UNIVERZITA KARLOVA

FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE

Katedra biochemickych véd

VLIV TRABEKTEDINU NA BUNKY ODVOZENE
Z KOLOREKTALNIHO KARCINOMU

Diplomova prace

Vedouci diplomové prace: doc. PharmDr. Iva BouSova, Ph.D.

Skolitel specialista: RNDr. Veronika Skarkova, Ph.D.

Hradec Kralové 2018 Jaroslav Bobek



Podékovani:

Timto bych chtél pode¢kovat piedevSim své Skolitelce RNDr. Veronice
HanuSové a doc. Ivé BouSové za jeji odborné vedeni, rady, ochotu a hlavné
trpélivost v pribéhu vypracovavani této diplomové prace. Také bych chtél
podékovat ostatnim pracovnikéim Ustavu lékatské biologie a genetiky Lékatské
fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kréalové za vstficnost a pomoc s praci

v laboratofi.



Prohlaseni:

Prohlasuji, ze tato prace je mym plvodnim autorskym dilem. VeSkera literatura
a dal§i zdroje, z nichZ jsem pii zpracovani Cerpal, jsou uvedeny v seznamu
pouzité literatury a v praci fadné citovany. Prace nebyla vyuzita k ziskani jiné¢ho

nebo stejného titulu.

Hradec Kralové 2018 Jaroslav Bobek



ABSTRAKT
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Kandidat: Jaroslav Bobek

Skolitel: Doc. PharmDr. Iva Bousova, Ph.D.

Skolitel specialista: RNDr. Veronika Skarkova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Vliv trabektedinu na buiiky odvezené z kolorektalniho karcinomu

Trabektedin je alkaloid, ktery se pfirozené vyskytuje v moiskych plasténcich Ecteinascidia
turbinata. Jeho mechanismus U¢inku spociva v tvorbé komplexi s DNA, transkripénimi
faktory a jadernymi proteiny. To zplsobi blokadu transkripce a poruchu funkce reparac¢nich
mechanismii. DNA v buiice. Toho muizeme nasledné vyuzit v 1écbé nékterych typa
nadorovych onemocnéni, konkrétné v této praci jsme zkoumali jeho vliv na bunky
kolorektalniho karcinomu. Tuto latku jsme testovali na nadorovych bunéénych liniich SW
480 (odvozena od primdrniho loziska adenokarcinomu) a SW 620 (metastatickd linie
z lymfatickych uzlin od stejného pacienta). Primarni bunécné kultury oznacené 36B a 39B
byly ziskany odbérem od pacientti ve Fakultni nemocnici Hradec Kralové a jejich naslednou
kultivaci. Primérni kultury 36B a 39B byly odvozeny z primarniho loZiska nadoru tlustého
stteva. U vSech linii byla testovdna cytotoxicita trabektedinu a nasledn€ vypocitany hodnoty
inhibi¢ni koncentrace 1Cso. U bunck 36B a 39B byly tyto hodnoty pouzity pii zkouSce
ovlivnéni migrace. U obou primarnich kultur doslo vlivem trabektedinu ke snizeni schopnosti
migrace. Pomoci RT-PCR a imunoblotingu jsme zjistili vyznamné snizeni exprese
sledovanych adhezivnich a invazivnich molekul (EpCAM, ICAM-1, E-kadherin, N-kadherin,
FAK, fosfo-FAK) u linie 36B pii koncentraci trabektedinu 5 pg/ml. Tato linie byla podle
naSich zjiSténi nejcitlivéjsi k pouzitym koncentracim trabektedinu. Vysledky dosaZené u
bunécnych linii SW 480 a SW 620 a primarni kultury 39B nebyly tak jednozna¢né. U
nékterych molekul doslo ke snizeni hladin, nékteré nevykazovaly signifikantni zmény a u
nékterych se hladiny studovanych molekul zvysily. Jako slibné se ukazalo pisobeni
trabektedinu na proteiny FAK a fosfo-FAK, jejichz hladiny se u vétSiny bunécénych linii a

primarnich kultur snizily.



ABSTRACT

Charles University
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Title od diploma thesis: The effect of trabectedin on the cells derivated from colorectal

carcinoma

Trabectedin is alkaloid, which occurs naturally in sea tunicate Ecteinascidia turbinata. Its
mechanism of action consist of creation complexes with DNA, transcription factors and
nuclears proteins. This cause blocade of transcription and defect of repair mechanism of DNA
in cell. We can use it in therapy of some types of cancer, in this particular work we was
researching influence on colorectal carcinoma. We tested this substance on two cancerous cell
lines SW 480 — derivated from primary deposit of adenokarcinoma and SW 620 — metastatic
line from lymph nodes from same patient. Prime cell cultures marked as 36B and 39B were
secured from patients in University Hospital in Hradec Kralové and their following
cultivation. Both samples 36B and 39B were derived from the primary colon tumor deposit.
On all cell lines was performed cytotoxicity assay and then was individualy calculated ICsy.
These values were used in migration assay for cells 36B and 39B. After treatment with
trabectedin both samples showed a decrease in migration capacity. With RT-PCR and
immunobloting we discovered significant decrease in expresion of observed adhesive and
invasive molecules (EpCAM, ICAM-1, E-cadherin, N-cadherin, FAK, p-FAK) on line 36B at
a trabectedin concentration of 5 pg/ml. By our measurement was this line most sensitive to
selected levels of trabectedin. Achieved result on other lines were not clear. Some observed
molecules have here decreased levels, some have not shown significant changes and some
have increased levels. Trabectedin has been shown to be promising for FAK and phospho-

FAK proteins whose levels have decreased in most cell lines and primary cultures.
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1 Uvod

Nadorova onemocnéni jsou celosvétové druhou nejcastéjsi pti¢inou umrti. V roce 2015
v jejich duasledku zemielo ve svété 8,8 milionu lidi. NejcastéjSimi typy nadorovych
onemocnéni u muzu jsou rakovina plic, prostaty, tlustého stieva a kone¢niku, zaludku a jater.
U Zen je situace podobna, u nich jsou nejcastéjsSimi typy rakovina prsu, plic tlustého stieva a
kone¢niku a délohy (82). Odhadovany pocet pfipadl u deseti nejCastéjSich nddorovych

onemocnéni ve svété za rok 2012 je uveden v Obr. 1 (83).

Estimated number of incident cases, both sexes, worldwide (top 10 cancer sites) in 2012
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Obr 1: Celosvétovy vyskyt nejéastéjsich typa rakoviny v roce 2012 (83)

Nadorové bunky jsou charakterizovany nekontrolovatelnym dé&lenim. K tomu dochazi
v disledku mutaci v genetické informaci, zméndm v ristovych a inhibi¢nich signalech a
omezeni v kontrolnich mechanismech bunky. Pokud jsou buiiky dobfe ohranicené a
pfipominaji tkan, ze které pochdzeji, mluvime o benignim nadoru. Maligni forma je
charakterizovana ztratou diferenciace, proristanim do okoli a roz§ifovanim do vzdalenych
tkani pomoci krevniho ¢i lymfatického fecisté (2).

Trabektedin je jednou znovéjSich molekul v terapii nddorovych onemocnéni. Jednd se o
alkaloid, ktery byl izolovan z motskych plasténcti, a diky svému plisobeni na nadorové bunky
na vice Urovnich se jevi jako nad&ny kandidat v terapii nddorovych onemocnéni. V soucasné
dobé¢ je v Evropské unii schvalen ke dvéma indikacim a to k 1écbé sarkomti mekkych tkani a
karcinomu vaje¢niku a vejcovodi (43,44).

Tato diplomova prace byla vypracovana na Ustavu 1ékaiské biologie a genetiky, Lékatské
fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové. V této praci jsme se zabyvali vlivem
trabektedinu na nddorové bunécné linie SW 480 a SW 620, které jsou odvozené od

kolorektalniho karcinomu, a na primarni bunécné kultury 36B a 39B odebrané z lozisek



nadoru tlustého stieva pacientti ve Fakultni nemocnici Hradec Kralové. Vzhledem k vysoké
incidenci karcinomu tlustého stfeva a konecniku u nas i ve svété se studium vlivu novéjsiho
cytostatika trabektedinu na burky tohoto karcinomu pfimo nabizi. V této praci jsme hodnotili
ucinek trabektedinu na Zzivotaschopnost vyse zminénych nadorovych bunék, na schopnost
primarnich bunécnych kultur migrovat, a na expresi adheznich a invaznich molekul na Grovni

mRNA a proteinu.
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2 Soucasny stav poznani

2.1 Kolorektalni karcinom
Kolorektalni karcinom (CRC) je zhoubné nadorové onemocnéni. CRC vznikd, jako vétSina

ostatnich karcinomii, kombinaci genetickych faktorti spolecné s vlivy vnéjSiho prostiedi.
Nekteré typy nadort také ovliviuji dédicné mutace specifickych genti. Nadorové builky
vychazeji z ptivodné jedné mateiské, u které se vétsinou akumuluji genetické zmény (mutace
jednotlivych genil) a zmény epigenetické (ovliviiuji expresi gentl). Mezi genetické faktory
patii zmény hlavné (ne ale pouze) v téchto tiech skupinach genti: tumor-supresorové geny,
protoonkogeny a geny systému reparace chybného parovani nukleotidi (,,DNA mismatch
repair system*). Ze zmén epigenetickych mizeme zminit zmény metylace DNA, acetylace
histonti, inhibice mezibunécné komunikace a ovlivnéni mechanisml pfenosu signald

regulujicich proliferaci, diferenciaci, bunéény cyklus a apoptozu bunék (1,2).

