciaci bun¢k a snizuje
hladiny mesenchymalnich markert [37].

V nasi praci jsme také zaméfili na prsni nadorové bunécné linie, a to konkrétné
na nemetastatickou linii MCF-7 a metastatické linie MDA-MB-231 a BT-474.
Pti testovani vlivu FLU na Zivotnost a proliferaci téchto bunéénych linii jsme dosahli
podobnych ucinnych koncentraci jako ve studii Hou et al. [37]. Jako nejcitlivéjsi byla
vyhodnocena bunécna linie MDA-MB-231, jejiz IC50 pro FLU odpovidala 0,63 uM
koncentraci.

Nemetastatické buniky MCF-7 reagovaly na podani PTX jiz v nizké koncentraci
(10 nM), zatimco u metastatickych bunéénych linii se vyraznéjsi vliv objevil
az pii podavani vysSich koncentraci. Nejvyssi citlivost byla pozorovana u bunék
MDA-MB-231, jejichZ hodnota IC50 odpovidala 14,1 nM koncentraci PTX.

FLU byl jiz také testovan zhlediska ptipadné potenciace uU¢inku bézné
pouzivanych chemoterapeutik. Kombinaci FLU s klasickymi cytostatiky se nabizi
moznost zvySeni protinddorového ucinku obou latek a zaroveil by také mohlo dojit
k potlaceni nezddoucich u€inkt. FLU byl naptiklad podavéan v kombinaci s vinblastinem
a vinkristinem. Mechanismus t¢inku téchto 1é¢iv je stejny a pti podavani byla pozorovana
synergizace ucinku, ¢imz se zvysil protinddorovy ucinek obou chemoterapeutik [59].

V prsnich nadorovych liniich byla testovana kombinace FLU s doxorubicinem
a 5-fluorouracilem. V piipadé¢ obou chemoterapeutik dochédzelo k potenciaci uc€inku
v prsni nadorové liniit MDA-MB-231 [37].

Dal$im lé¢ivem, u kterého doSlo vlivem FLU ke zvySeni Gc¢inku na bunky
kolorektalniho karcinomu, byl PTX. PfestoZe je plsobeni obou 1é€iv na mikrotubuly
opacné, podanim této kombinace dochazelo vyznamné ke sniZeni proliferace téchto
bun¢k [42]. Nicméné vna$i studii na prsnich nadorovych bunikdch nedochazelo
k ptedpokladané potenciaci u¢inku PTX ani ujedné zbunécnych linii, 1 pfi pouziti
srovnatelnych koncentraci PTX 1 FLU, jakych bylo pouzZito u bunck kolorektalniho
karcinomu. V porovnani s podadnim samotného PTX byl vliv kombinace Iléciv
na zivotnost buné€k nizsi (u bunék MCF-7) nebo srovnatelny (u bunék MDA-MB-231).
Pocet zivych bunék byl sledovan dvéma metodami, metodou méteni metabolické aktivity
— WST-1 a pfistrojem xCELLigence, avSak vysledky z obou metod pfinasely stejné
zavery, tedy Ze pouzitim kombinace PTX + FLU nedochazelo k potenciaci u¢inku 1é¢iv

v porovnani s poddvanim PTX samotného (v koncentraci 0,025 uM).
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Na mechanismu G¢inku FLU i PTX se podili tubuliny, zejména o- a B-tubulin,
které jsou soucasti cytoskeletu buniky. Po ovlivnéni bun¢k FLU dochazelo k poklesu
hladiny proteinti obou tubulinti v buiikach kolorektalniho karcinomu [42]. Naproti tomu
proteinova exprese byla u prsnich nadorovych bunék vyraznéji ovlivnéna pouze
u B-tubulinu, avSak pouzitim kombinace FLU + PTX nedoslo k vyraznéjs$i zmén¢ oproti
pouziti samotnych PTX a FLU.

Ovlivnénim bun¢k FLU a PTX dochazelo také k modulaci markert zapojenych
do adheze a migrace bunck. MDA-MB-231 bunécna linie, u které pievlada zejména
mesenchymalni fenotyp, vykazovala nizkou hladinu E-kadherinu na trovni mRNA
i proteinti, na rozdil od linie MCF-7, kde byl E-kadherin zvySené exprimovan [38].
U linie MCF-7 doSlo k vyraznému narastu hladiny E-kadherinu na Grovni mRNA,
po ovlivnéni FLU, PTX, stejné tak i pouzitim kombinace obou. Naproti tomu u hladiny
mesenchymalniho markeru N-kadherinu pfi pouziti kombinace PTX s FLU nedoslo
k vyraznéjSimu poklesu mnozstvi po pouziti kombinace.