2.1.1 Rizikové faktory vzniku CRC
Rizikové faktory vedouci ke zvySené Sanci onemocnénim CRC, které mohou byt jak

ovlivnitelné tak nikoli, jsou i vlivy vnéjsiho prostfedim. Z hlediska pohlavi jsou vice ohrozeni
muzi. ZvySené riziko v souvislosti se zdravotnim stavem zaznamenavame u lidi s Crohnovou
chorobou, ulcer6zni kolitidou, diabetem mellitem 2. typu, u pacientd majicich stievni polypy
anebo jiny typ rakoviny. Lid¢ star$i 50 let a s CRC v rodinné anamnéze jsou také nachylné;si
k tomuto onemocnéni. Ohledné Zivotniho stylu jsou ohrozeni vice lidé snadvahou,
konzumujici zvySené mnoZstvi potravy upravené pecenim a grilovanim, potraviny s menSim
podilem vlakniny, vys$§im podilem Zivo€iSnych nasycenych mastnych kyselin, lidé
konzumujici velké mnozstvi alkoholu, déle kutaci, lidé s nizkou pohybovou aktivitou a lidé

s nizkym pfijmem vapniku, selenu, vitamini A,C,E a kyseliny listové (3.4).

2.1.2 Rozdéleni CRC
Nédory délime z vice hledisek. Makroskopicky miize mit CRC podobu polyploidni, difuzni ¢i

ulcerdzni. Z histologického hlediska je az 95 % karcinomi tlustého stfeva a konecniku
tvofeno adenokarcinomy. Mezi dal§i mozné typy karcinomii vyskytujici se v této cCasti
traviciho traktu patfi napf. karcinoidy, lymfomy, sarkomy a gastrointestinalni stromalni
tumory. Nadory téchto typli mohou mit odli§né ptiznaky a lécbu. Tyto typy vSak tvoii pouze
malou ¢ast z celkového poctu, a tak kdyz mluvime o kolorektalnim karcinomu, mame na
mysli adenokarcinom. Tento typ nadoru vychazi ze Zlazového epitelu sliznice, ktery vytvari
sliz pro zvlhéeni jejiho povrchu. Vzniku tohoto nadoru velice Casto predchéazi rizné stupné

zmén tkdné€ od hyperproliferace pies polypy az po prekancerozy (dysplazie tkané, vznik
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adenomi). Konenym stadiem je pak zvrat benigniho adenomu do maligni formy
adenokarcinomu (obr. 1). Dulezitd pro stav pacienta je také znalost histologického stagingu
(tj. umisténi nadoru, jeho infiltrace do okolnich tkani a tvorba metastaz) a gradingu (tj. stupen

diferenciace bunck - ¢im mensi je diferenciace bunck, tim horsi je prognoza) (5).

Abnormal cell growth

hyperpro- adenomatous polyps severe dysplasia
liferation ~ (small)  (large) (precancerous polyp)  adenocarcinoma invasive cancer

Benign Malignant

Obr. 2: Rizna stadia premény tkan¢ ve stieve (6)

2.1.3 Incidence a mortalita v CR
Co se ty¢e incidence a mortality je situace v Ceské republice velice nelichotiva. Dlouhodobé

se drzime na Spicce v obou téchto kategoriich at’ uz ve srovnani s ostatnimi evropskymi staty
¢i celosvétoveé. Od 70. let incidence rostla az do roku 2000 a od té doby se drzi okolo hodnoty
8000 nov¢ diagnostikovanych piipadlit CRC za rok, coz odpovidd 80 onemocnénim na 100
tisic obyvatel (obr. 2). V incidenci je ale velmi vyrazny rozdil mezi pohlavimi. Zatimco u
muzl se tato hodnota pohybuje okolo 90 piipadti na 100 tisic obyvatel, u Zen je incidence o
tietinu mensi a to pouze kolem 60 pfipadt na 100 tisic obyvatel (Obr. 3). Mortalita je ro¢né
kolem 4000 pacientl a stejn¢ jako u incidence plati, Ze u muzt je vét$i nez u zen. Mirné
pozitivum muzeme nalézt v tom, Ze se v poslednich letech mirné snizila mortalita, coz je

nejspis disledkem lepsi zdravotni péce a jeji dostupnosti (7).

C18-C21 - incidence a mortalita — obé pohlavi
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Obr. 3: Incidence a mortalita CR v obdobi let 1977-2014 (8)
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C18-C21 - incidence a mortalita — muzi
C18-C21 - incidence a mortalita — Zeny
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Obr. 4: Rozdily v incidenci a mortalité CRC mezi pohlavnimi v CR (8)

2.1.4 Vékova struktura nemocnych
Pocet nemocnych ve vékovych skupinach roste az do obdobi 65-69 let, kdy mé sviij vrchol a

odtud pozvolna klesa. VétSina pacientt je starsi 60 let, soucet vS§ech mladsich skupin tvofi 19

% ze vSech nemocnych. Na obrazku 4 je vidét rozlozeni do vékovych skupin z let 2010-2014

(8).

C18-C21 - vékova struktura — obé pohlavi
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Obr. 5: Podil pacientd v jednotlivych vékovych skupinéch (8)

2.1.5 Prevalence a klinicky diagnostikovana stadia
Vzhledem ke stale rostouci incidenci a mirnému poklesu mortality prevalence v poslednich

letech stale roste. Také se nedati zlepSit pomér diagnostikovanych klinickych stadii CRC, coz
je negativni jev, vzhledem k velmi odliSnym prognézam jednotlivych stadii. Cim rangjsi
stadium CRC je zachyceno, tim se vyrazné zvySuje Sance na pozitivni vysledek lécby a
dlouhodobé preziti. Jen asi 40-45 % piipadi je zachyceno ve stadiu 1 ¢i 2 (obr. 5). To

ovlivituje dosazeny vysledek 1écby, zatimco pétileté relativni preziti pacienta ve stadiu 1 je 86
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%, ve 4. stadiu je to jen 12,5 %. Tyto poznatky by nds méli vést k posilovani prevence a

screeningu tohoto onemocnéni (7,8).

C18-C21 — podil klinickych stadu - obe pohlavi
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Obr. 6: Podil klinickych stadii v priibéhu let v CR (8)

2.1.6 Epidemiologicka data ve svété
Celosvétove se fadi CRC na tfeti misto v incidenci nové diagnostikovanych nadorti. V roce

2012 to bylo 1,4 milionu nov¢ diagnostikovanych ptipadli, coz procentudlné odpovida asi 10
% vsech nadorovych onemocnéni. Muzskych pacienti bylo stejné jako v CR vice nez
zenskych pacientt. V podilu vSech nadorovych onemocnéni byl CRC u zen na 2. misté a na 3.
misté u muzd. Vice postizené jsou staty s vysokou zivotni Grovni - oblast Severni Ameriky a
Evropy, zatimco na opa¢ném konci Zebficku jsou Asie a Afrika. V potadi jednotlivych zemi
je na prvnich piickach postupné Slovensko, Mad’arsko a Novy Zéland. Ceské republika
zaujima 5. misto v incidenci spole¢né s Norskem. Co se tyce mortality, ve srovnani se svétem
jsme bohuzel na tietim misté za Slovenskem a Mad’arskem (9,10,12). Progn6zy do budoucna
ohledné epidemiologickych parametrii souvisi s oblasti zajmu. Zatimco v rozvinutych zemich
s vysokou zivotni Grovni incidence roste jen mirn€ a mortalita dokonce mirné klesa, a to diky
vysoké kvalit¢ a dostupnosti Iékaiské péfe a screeningu. Ve stiedné rozvinutych a
rozvojovych zemich se piedpokladd nariist incidence a mortality, tak jako tomu bylo ve
vyspélych zemich v minulych desetiletich. Kvili nekvalitni, nedostatecné, nebo dokonce
chybéjici 1ékarské péci v téchto zemich bude nartist oproti vyspélym zemim prudky. Pokud se
1 v téchto oblastech povede zajistit dostate¢nou a dostupnou l€¢katskou péci, tak by se 1 tam

méla situace ustalit tak, jako k tomu dochazi v sou¢asné dobé v CR (11).
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2.2 Kancerogeneze a metastazovani
Kancerogeneze je proces oznacujici vicefdzovou pfeménu bunky na buiiku neoplastickou.

Bunka pak neadekvatné odpovida na ristové ¢i inhibiéni signdly, muze potlacovat
mezibunéénou komunikaci a apoptézu. Navic zacne uptfednostiiovat své vlastni d€leni, coz je
pro organismus nezadouci. Tento proces zahrnuje zmény genetické a epigenetické. Proces

kancerogeneze d€lime na tfi stadia: faze iniciace, promoce a progrese (Obr.6) (16).

Mnohostupriovy proces karcinogeneze
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Obr. 7: Karcinogeneze (2)

2.2.1 Faze kancerogeneze
Faze iniciace se vyznacuje vlastnim poSkozenim DNA mutaci ¢i mutacemi, které jsou

nevratné. Normalni buiika tim ziskava predispozice stat se v budoucnu buiikou nadorovou.

Dokud odpovidé spravné na bunéénou regulaci, ztistava v latentnim stadiu.

Nasleduje stadium promocni, které se vyznacuje velkou cCasovou variabilitou.
Transformovana bunka se v této fazi zacind pilisobenim promocnich faktort délit. Jsou to
latky plisobici negenotoxickymi (epigenetickymi) mechanizmy. Mohou to byt napf. rlstové
signaly, latky vnéjSiho ptivodu — z diety, fyzikalni ¢i chemické faktory. Tyto faktory sami o
sob¢ nevyvoldvaji maligni transformaci, ale mohou ji podpofit. Podle intenzity téchto faktora
jsou buiiky bud’ stimulovany, nebo se pfi jejich odstranéni proces kancerogeneze zpomaluje,

n¢kdy dokonce i zastavuje. Faze promoce je zpocatku vratnd, pozdéji uz ne.

Posledni je faze progrese, kdy se hromadi dal§i mutace, obzvlast zmény v poctu chromozomu

a jejich prestavba. Dochazi také k trvalé aktivaci rastovych faktori. To mé za nésledek vétsi
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rychlost proliferace, invazivnost a moznost tvorby metastaz. Prechazi zde stadium benigni do

stadia malignity a z populace bun¢k preneoplastickych se stavaji buitkky neoplastické (2,16).

2.2.2 Mutageneze
Genetické zmény neboli mutace jsou kvalitativni ¢i kvantitativni zmény v DNA. Vznikaji na

urovni genl i chromozom, tato zmeéna je ireverzibilni a miZze byt indukovana riznymi
faktory. Toto poskozeni mohou vyvolat podnéty fyzikalni (napt. RTG zéfeni, UV zafeni aj.),
chemické (alkylacni, acetylacni a jiné latky) ¢i biologické (napt. viry). Zname také
kokarcinogeny, coz jsou latky, které aktivuji karcinogeny. Na druhé stran¢ existuji
antikarcinogeny, coz jsou latky pusobici proti karcinogenim tim, ze se na né vazi,
odbouravaji je, deaktivuji jejich aktivacni enzymy, nebo plisobi jako kompetitivni inhibitory.
Zmeéna genu je vysledkem chybného parovani, chyb v opravach DNA, nebo piisobeni defektni
DNA polymeradzy. To miize zplsobit zménu funkce ¢i mnozstvi proteinu, ktery je timto
genem kodovany. Dal§i moznosti je zména poctu chromozomil ¢i jejich usporadani. Chyba
poc¢tu genit v chromozomu oproti normalu mize vyustit ve zménu jeho funkce, pfestoze je
kodovan spravné. Velkym problémem je nestabilita genomu nadorovych bunék, ktera
zpusobuje ¢asté mutace. Ty pak blokuji pfirozené mechanismy regulace a mohou zptisobovat

rezistenci k chemoterapeutikiim (2,13).

2.2.2.1 Bodové mutace
PoSkozovani a reparace DNA probihaji v naSem téle neustale. Zptsobuji ho nejen cizorodé

latky, ale 1 latky endogenni. Samotné chyby v syntéze DNA nemusi nutné znamenat mutaci,
pokud je zachyti a opravi kontrolni mechanismy bunky. Neptesnosti v syntéze DNA se 1isi
podle typu DNA polymerdzy. U nadorG nebyly prokdzany chyby v DNA polymeréaze
ucastnici se replikace DNA, ale ve dvou hlavnich repara¢nich systémech. Na nestabilité
nadorovych bunck se podileji dva mechanismy: 1) vzristajici pocet chyb v syntéze DNA
zpusobi nefunk¢ni reparacni proteiny; 2) hromadéni mutaci, které piinaSeji buntkdm nové

generace vyhodu oproti bunkdm normalnim, nebo oproti pfedchozim generacim (2,14).

2.2.2.2 Chromozomové mutace
Zdrojem genetické nestability jsou nejen bodové mutace, ale 1 mutace na urovni celych

chromozomu. Projevuji se jako amplifikace, delece, translokace anebo aneuploidie (obr. 7).
Amplifikace neboli zmnoZeni genli se Casto vyskytuji u pozdnich stadii malignich nadort,
mohou souviset s rezistenci k chemoterapeutikim a mivaji nepfiznivy prognosticky vyvoj.
Aneuploidie je zména poc¢tu chromozomu, ktera se vyskytuje u celé fady nadort. Dalsi

podstatnou nestabilitou je chromozomalni ¢i genova delece, charakterizovana ztratou
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piislusného genu. Jestlize k takovymto zménam dojde u tumor-supresorovych genti, mtize to
zpusobit zvySenou proliferaci bunky, vytvofit pifedpoklad pro dalsi genetické zmény a

v krajnim ptipad¢ vytvofit nddorovy fenotyp buiiky.

Deletion Duplication Inversion Insertion
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Obr. 8: Typy chromozomovych mutaci (28)

2.2.2.3 Zmény v bunééném cyklu
Zmény v kontrolnich bodech bunétného cyklu jsou dal§i adaptaci nadorovych fenotypi.

V bunééném cyklu existuji ptirozené body, ve kterych se kontroluje spravnost DNA a
v ptipad¢ jeji chybovosti dochéazi k reparaci, nebo v piipadé vétsiho poskozeni k apoptdze
buiiky. Kdyz dojde k vyrazeni téchto kontrolnich bodl, dochazi k ptrezivani a déleni bunck

s chybnou DNA.

Jako piiklad si miZeme uvést protein p53 kdodovany genem TP53 na chromozomu 17.
Ve zdravé buiice je protein p53 vazdn na MDM2. Pii poskozeni DNA se MDM2 fosforyluje a
uvolnuje se protein p53. Ten pak v jadie plisobi na gen p21. Produkt tohoto genu inhibuje
cyklin-dependetni kinazy a zastavuje bunécny cyklus, aby mohlo dojit k opravé DNA.
Dédi¢né choroba Li-Fraumeniho syndrom je zptisobena zdédénim mutované formy genu pro

p53 od jednoho zrodict. Dusledek pouze jedné funkéni sady pro protein p53 jsou vétsi

vvvvvv

2.2.3 Protoonkogeny
Geny odpovédné za vyvoj rakoviny nazyvame protoonkogeny. Tyto geny maji svoji

fyziologickou funkci v organismu, ale jejich mutaci dochdzi k nezadouci zméné. Koduji
proteiny diilezité pro regulaci ristu, diferenciaci a apoptdézu bunck. Onkogen je mutovany

protoonkogen vedouci k vzristu aktivity jeho produktii. Protoonkogeny délime podle umisténi
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jejich produktu na sekrecni proteiny, proteiny bunééného povrchu, cytoplazmatické proteiny a
jaderné proteiny. Druhé déleni je podle funkce jejich produktd na ristové faktory, receptory
pro rustové faktory, cytoplazmatické proteiny — proteinkindzy a G-proteiny, a jaderné

proteiny (2,13,16).

Ze skupiny RAS onkogenli jsou ve vztahu k CRC podstatné zejména zmény K-RAS
(zastoupeni asi u 40 % CRC). Proteinové produkty téchto genil patii mezi G-proteiny, které
zprostiedkovavaji prenos signalu z cytoplazmy do jadra. Spadaji do kaskady receptoru pro
epidermalni ristovy faktor (EGFR). Tato kaskada reguluje proliferaci, apoptozu, prezivani a
schopnost migrace bunck sliznice kolorekta - zdravych i nadorovych. Pokud je pfitomna
nemutovand forma (wt-RAS), aktivita této cesty zavisi na stimulaci EGFR navazanim
aktivacniho ligandu. V mutované formé se K-RAS aktivuje bez nutnosti signali od EGFR.
Proto se pacientim, ktefi jsou adepti pro 1écbu anti-EGFR protiladtkami (cetuximab,
panitumumab), délaji testy na RAS formu. Buiky s mutaci RAS jsou k témto léciviim

rezistentni. K aktivaci kaskady nepottebuji signal z EGFR, ktery tato 1é¢iva blokuji (47,48).

2.2.4 Tumor-supresorové geny
Produkty tumor-supresorovych genli zastavuji dé¢leni, podporuji diferenciaci, piipadné

navozuji apoptozu. Ztrata jejich funkce je jednim z ptfedpokladli pro hromadéni mutaci a
maligni zvrat buiiky. Nazyvaji se také recesivni onkogeny, coZ znamend, ze se projevi az
pfi mutaci obou alel na homolognich péarech chromozomui. Pokud dojde k mutovani alel
béhem Zivota, mluvime o sporadickém vyskytu. V ptipadé¢ zdédéni jedné mutované a jedné
zdravé alely se jednd o familiarni vyskyt. KdyZ mutuje 1 druha alela, mutace se projevi.

Tomuto procesu fikame ztrata heterozygozity (49,50).

Tumor-supresorové geny reguluji bunécny cyklus. Zastupce této skupiny protein p53 je jiz
zminén v kapitole 2.2.3. Dal§im ptikladem z této skupiny je retinoblastomovy gen a jeho
produkt Rb-protein. Funkci Rb-proteinu je regulace bunééného cyklu inhibici transkripcniho
faktoru E2F. Hypofosforylovany Rb-protein vaze E2F faktor a blokuje pfechod buiiky z G; do
S faze bunécného cyklu. Pti patologickych zménach se uvoliiovanim nadmérného mnozstvi
E2F faktoru buiika posouva do dalsi faze bunécného cyklu a dochazi k nezadoucimu déleni.
Déle miZeme zminit APC gen. Jeho mutace jsou spojeny s deregulaci drahy inaktivujici
B-katenin. Dé&di¢né mutace tohoto genu zplsobuji familidrni adenomatozni polypozu,
projevujici se vznikem velkého mnozstvi adenomil s vysokym rizikem vzniku kolorektalniho

karcinomu (49,50).
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2.2.5 Epigenetické zmény

2.2.5.1 Metylace DNA

Epigenetické zmény ovliviiuji expresi genll bez zmén v sekvenci DNA. Jednou z moznosti je
metylace DNA. Je to modifikace genomu navazanim metylovych zbytkii do polohy 5 cytosinu
v dinukleotidu CpG. Rozlozeni metylovanych skupin je nerovnhomérné (obr. 8). VEtSina
genomu ma nizkou metylaci, ta se soustfedi v kratkych usecich bohatych na CpG, nebo na
opakujicich se sekvencich. Useky nemetylované DNA jsou piipraveny k transkripci, zatimco
silnd metylace tento proces blokuje. To je také jeden zregulacnich procesti builkky pro
selektivni vybér gend, které budou aktivovany v Zddoucim case na zddoucim misté.
Nadmérna, nebo naopak nedostatecnd metylace tak muze v nadorovych buiikach vést
k potlaceni exprese tumor-supresorovych gend, nebo umoznéni zvySené exprese rustovych

faktorti. Timto zpisobem muze metylace usnadnit mutagenezi (17,15).
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Obr. 9: Zabranéni transkripce metylaci DNA (2)

2.2.5.2 Modifikace histonti
Dalsi epigenetickou moznosti zmény funkce je modifikace histoni. Histony téz podléhaji

posttranslaénim tipravam. Upravou téchto d&jii je ovlivnéna genova aktivita. Spoletné
s metylaci se vyznamné podileji na aktivaci a utlumeni genové exprese. Mezi nejbéznéjsi
modifikace patii acetylace, metylace a fosforylace. Tyto zmény se d¢€ji obvykle na N-konci
histonu. Metylace histonovych proteinti probihaji pifedev§im na lysinovych a argininovych
zbytcich. Vysledny Uc¢inek zdvisi na misté¢ upravy. Na nékterych mistech dojde metylaci
k aktivaci mista pro transkripci, jinde naopak k inaktivaci. Acetylace lysinovych zbytka
v histonu probiha za pomoci histonacetyltransferaz (HAT). Touto reakci se destabilizuje

struktura nukleozomu a geny se zpfistupiiuji transkriptnim faktorim. Acetylace tedy

19



podporuje transkripci. Opacné ptsobi histondeacetylazy (HDAC), které zpiisobuji kondenzaci

chromatinu a potlaceni transkripce (51).