Dal$imi  dilezitymi markery v nadorové progresi jsou matrixoveé
metaloproteindzy 2 a 9, které se podileji na degradaci extracelularni matrix, ¢imz
usnadnuji metastazovani bunék do sekundarniho loziska [40]. Ke sniZzeni exprese MMP-2
dochazi vlivem PTX a FLU pouze u bunck MDA-MB-231, avSak ani v tomto piipadé
kombinace 1é¢iv nevykazuje potenciaci tohoto ti¢inku.
byla zjiSténa zvysSena aktivita kaspazy 2 a kaspaz 3/7 [42]. Proto v na$i studii byla takeé
stanovena aktivita téchto kaspaz u bunécnych linii MCF-7 a MDA-MB-231. U bunétné
linie MCF-7 vedlo ovlivnéni bun¢k kombinaci [é€iv k mirnému zvySeni aktivity kaspazy
2 oproti pouziti samotného PTX. U bun€ék MDA-MB-231 bylo toto zvySeni aktivity
pfi pouZiti kombinace 1éCiv jeSté vyraznéjsi. Zaroven zde bylo moZné pozorovat, Ze

Meéfteni aktivity efektorovych kaspaz 3/7 po ovlivnéni kombinacemi 1é¢iv u bunék
MCF-7 neprokazalo vyrazné zvySeni Uc¢inku oproti pouziti samotnych 1é¢iv. Mirné
zvySeni ucinku po ovlivnéni kombinaci 1é¢iv bylo mozné pozorovat u bunck
MDA-MB-231. Zarovenn bylo mozné¢ u bunék MCF-7 pozorovat zvySeni aktivity
kaspaz 3/7 pti ovlivnéni bunék samotnym FLU.

V dalsi c¢asti nasi studie bylo porovnavano mnozstvi PTX wuvnitf bunck
pfi ovlivnéni bun¢k samotnym PTX a kombinaci PTX + FLU. MnozZstvi PTX pfitomného

v bunikach bylo kvantitativné stanoveno pomoci metody LC/MS. Béhem tohoto stanoveni
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bylo zjisténo, ze hladina PTX ptitomného v buiikdch po podani kombinace 1éCiv byla
mirné€ niz§i nez pii podani samotného PTX. Tento efekt byl pozorovan u obou
testovanych bunécénych linii MCF-7 i MDA-MB-231. Tento fakt by mohl byt jednim
z divodi nedostatecné potenciace ucinku PTX na proliferaci bunék a expresi markeri
pfi ovlivnéni prsnich nddorovych bunék kombinaci FLU a PTX.

Na zéklad¢ nasich vysledk 1ze konstatovat, ze FLU je nad¢jnym léCivem, které
by mohlo byt vyuzito k 1é¢b¢ rakoviny prsu. Avsak jeho pouziti v kombinaci s PTX nelze

doporucit u tohoto typu nadoru.
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7. Zaveér

Na zakladé provedenych experimentii Ize dosazené vysledky shrnout

do nasledujicich bodu:

nejvyssi  hladiny markeri souvisejicich s nddorovou  progresi
(N-kadherin, MMP2, MMP9) byly nalezeny u bunééné linie BT-474,
pricemz nejvyssi schopnost migrace byla pozorovéna u bunécné linie
MDA-MB-231

FLU vykazoval ve vSech liniich vyrazny antiprolifera¢ni ucinek.
Nejcitlivéjsi k FLU 1 PTX byly prsni naddorové buiky MDA-MB-231,
u kterych byla zaroven stanovena nejniz§i hodnota IC50 pro obé
chemoterapeutika

pfi pouziti kombinace PTX + FLU na prsnich nadorovych liniich MCF-7
a MDA-MB-231 nedochéazelo k potenciaci antiproliferacniho uc¢inku
PTX

nebyl pozorovan vliv FLU na potenciaci u¢inku PTX na expresi molekul
spojenych s adhezi, migraci a proliferaci u bunék MCF-7
a MDA-MB-231

a efektorovych kaspaz 3/7 pti pouziti kombinace PTX + FLU, tento efekt
byl obzvlasté viditelny u bunck MDA-MB-231

hladina PTX ptfitomného v buiikkdch byla mirn¢ sniZena pii ovlivnéni
bunck kombinaci PTX + FLU v porovnani s pouZitim PTX samotného;

tento jev byl pozorovan u obou bunécnych liniit MCF-7 a MDA-MB-231
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8. Seznam zkratek

AA — akrylamid

APS — persiran amonny

BRCA — tumor supresorovy gen pro rakovinu prsu
BSA — bovinni sérovy albumin

cDNA — komplementarni DNA

CIM — cell invasion and migration

COX-2 — cyklooxygendza 2

DEPC voda — voda bez nukleédz

DNA — deoxyribonukleova kyselina

EGF — epidermalni rtstovy faktor

EpCAM - epitelidlni adhezivni molekula

ER — estrogenovy receptor

Erk — extracelularni signalem regulované proteinkinazy
FBS — fetalni bovinni sérum

FLU — flubendazol

GTP — guanosintrifosfat

HER?2 — receptor pro lidsky epidermalni ristovy faktor
IC50 — stfedni inhibiéni koncentrace

ICAM — intercelularni adhesivni molekula

LC — kapalinova chromatografie

MAPs — mikrotubuly-asociované proteiny

MMPs — matrixové metaloproteinazy

mRNA — messenger RNA

MS — hmotnostni spektrometrie

PBS — fosfatovy pufr

PET — polyethylentereftalat

PR — progesteronovy receptor

PTX — paklitaxel

PVDF — polyvinylidendifluorid

RNA — ribonukleova kyselina

RT-PCR — kvantitativni polymerazova fetézova reakce v realném case
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SD — smérodatna odchylka
SDS — dodecylsiran sodny

VCAM - vaskularni adhezivni molekula
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