2.2.5.3 Zmény mikroRNA
Soucasti epigenetické regulace jsou také mikroRNA. To jsou malé nekodujici molekuly RNA

o délce 17-24 bazi, které nekoduji zadny gen. Jejich funkei je post-transkripcni represe protein
kédujicich genti. Toho dosahuji inhibici translacniho mechanismu, nebo destabilizaci mRNA.
MikroRNA se navéaze na useky mRNA a zabrani jeji translaci. Ackoliv jsou regulatory, tak
samy podléhaji systému regulaci, ktera probiha jak na urovni jejich metabolismu, tak
realizace jejich vlastni regulac¢ni funkce. Poruchy téchto regulaci jsou vyznamnou udalosti
v patogenezi nadorovych onemocnéni. Pfi nddorovém onemocnéni mize dochazet k zménam
hladin mikroRNA. Je to jak zvySeni hladin, tak i jejich sniZeni. Z toho miZeme usuzovat, Ze
pusobi jako onkogeny i1 tumor-supresorové geny. Funkce mikroRNA je individudlni pro
kazdou znich a zéaroven je ovlivnéna tkéni/tumorem, ve kterém se vyskytuje. Ve vztahu
k CRC jako tumor-supresorové geny pusobi mikroRNA-143 a mikroRNA-145, jejichz
hladiny jsou snizeny. Naopak hladina mikroRNA-21 je zvySena, proto predpokladame, ze
pusobi jako onkogen. Zmén téchto hladin miZzeme vyuzit pro diagnézu a uréeni prognozy
onemocnéni. Dale miize mikroRNA slouZit jako cil pro terapii, kde budeme sniZovat hladiny
onkogennich mikroRNA a zvySovat hladiny tumor-supresorovych mikroRNA
(2,14,17,52,53).

2.2.6 Metastazovani
Posledni fazi rozSitovani maligniho nadoru je metastazovani, coz je tvorba novych loZisek

nadort, které nejsou pifimo spojené s loziskem primarnim (obr. 9). Tkané jsou mezi sebou
oddéleny bazalnimi membranami a intersticidlni pojivovou tkani. Pfi normélnim stavu jsou
zde exprimovany integriny, diky nimz jsou k sobé vazany epitelové buniky s laminy bazalnich
membran a kolageny. Maji na starost celistvost tkan€é. Naopak po ptislusSnych zménach
v malignich buiikach, dojde k vytvofeni a expresi geni degradujici proteiny a adhezivni
molekuly. Tyto enzymy napomadhaji dovrSit sérii kroki nutnou pro vytvofeni metastiz

znamou jako metastatickd kaskada (13,14,18).
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Obr. 10: Tvorba metastaz (2)

2.2.6.1 Metastatickd kaskada
Metastatickd kaskdda zacind uvolnénim nddorové buiiky ¢i shluku bunék od primarniho

loziska, coz je umoznéno mutacemi genu vzajemnych bunéénych vazeb (kadherini) a vazeb
bunék k extracelularni matrix (integriny). Za normalnich okolnosti by buiika nebyla schopna
prezit, avSak mutaci dojde k porusSe apoptézy a tim i zvySené proliferaci bunc¢k. DalSim
krokem je degradace mezibunééné hmoty (ECM) a vazba na nové slozky ECM,
zprostitedkované proteolytickymi enzymy, jako jsou metaloproteindzy, urokinadza aj. Po
degradaci ECM se z ni uvolni rastové faktory podporujici rist, chemotaxi a neovaskularizaci.

Poté dochézi k migraci nadorovych bunék smérem k cévnimu fecisti.

Pokud nadorové bunky prostoupi do cévniho feciste, jsou nasledné odklizeny imunitnim
systémem (NK buiiky, monocyty). Ve formé mikroembola (spolecné s leukocyty, destickami,
fibrinem) maji vétsi Sanci na pieziti, neZ osamocené. K zachyceni buiiky v cilové tkdni dojde
bud’ embolizaci kapilary, nebo adhezi na endotelové buniky cév. Nejdiive dojde k slabé adhezi
pomoci povrchovych uhlovodiki. Silnd adheze je zprostiedkovana adhezivnimi molekulami
(napt. ICAM, VCAM, E-selektin) a dale pak integrinovymi receptory, které svymi pisobky
vyvolaji kaskadu nasledujicich d&jti, mezi které patii interakce s ECM, proteolyza, pohyb

bunck aj.

Vlastni priinik nddorovych bunék do tkdn€ se pak déje tremi mechanismy: 1) paracelularné

mezi spoji endotelovych bunck, 2) vytvorenim mozaikové chimérické vrstvu obou typi
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bun¢k, anebo 3) transcelularnim prinikem skrz bunky ve velké vakuole. K navazani v nové
tkani vyuzivaji adhezivni molekuly (napf. hyaluronan). Exprese receptorti pro hyaluronan
(jako napt. CD44) podporuje vznik metastdz. Dalsi takové molekuly podporujici vznik
metastaz jsou selektiny a integriny. Po uchyceni na novém misté piijdou opét na fadu
proteazy degradujici ECM. U fady nadori byla nalezena souvislost mezi mnozstvim proteaz a

agresivitou a invazivitou nadoru (2,54).

2.2.7 Uéast mucinu na karcinogenezi
Posledni mozZnosti, kterou se nadorové buiiky mohou vyvinout, a ktery zde zminim, je vyuziti

mucinu. Mucin je glykoprotein fyziologicky se tvofici na apikalni strané bunék v dychaci,
mocové a GIT soustave. Jeho funkcei je chrénit epitel proti posSkozeni. Nadorové bunky ho
vSak vylucuji po celém povrchu, coz vede k jejich usnadnénému uvoliiovani z nadorové masy,
uniknuti pozornosti imunitniho systému zakrytim receptoriit na povrchu a zlepSeni adheze

k endotelu diky adhezivnim vlastnostem mucinu (2,13,18).

2.3 Metastazy v lymfatickych uzlinach a prognza onemocnéni
Kdyz nador dosdhne urcité velikosti, ziskd schopnost vytvaret nova loziska - metastdzy na

mistech nepfimo spojenych s primarnim nadorem. Jednou z prvnich moZnosti, kam ma
karcinom moZnost metastazovat, jsou mizni cévy a lymfatické uzliny. Pfitomnost metastaz
v lymfatickych uzlinach je dalezity ukazatel miry rozsahu zasaZeni téla naddorem. Je to jeden
z parametrti urcujicich staging nédoru. Zasazeni lymfatickych uzlin je také kliCové pro
progndzu a budouci lécbu pacienta. Pro klasifikaci nadorti se pouziva jednotny klasifika¢ni
systém TNM: T (tumor) — rozsah primarniho nadoru, N (noduli) — stav miznich uzlin v okoli

nadoru, M (metastases) — pfitomnost/nepfitomnost metastaz (tab. 1) (2,21).

Tab. 1: Klasifikace TNM (21)

Primary tumour (T)

TX Primary tumour cannot be evaluated

TO No evidence of primary tumour

Tis Carcinoma in situ (CIS; abnormal cells are present but have not
spread to neighboring tissue; although not cancer, CIS may become
cancer and is sometimes called preinvasive cancer)

T1,T2, T3, T4 Size and/or extent of the primary tumour

Regional lymph nodes (N)

NX Regional lymph nodes cannot be evaluaied

No No regional lymph node involvement

N1, N2, N3 Involvement of regional lymph nodes (mumber of lymph nodes
and/or extent of spread)

Distant metastasis (M)

MO No distant metastasis

M1 Distant metastasis is present
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Pokud ma pacient pouze primarni lozisko a rakovina se jesté nerozsifila, jsou vyhlidky dobré
a nddor se muze odstranit chirurgickym zékrokem. S rozsifenim do lymfatickych uzlin toto
feSeni prestava stacit a je nutné pak pfistoupit k chemoterapii. Dulezité je urcit miru zasazeni
lymfatického systému. Zde je také riziko falesné negativniho vysledku, kdy jiz mohou v téle
existovat mikrometastazy, které nejsou zjistitelné. V ptipad¢, ze primarni lozisko dosdhne
velikosti, pfi které je schopno tvofit metastdzy, predpokladdme jiz zasazeni i dal§ich mist a

podle toho pak ptistupujeme k 1é¢bé (22,23).

Pacienti s kolorektdlnim karcinomem s nezasazenym lymfatickym systémem maji miru pieziti
kolem 70-80 % (23). Navic podle vysledkt nékterych studii zde nalézame komplikaci, ze se
nador nesiii postupné po lymfatickém fecisti od nejblizsich uzlin ke vzdalenym, jako je tomu
typicky i u jinych typt nadort, ale mize dokonce ,,pfeskocit™ a rovnou tvorit metastazy ve
vzdalenych uzlinach. K tomuto jevu doslo ve studii Fujiitho a kol. (2011) u 9 ze 46 pacientt,
coz neni zanedbatelny pocet (20). VSechny tyto faktory samoziejmé komplikuji spravnou

diagnostiku a nasazeni odpovidajici 1écby.

Proto je n€kdy i1 pfes provedeni biopsie a urCeni stagingu obtizné ur€it miru zasaZeni
lymfatickych uzlin a to kolik jich bude tfeba odstranit. Mira pfeziti u pacientll s postizenymi
lymfatickymi uzlinami je jen 22-66 %. S rostoucim zasazenim lymfatick¢ho systému se
sniZzuje Sance na preziti (21). Pii pouhém chirurgickém teSeni kolorektalniho-peritonedlniho
karcinomu byly Sance na pfeziti u pacientll se zasaZenymi i nepostizenymi uzlinami pfiblizné
stejné oproti situaci, kdy byli pacienti dale 1é¢eni pomoci CRS (cytoreduktive surgery) ¢i PIC
(perioperative intraperitoneal chemotherapy). V téchto piipadech se jiz doba pfeziti

v zavislosti na zasazeni miznich uzlin lisila (19).

2.4 Priznaky, diagnostika a 1écba CRC

2.4.1 Priznaky CRC

Jako u spousty jinych onemocnéni tkvi nebezpec¢i CRC vtom, ze jeho pfiznaky jsou
nespecifické a prekryvaji se s ptiznaky méné zavaznych onemocnéni. Nékdy CRC dokonce az
do pozdnich stadii mize probihat bez ptiznaku. Je tieba si v§imat kazdé dlouhotrvajici zmény
sttevni Cinnosti, kterd se mulze projevovat zdcpou, prijmem, pocitem nedokonalého
vyprazdiovani, nebo obtiZznym vyprazdiiovanim. Varovnym signdlem je krev ve stolici a to
jak cervena, tak tmava. Dlouhodobé ztraty krve mohou vést k anemizaci pacienta, kterd se

projevuje unavou, dusSnosti a slabosti. Dal§imi pfiznaky mohou byt bolest bficha, plynatost,
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horsi odchod plynt €i pocit plnosti. Pokud naddor svym riistem zptisobi sttevni nepriachodnost,
projevuje se to kieCovitymi bolestmi, zacpou, slabosti, nékdy zvracenim. Jak je vidét, jednd se
o priznaky, které mohou zplisobovat i jina nenddorovd onemocnéni jako napt. hemeroidy,
infek¢ni a zanétliva onemocnéni. Proto je dilezity screeningovy program pro vcasné odhalent,

obzvlast’ u rizikovych pacienta (31).

2.4.2 Diagnostika CRC

2.4.2.1 Test na okultni krvdaceni do stolice (TOKS)
TOKS patii v . CR mezi b&Zné screeningové vysetieni. Test prokadze i drobné okem

nezjistitelné mnozstvi krve ve stolici a mél by byt provadén od 50 let véku ve dvouletych
intervalech. Pozitivni ndlez neznamend diagndézu CRC, je jim prok4zéana krev ve stolici. Pak
je pacient odeslan na dalsi vySetfeni, obvykle kolonoskopii. TOKS zachyti existujici nador
pouze u 17 % ptipadd, proto by mél byt diraz kladen na kolonoskopii, jakkoliv je pro
pacienty nepfijemna. Zde je mira zdchytu podstatné vétsi (34).

2.4.2.2 Kolonoskopie

Toto vySetieni ma v dne$ni dobé nejdulezitéjsi postaveni v diagnostice. Neméli bychom
uvazovat, zda ho provést, ale kdy a za jak dlouho opakovat. Pfi tomto vySetieni je prohlédnuta
cela délka tlustého stfeva a je mozné odebrat vzorky k biopsii. I zde existuje riziko
prehlednuti, které se zvySuje se Spatnou piipravou stfeva pacienta. Ukazuje se, Ze nejkratsi ¢as

nutny pro spravné vySetfeni je 6 minut.

Dalsi z endoskopickych metod, kterd se pouziva jako kontrolni vySetfeni, je sigmoideoskopie.

Ta je blizka kolonoskopii a vySetfujeme se pii ni pouze posledni ¢ast tlustého stieva (32,33).

2.4.2.3 Kontrastni iridografie
VysSetteni se provadi, pokud je endoskopické vySetfeni neproveditelné. Provadi se jako

dvojkontrastni vySetfeni pomoci suspenze kontrastni latky (napt. barya) a vzduchu. Jako

zobrazovaci metodu lze pouzit rentgen ¢i CT (32).

2.4.2.4 Ostatni vysetireni
Mezi ostatni méné Castd vySetieni patii endosonografie rekta, krevni obraz na chudokrevnost

a metody pouzivané jiz pfi diagnéze CRC. Pro zjisténi metastdz v plicich se pouziva RTG.
DalSim vySetfenim je pozitivni emisni tomografie, pfi ni je radioaktivné oznacena glukdza

podana do zily. Ta je pak vychytavana nadorem, ktery je zachycen pomoci kamery. Metoda je
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vyhodna ke zjiSténi pfipadnych metastaz. U pacient sjiz prokdzanym nadorem se
v pfitomnosti nddoru mohou zvySovat hladiny nddorovych markerti. Markery, jejichz hladiny
byvaji zvySené pii CRC, jsou napf. karcinoembryonalni antigen (CEA), tkanovy
polypeptidovy/specificky antigen (TPA/S) a CA 19-9. Jejich pokles ukazuje uspésnost 1€cby,
naopak vzestup miize byt prvnim znamenim relapsu. Normalni hodnota vSak nevylucuje
nador, n¢které nadory tyto markery neprodukuji a zdroveil pozitivni test mohou zpusobit i jina

nenddorova onemocnéni (31).

2.4.3 Lécba CRC

2.4.3.1 Chirurgicka lécba

Operativni feSeni CRC mlzeme povazovat za zakladni 1é€ebnou metodu. Zvoleni spravné
chirurgické metody a rozsah vyjmutych tkani zavisi na pokrocilosti onemocnéni. Pro budouci
prognozu je velice dulezité spravné urcit miru zasazeni stfeva, lymfatickych uzlin a
vzdalenych metastdz. Diulezit¢ je také histopatologické hodnoceni. Po ziskdni dostatku
informaci se rozhodne o pouzité metod¢. Cilem chirurgické 1écby je RO-resekce, coZ znamena
kompletni odstranéni zhoubné postizené tkan¢ stieva spolu se spadovou lymfatickou oblasti a
sousedicich organti, pokud jsou zasaZeny. Dale je snaha, aby byl vykon definitivni a nebyla

nutnd reoperace (35).

Lokalni resekce patfi mezi nejméné invazivni metody. Pouzivaji se u pacientd s malo
rozvinutymi nadory, nebo v piipadech kdy stav nedovoluje standardni radikalni resekci.
Metoda je dobfe pouzitelnd u nadorti mensich nez 3-4 cm, v priméru zaujimajici méné nez
polovinu obvodu rekta, spadajici do T2 klasifikace a patfici mezi dobfe diferenciované
tumory. Podle histopatologickych vlastnosti nadoru a podle (ne)pfitomnosti mikrometastaz
ve spadovych lymfatickych uzlindch se rozhoduje o adjuvantni chemoterapii ¢i radioterapii.
Slibna metoda je transanalni endoskopickd mikrochirurgie (TEM), ktera je vhodna ale pouze

pti lokalizaci tumoru do 15 c¢cm od fitniho otvoru.

Dalsi z mén¢ invazivnich metod jsou laparoskopické resekce. U spravného provedeni je mira
preziti stejnad jako u zakroki laparotomickych. Této metody se vyuziva hlavné k odstranéni

polypt tracniku (35,36).

VéEtsi nadory se fesi radikalni resekci, coz znamena, Ze je odstranén nador s dostateCnym

mnozstvim zdravé tkdné okolo, v€etné pfilehlych lymfatickych uzlin. Podle umisténi nadoru
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se pak bavime o pravostranné nebo levostranné hemikolektomii, resekci tra¢niku, nizké

predni resekci a dalSich typech (37).

Lokaln¢ pokrocilé formy CRC (infiltrované jiz do okolnich tkani) se vyskytuji asi v 10 %
ptipadt. Sristy k okolnim tkdnim je vzdy nutné povazovat za maligni. Pokud je to mozné, je
provedeno odstranéni vSech postizenych tkani s dostatecné velkym lemem zdravé tkané. Po
takto provedené resekci maji pacienti stejnou Sanci na preziti jako lidé s lokalné nepokroc¢ilym

nadorem (36,37).

Nékdy neni odstranéni naddoru mozné a provede se zakrok paliativni, ktery nemoc sice

nevyléci, ale mize prodlouzit Zivot ¢i zlepsit jeho kvalitu.

Dalsi soucasti chirurgickych zakrokt je 1é€ba metastatického a rekurentniho CRC. K recidivé
onemocnéni po kurativni chirurgické 1é¢bé dojde az u 50 % pacienti. Miaze jit o lokalni
recidivu, vzdalené metastazy ¢i kombinaci obojiho. Samotna lokalni recidiva se vyskytuje jen
malo a mize ukazovat na nedostatecné provedeny primdrni vykon. Metastdzy se vyskytuji
nejcastéji v oblasti jater (50 %), plic (20 %), kosti (5 %), mozku (5 %) a vajecnika (2-8 %). U
90 % pacientl s jaternimi ¢i plicnimi metastdzami neni mozné chirurgické odstranéni, kvili
pokrocilosti onemocnéni ¢i existujicim komorbiditdm. U zbyvajicich 10 % je uspésnost 1écby

zhruba 30 %.

U pacientl, kde neni chirurgické lécba dostatecna ¢i mozna, nasazujeme dal§i metody, jako je

chemoterapie, cilena biologicka 1écba ¢i radioterapie (35,36).

2.4.3.2 Chemoterapie a pouZivanda lécCiva
Léciva pouzivana pii terapii zhoubnych nador se nazyvaji cytostatika ¢i antineoplastika.

Cile terapie t€mito 1€civy mohou byt adjuvantni (neoadjuvantni) nebo paliativni. Z hlediska
terapie je vhodné podavat co nejvyssi tolerované davky a vhodné jsou 1 kombinace latek,
kvili predchdzeni vzniku rezistence. Lécbu je tfeba aplikovat opakované v cyklech, protoze
jeden cyklus nezabije celou populaci zhoubnych bunck. Léciva jsou poddvana vétSinou ve

form¢e infuzi, mén¢ Casto ve form¢ tablet.

5-Fluorouracil

5-Fluorouracil patii do skupiny antimetabolitd, jednd se o analog pyrimidinu. Jeho
mechanismus Uc¢inku spoc¢iva v blokaci tymidylatsyntazy, ktera se podili na syntéze tymidinu,

tj. soucast DNA. Ve vysledku je tedy blokovana syntéza DNA. Je nejcastéji pouzivanym
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cytostatikem v 1é€bé CRC. Nejbéznéjsi nezddouci u€inky S-fluorouracilu jsou agranulocytoza,
leukopenie, trombocytopenie, stomatitida, ezofagitida, prijem, nauzea, nechut k jidlu a

pfechodna ztrata vlast — trva po dobu uzivani 5-fluorouracilu.

Irinotekan

Irinotekan je semisynteticky derivat, jeho ptedlohova latka alkaloid kamptotecin byla
izolovana z rostliny Camptotheca acuminata (Cornaceae). Irinotekan se vaze se na DNA
topoisomerazu I, poskozuje jeji funkci a brani tim replikaci DNA. Mezi nejcastéjsi nezadouci

ucinky patii neutropenie, trombocytopenie, nauzea, zvraceni, priijem a prechodna ztrata vlasu.

Kapecitabin

Jedna se o prolécivo 5-fluorouracilu, proto patii do stejné skupiny. Mé ovsem lepsi distribuci
do nadorovych bunék. Jeho neziddouci ucCinky odpovidaji nezddoucim ucinkim 5-

fluorouracilu.

Oxaliplatina

Oxaliplatina se vaze na DNA a tvoii mezi jejimi fetézci mistky, pfipadné tvoii vazbu
DNA-protein. JelikoZ jsou tyto vazby silné a DNA je pak nefunk¢ni, dochazi k odumieni
buniky. Nejcastéjsi nezadouci Gc¢inky jsou anemie, trombocytopenie, neutropenie, bakterialni

¢i virové infekce, alergicka reakce, periferni neuropatie, nauzea, prijjem a zvraceni.

Raltitrexed

Raltitrexed je 1€k ze skupiny antimetabolitli, jedna se o analog kyseliny listové. Blokuje
dihydrofolatreduktazu, syntézu purinu a tymidylatu, coz jsou dilezité stavebni jednotky DNA.
Mezi nejcastéji se vyskytujici nezadouci G€inky patii neutropenie, anemie, anorexie, nauzea,

prijem a zvraceni (34,38,39).

2.4.3.3 Biologickad lé¢ba
Biologicka 1écba je zaméfena na odliSnosti mezi naddorovymi a zdravymi buiikami. Na rozdil

od vétsiny cytostatik neposkozuje DNA, ale ovliviiuje signalni a regulacni kaskady. Tyto
latky jsou pouzivany v kombinaci s cytostatiky a jsou indikovany u pacientii s metastatickym

CRC.

Bevacizumab

Bevacizumab patii mezi rekombinantni humanizované monoklonalni protilatky. Plisobi proti

vaskularnimu ristovému faktoru (VEGF), kterému zabranuje v interakci s jeho receptory
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(VEGFR1 a VEGFR2). Tato cesta se podili na angiogenezi v nadoru. Inhibuje riist metastaz i
priméarniho nadoru. MliZze negativné ovliviiovat hojeni, proto se nepodava 4 tydny pted nebo

po chirurgickém zakroku.

Cetuximab

Cetuximab je chimérickd monoklondlni protilatka proti EGFR. Blokuje jeho funkci a tim
inhibuje bunéénou proliferaci a apoptdézu. Mlze se vyskytnout az anafylaxe, proto je pred

jeho nasazenim nutné premedikace kortikoidy a antihistaminiky.

Panitumumab

Panitumumab je pln¢ humanni protilatka pusobici také proti EGFR. Indikuje se pouze u
ptipadd, kdy neni pfitomnd mutovand forma genu ras (wild type RAS). Nejcastéjsi nezadoucti

ucinek je opét alergicka reakce.

Regorafenib

Regorafenib je peroralni inhibitor VEGFR (receptor vaskularniho endotelidlniho rastového
faktoru) ovliviiujici angiogenezi. Déle piisobi na FGFR (receptor pro fibroblastovy ristovy),
ktery se Ucastni proliferace, diferenciace a migrace nadorovych bunék. Poslednim mistem
ucinku je receptor pro destickovy rustovy faktor (PDGFRp). Mezi nejcastéjsi nezadouci

ucinky patii inava, hypertenze, zhorSené hojeni ran a prijem.

Aflibercept

Aflibercept je rekombinantni fizni protein, tvofeny extraceluldrnimi doménami lidskych
VEGF receptori 1 a 2 pfipojenych k lidskému IgGl. Vaze cirkulujici VEGF a PIGF
(placentarni rstovy faktor). Mechanismus ucinku stejné jako nezadouci uc¢inky jsou obdobné

bevacizumabu (34,40,41).

2.4.3.4 Radioterapie
Radioterapie je pouzivana pifedevSim v lokani lé€bé nadorG kone¢niku. Pouziva se

neoadjuvantné s cilem zmenSit nddor pied operaci nebo adjuvantné ke znieni moznych
rezidui nadorovych bunék. Casto je kombinovana s chemoterapii. NejCastéjsi nezadouci

ucinky jsou slabost, prijem, nevolnost a podrazdéni mocového méchyie (34).
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2.5 Bunécné kultury
Bunécéné kultury dnes neodmyslitelné patii k zdkladnimu i aplikovanému vyzkumu a maji

celou fadu vyuziti. Pfi vyzkumu slouzi jako zdroj materialu, vyuziva se jich ale i napf. pro
syntézu bilkovinnych molekul a peptidi. Prvni pokusy o izolaci a dlouhodobé udrzeni bun¢k
¢i tkéani in vitro se datuji na pocatek 20. stoleti. Prvni, ktery polozil zaklady pro moZznost
studia zivych tkani, bun¢k a jejich podjednotek in vitro, byl Alexis Carrel. Pomoci péstovani
bun¢k in vitro mizeme detailn¢ sledovat jejich rist, metabolismus, funkce jednotlivych
komponent a mnoho dalsiho. Vyhody bunécnych kmeni a linii spocivaji v pozorovani a
pokusech na definovanych buiikach, pti nichz dostaneme odpovéd’ této definované linie bez
vlivu okolnich bunék a tkdni. Mezi nevyhody patii naptiklad to, ze vysledky budou specifické
pouze pro tuto bunéénou linii a nemusi tak platit obecné pro ostatni buiiky daného typu. Dalsi
muze byt rozdil mezi chovanim v téle, kdy proces bude ovliviiovat celd fada dalSich Cinitelq,
v porovnani se situaci in vitro, kde ovlivilujeme selektovanou bunécnou linii jasné

definovanymi podminkami (24).

2.5.1 Typy bunéénych kultur
Pti odebirani vzorku bunék pro kultivaci vétSinou ziskame smés bunc¢k a pied kultivaci

musime selektovat nami poZadované. Toho se dosahuje rliznymi postupy: 1) vyuzitim rizné
rychlosti adherence danych bunék na kultivaéni medium; 2) pouZitim selekénich medii, ktera
zabrani ristu kontaminujicich bunék; 3) izopyknickou sedimentaci, ktera vyuziva rtiznych

hmotnosti danych bunéénych typti, za pouZiti spojitych i nespojitych gradientd.

Bavime-li se o Zivo¢iSnych bunécénych kulturdch, musime je rozd€lit a definovat podle jejich
vlastnosti a Zivotnosti. Prvni skupinou jsou primarni kultury, které ziskame izolaci ze tkani.
Tyto primarni kultury maji pouze kratkou Zivotnost a to jen nékolik dni a v budoucnu z nich
preziji jen ty klony, které se 1épe pfizpisobi kultivaénim podminkam. Buitky mohou pochazet
z normalni ¢i nadorové tkadn€. Obecné plati, ze nadorové buiilky se kultivuji snaze, nez buiky
normalni. U kultur normélnich bun¢k také dochdzi k tzv. zestarnuti kultury — buiiky zméni své
vlastnosti a pfestanou se d¢lit. Nadorové buiky tento problém vétSinou nemivaji. Pokud
k zestarnuti kultury nedojde a bunécnou linii je moZné péstovat neomezené, jednd se o
kontinudlni ¢i imortalizované kultury. Mohou vzniknout spontdnni transformaci bunécné
kultury ¢i transformaci chemickou, nebo virovou. Rozdilné se také chovaji kultury z bun¢k

dospélého jedince a z embrya. Embryonalni kultury se snaze péstuji a maji delsi Zivotnost.
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Poté co se primarni kultura namnozi, nafedi se a pienese se do novych kultiva¢nich nédob.
Tomuto postupu se tika pasaz a vznikaji tak sekundarni kultury. Pasaze pak mizeme provadét

opakovan¢, dokud neméme potfebné mnozstvi materidlu pro pokus (25,26).

2.5.2 Faze riustu bunécné populace
Rist bun¢k pii kultivaci Ize popsat podle rustové kiivky (obr. 10). Ta se sklada ze ctyt fazi:

lag faze, log faze, stacionarni faze a faze ubytku bungk.

Lag faze je pocatecni faze, kdy se pocet bun¢k nejprve mirné snizi v disledku ptizpisobovani
bunék kultivaénim podminkam. Buiiky se piipravuji k bunéénému dé€leni a poté zacne jejich

pocet rychle vzrustat.

V log fazi pocet bunck exponencialné roste a bunky vyuZzivaji pro metabolismus vSechny
dostupné zdroje. Najdeme zde nejvice bun€k v mitdze, log faze rlstové kiivky se proto

vyuziva pro chromozomové vySetienti.

Nasleduje staciondrni faze, ktera je typicka zpomalovanim az zastavenim rdstu bunééné
populace. Zacina se projevovat vycerpani zivin, hromadéni metabolitd nebo inhibi¢ni

mechanismy, jako je napt. produkce ristovych inhibitord, nebo kontaktni inhibice.

Pokud se bunky v kultufe v¢as nenafedi, nasleduje faze odumirani bunék. Udrzeni kultury
v tomto piipadé jiz neni mozné a dochazi k postupnému odumirani bunck v disledku
vycerpani Zivin, hromadéni metabolitli/toxickych latek a snizeni pH (kvili hromadéni CO; a
jinych kyselinotvornych latek). Pokud nedojde k pfeneseni do nového média, bunééna kultura

odumfie.

log N stacionarni faze

ubytek
log

lag

Obr. 11: Rustova kiivka bunééné kultury (30)

Nasim cilem je vSak mnozeni a dobry stav bunék, proto by k fazi odumirani bunék nemélo
dojit. Ve chvili, kdy se logaritmickd faze blizi ke svému konci, dojde k pasazovani, tedy
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vytvofeni tzv. subkultur. B€hem tohoto procesu se bunky oddéli od kultiva¢niho povrchu a
sebe navzdjem. Disociace bunc¢k probihd pomoci protedz (nejCastéji trypsinu) a odstranéni
dvojmocnych iontll z média. Jiné postupy (napt. mechanické disociace) se pouzivaji mnohem

mén¢. Déle se natedi a pfenesou do nové kultivacni nddoby s Cerstvym médiem (25,26).

2.5.3 Ziskavani primarnich kultur
Prvnim krokem je vzdy ziskani vzorku od pacienta. Dilezité je urcit spravné histopatologické

hodnoceni. Poté je vzorek transportovan ve sterilnim pufru s antibiotiky do laboratoie
k dalSimu zpracovani. Pro ziskani primokultur se pouziva nékolik metod, které maji své

vyhody a nevyhody.

Prvni metodou je mechanicka disociace tkan€. Vzorek je nejdiive roziezan na malé kousky
pomoci niizek ¢i skalpelu. Poté se kousky tkané rozmélni pies sitko. Takto zpracovana tkan se
pomoci centrifugace zbavi nezddouci tkdné (napf. vaziva) a po ptfidani Cerstvého média se
vytvoii suspenze vhodnd ke kultivaci. Tato metoda vystavuje builkky vysokému

mechanickému namahani a ¢asto vede ke smrti bunék.

Druhou moznosti je rozruSeni mezibunéénych vazeb pomoci chelata¢nich ¢inidel, jako jsou
etylendiamintetraocotova kyselina (EDTA) nebo etylenglykoltetraoctova kyselina (EGTA).
Misto nich lze také pouzit enzymy, jako napf. trypsin, hyaluronidazu, kolagenéazu ¢i elastazu.
Tato technika se muze kombinovat s mechanickou disociaci pro ziskani co nejlepSiho

vytezku.

Treti moZnosti je vyuziti magnetickych nanocéstic, které jsou potaZzeny protilatkami
specifickymi k riznym adheznim molekulam. Tato metoda umoznuje selektivni odebrani

bunéénych populaci s pozadovanymi vlastnostmi.

Posledni metodou je kultivace malych kouskt tkdné v mediu obohaceném o fetalni bovinni
sérum. Pii pouziti vétSich kouskl vSak nastava riziko, Ze uvniti tkdné¢ nebudou mit bunky
dostatek zivin a kysliku, ¢imz dojde k jejich nekrdze. Dalsi nevyhodou je, Ze kousky tkané
nelze dlouhodobé kultivovat. Naopak vyhodou této metody je zachovani architektury ptivodni

tkan¢ a mezibunécné komunikace (27).
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2.6 Yondelis (trabektedin)
Trabektedin (Obr. 11) je alkaloid tvofeny tfemi

tetraisochinolinovymi  jednotkami. Byl objeveny
v moiskych plasténcich Ecteinascidia turbinata. Patii do
skupiny cytostatik tvoficich komplexy s DNA. Svymi
dvéma tetraisochinolinovymi jednotkami se vaze na

maly zatez DNA. Véze se kovalentni vazbou na N2

aminoskupinu guaninu a dale se pak na mist¢ stabilizuje
vodikovymi vazbami na blizké nukleotidy stejného ¢i .
Y y St Obr. 12: Molekula trabektedinu (45)
protilehlého fetézce. Tteti tetraisochinolinovy kruh se

neucastni téchto vazeb a vycnivd z DNA, kde muze véazat transkripcni faktory ¢i proteiny
opravujici DNA. To nasledné¢ zpisobi blokddu transkripce, poruchy v reparacnich

mechanismech DNA a ovlivni i1 jaderné proteiny (43).

2.6.1 Farmakokinetika
Jelikoz je podévan v intravendzni infuzi, odpadd faze absorpce. U clovéka vykazuje

trabektedin velky zdanlivy distribuéni objem (vice nez 5000 1), coz odpovida jeho vysokym
vazbam na plazmatické a tkanové proteiny (94-98 %). Biotransformace probihd pomoci
cytochromu P450 (CYP), hlavné isoformou CYP3A4. K metabolismu mohou pfispivat i
ostatni CYP. Trabektedin neni inhibitorem ani induktorem CYP. Co se tyce eliminacnich
parametrll, eliminac¢ni polo€as je 180 hodin a clearance 35l/hod. VyluCovani metabolit
probiha pfedevsim stolici, méné moci. Eliminace trabektedinu v nezménéné podobé moci je

nizka (< 1 %) (42,44).

2.6.2 Pouziti
Trabektedin se pouziva u dospélych pacientli trpicich sarkomem mékkych tkani, pokud je

lécba antracykliny a ifosfamidem netGc¢innd. DalSi indikace jsou karcinom prsu,
nemalobunéény karcinom plic, nadory vajecnikit a melanom. Pii citlivosti na platinu je
v kombinaci s pegylovanym liposomalnim doxorubicinem pouzivan u relabujicich ovarialnich
karcinomt (44).

2.6.3 Nezadouci ucinky

U trabektedinu lze, jako u vSech cytostatik, o¢ekavat vyskyt nezadoucich ucinkt a to téméf ve
vSech piipadech. Riziko je vys§i pfi pouziti kombinace, nez pii podani samotného
trabektedinu. Mezi nejc¢astéjsi nezddouci uc€inky mizeme zatadit nevolnost, inavu, zvraceni,

zéacpu, snizenou chut’ k jidlu, priijem, bolesti hlavy, dusnost, bolesti svalt, kloubli a dalsi uz
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mén¢ Casté. Kvuli vlivu na kostni dfen a jatra se také vyskytuji zménéné laboratorni hodnoty
u aminotransferas (zvyseni poméru ALT/AST), dile mize nastat anémie, neutropenie,

trombocytopenie, hypoalbuminenie, nebo leukopenie (42).

2.6.4 Fertilita, téhotenstvi a kojeni
Neexistuje dostatek klinickych udaji o podavani v téhotenstvi, avSak na zadkladé¢ znamého

mechanismu u¢inku lze usuzovat na mozné vrozené vady, pokud by byl v téhotenstvi
podavan. Pii testech na biezich potkanech trabektedin prosel placentou, neni tedy doporuceno
podavat ho v téhotenstvi. Pouziti u zen ve fertilnim véku je mozné, ale je tfeba dbat na to, aby
po dobu 1écby a 3 meésice po ni uzivaly u¢innou antikoncepci. Pfestup do matefského mlé¢ka
neni znam. Kojeni je béhem 1écby a tfi mésice po ni kontraindikovéano. Trabektedin mize mit
genotoxické ucinky a vést k ireverzibilni neplodnosti, proto se doporucuje zvazit odbér

spermatu a vaji¢ek, pokud by pacienti po 1€cbé€ chtéli mit déti (44).

2.6.5 Ostatni
Mezi kontraindikace patii ptecitlivost na trabektedin ¢i jinou latku obsazenou v pfipravku

Yondelis, dale zdvaznéa nebo nekontrolovana infekce. Zvlastni opatfeni plati také pro pacienty
s poskozenou funkci jater, ledvin, neutropenii ¢i trombocytopenii, rhabdomyolyzou C¢i

zvySenou kreatinkinazou.

Soubézné podavani trabektedinu s induktory ¢i inhibitory CYP 3A4 se nedoporucuje kvili
zméné jeho koncentrace v disledku metabolismu touto isoformou enzymu. Dale nesmi byt

behem 1écby uzivan alkohol z divodu hepatotoxicity (44).
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3 Cile prace
Naplni mé diplomové prace bylo zjistit vliv trabektedinu na procesy, jako jsou migrace a

proliferace nddorovych bun€k, a jeho schopnost tyto procesy inhibovat. Pro porovnani byly
pouzity nadorové bunécéné linie kolorektalniho karcinomu SW 480 (z primdrniho loziska
CRC), SW 620 (z metastazy lymfatické¢ uzliny) a primdrni bunécné kultury 36B a 39B

odebrané z lozisek nadoru tlustého stfeva pacientii ve FN HK.

Dil¢i cile vytcené k dosazeni vysledkd:

- Zjistit vliv trabektedinu na Zivotaschopnost naddorovych bunéénych linii i priméarnich

bunéénych kultur a vypocitat hodnoty stfedni inhibi¢ni koncentrace ICs

- Sledovat schopnost migrace primarnich buné¢nych kultur 36B a 39B a porovnat ji

s migraci téchto kultur ovlivnénych trabektedinem

- Zjistit vliv trabektedinu na expresi molekul ucastnicich se migrace a adheze na Grovni

mRNA pomoci RT-PCR

- Zjistit vliv trabektedinu na expresi molekul uc¢astnicich se migrace a adheze na urovni

proteinu pomoci imunoblotingu
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4 Metodika

4.1 Chemikalie

Akrylamid (BIO-RAD)
APS (persiran amonny) (BIO-RAD)
Bis-Akrylamid (BIO-RAD)
Blokovaci mléko (BIO-RAD)
Bovinni sérovy albumin 96% (BSA — Sigma Aldrich)
D-PBS (PAN Biotech)
DEPC voda (Invitrogen)
Destilovana voda
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium — Sigma Aldrich) TRIZOL reagent
Dodecylsulfat sodny (SDS — Sigma Aldrich)
EGF (epidermalni ristovy faktor) (Sigma Aldrich)
Etanol (Dr. Kulich Pharma)
FBS (fetalni bovinni sérum) (Gibco, Thermo Fisher Scientific)
Glycin (Sigma Aldrich)
Chloroform (SERVA)
Isobutanol (PENTA)
Isopropanol (100% bez RNA) (SERVA)
Kit pro ptipravu cDNA (Thermo Scientific):
o Smés ndhodnych hexamerd, primer, 5x reakéni pufr, 10 mM dNTP mix
o RiboLock RNAse inhibitor
o M-MULV Reverzni Transkriptaza
Kit pro stanoveni bilkoviny metodou BCA (kyselina bicinchoninova) (Sigma Aldrich)
Kyselina chlorovodikova (Penta)
Master mix (Roche): SYBR®GREEN, Forward a Reverse primery (10 mM), DEPC
voda
Metanol (Dr. Kulich Pharma)
Paraformaldehyd (BIO-RAD)
Primarni protilatky (Cell signaling technologies)
Sekundarni protilatky (DAKO)
TRISMA-Base (Sigma Aldrich)
Tween 20 (Sigma Aldrich)
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4.2 Pristroje a pomticky

4.2.1

Pristroje

Bunécny inkubator (Sanyo, MCO-18AIC (UV))
Cellometer AutoT4 (Nexcelom Bioscience)
Centrifuga (Jouan MR23; Eppendorf 5415R)
Epifluorescencni mikroskop (Nikon Eclipse E400)
Laminarni box (Thermo Scientific, MSC Advantage)
Laminarni box na PCR (Captair Bio, Erlab)
Magneticka michacka (IKA, RCT Basic)

Nanodrop (Thermo Scientific)

PCR cyklér (Corbett Research PCR Rotogene 6000)
Spektrofotometr (Tecan Infinite M200 PRO)
Termoblok (Major Science)

Ttepacka (IKA, M+S 2/4 Digital)

Ttepacka vortex (IKA MS2)

X-celligence (RTCA DP, Roche)

Zdroj stejnosmérného napéti (BIO-RAD)
Zobrazovaci systém pro gely a bloty (Gel Logic 2200 PRO, Carestream)

Pomiicky
BéZné laboratorni vybaveni

Injekenti stiikacky, jehly (Braun)

Migracni komtrky (Roche)

Mikrozkumavky (Thermo Scientific)

Nastavce pro kultivaci a barveni bunék na podloZnich sklickach

Pipetovaci néstavce

Pipety a $picky rizného objemu (Finnpipete; Eppendorf)

Plastové nadobky s vickem (TPP)

Podlozni a kryci sklicka

Pomiicky na ptipravu gelu a provedeni elektroforézy — nalévaci stojanek, sklo, sklo se
spacerem, stojany, hieben, filtrani papir, blotovaci houbicky, vani¢ka (BIO-RAD)
PVDF membrana (polyvinyliden difluoridovd membrana — GE Healthcare)

Sterilni pipety (TPP)

Skrabky (TPP)

96ti-jamkové mikrotitracni desticky s kulatym dnem (NUNC, Thermo Scientific)
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4.3 Bunécné linie
Ptipravu (kultivace, pasazovani) téchto bunécnych linii na experimenty zajiStovali pani
laborantky v Ustavu lékaiské biologie a genetiky Lékatské fakulty Univerzity Karlovy

v Hradci Kralové.

4.3.1 SW480
Bunécéna linie SW 480 pochazi od muzského pacienta. Jedna se o primarni adenokarcinom

tlustého stfeva. Z morfologického hlediska jsou to tedy buiiky epitelialni. Tato bunécna linie
nese mutaci v kodonu 12 RAS protoonkogenu. Mohou se pouzit jako pozitivni kontrola pro

mutaci tohoto kodonu pii PCR (55).

4.3.2 SW620
Bunééna linie SW 620 byla izolovana od stejného pacienta jako linie SW 480. Pochazi

z metastaz v lymfatickych uzlinach. Primarni loZisko byl kolorektalni adenokarcinom. Jedna
se opét o bunky epitelidlni. Obé tyto linie vykazuji zvysené hladiny nékterych onkogent,

napt. K-RAS, N-RAS a c-myc (56).

4.3.3 Linie 36B a 39B
Tyto vzorky pochézeji od pacientd, ktefi podstoupili chirurgicky zakrok na odstranéni

kolorektalniho karcinomu ve Fakultni nemocnici Hradec Kralové. Oba vzorky byly pouzity

ke kultivaci bunéénych linii pochéazejicich z priméarniho nadoru rakoviny tlustého stieva.

4.4 Test cytotoxicity
Testovani probéhlo pomoci kolorimetrického testu, ktery je zaloZzeny na Stépeni tetrazoliové

soli WST na barevny formazan mitochondridlnimi dehydrogendzami v Zivotaschopnych
bunikdch. Podle miry aktivity téchto enzymi kvantifikujeme proliferaci ¢i Zivotaschopnost
v testovanych buiikach. V jamkach mikrotitra¢nich desti¢ek byly bunky o koncentraci 50 000
b./ml ovlivnény riznymi koncentracemi lé€iva a méfeny po urcitych casovych tusecich.
Absorbance byla méfena na pfistroji Tecan Infinite M200 pii vinové délce 450 nm a
referencni vlnové délce 650 nm. V nasem piipad¢ jsme méfili zivotaschopnost bunck pfi
koncentraci trabektedinu 0,1; 0,5; 1; 2,5; 5; 7,5 a 10 ug/ml v ¢asovych intervalech 24; 48 a 72
hodin.

4.5 X-celligence - stanoveni migrace bunék
Princip

Tento ptistroj ndm pomaha sledovat miru bunécné proliferace, migrace, invazivity a adheze a

vliv chemotaxe a cytotoxicity na n¢ v realném case. Vlastni méfeni spociva ve zménach
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impedance. Pfistroj pracuje na principu Boydenovy komirky. Jamky v desti¢ce se skladaji ze
dvou komitrek odd€lenych mikroporézni PET membranou. Horni komitrka obsahuje
sledované buiiky a zivné médium. Spodni pak médium a chemoatraktant. Pti prichodu bunék

membranou se méni impedance v zavislosti na mnozstvi migrujicich bun¢k (61).
Postup

Do horni komurky jsme ptidali 130 pl pfedehfatého bezsérového média s pfidanym 1% BSA.
Spodni komirku jsme naplnili pfedehfdtym meédiem s 10% FBS a trabektedinem
v koncentraci odpovidajici ICso. Nasledné jsme komurky spojili dohromady a z horni odebrali
100 pl media. Desticku jsme vlozili na 1 hodinu do inkubétoru s nastavenou teplotou 37°C,

aby se ustalila rovnovédha na membrang. Poté jsme zméfili pozadi.

Do horni komurky jsme piidali 100 pl bunééné suspenze s koncentraci 30 000 bun¢k/jamka.
Poté byla desticka s butkami umisténa zpét do inkubétoru. Tam byla ponechéna 30 min, aby
mohly builkky dosednout na membranu. Migrace byla pak méfena pii teplote 37°C v 5-10

minutovych intervalech po dobu 24 hodin.

4.6 Stanoveni exprese mRNA pomoci Real-Time PCR
Princip

RT-PCR je metodou odvozenou od klasické polymerazové ftetézové reakce (PCR). PCR
slouzi k zmnoZeni (amplifikaci) molekul DNA. Retézec DNA se pomoci vysokych teplot (92-
96°C) denaturuje a vzniknou dvé samostatna vldkna. Po sniZeni teploty (57°C) se na fetézce
DNA nejprve musi navazat primer, coZ je kratky, 20-25 nukleotidii dlouhy fetézec DNA
komplementarni k vybranému useku DNA. Pfi nasledovném zvySeni teploty (72°C) provadi
termostabilni DNA polymeraza syntézu novych DNA fetézcii. Poté se vlakna opét denaturuji
a cely cyklus se opakuje. Pii1 kazdém cyklu dojde k zdvojnasobeni mnozstvi DNA. V RT-PCR
navic dochazi ke kvantifikaci vzniklého produktu v priabéhu reakce — odtud RT (,, real time*).
Pii detekci produkti je vyuZzivano fluorescencnich molekul. Mira fluorescence je piimo
umérnd mnozstvi vzniklé DNA. Pro detekci bylo v této praci pouzito fluorescencni barvivo

SYBR®GREEN (57,58).

Priprava vzorki na RNA extrakci

Z jamek s nainkubovanymi buitkami bylo odsdto médium. Pfidanim 2 ml ledového PBS a
kyvavym pohybem byly buiiky oplachnuty. Poté bylo odsato i PBS. Dal§im krokem bylo
piidani 0,5 ml TRIreagentu, coz je ptipravek pro simultanni izolaci DNA, RNA a proteinti. Po
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1-2 minutach byly misky seskrabany a bunky pfeneseny do sterilnich 2 ml Eppendorf

zkumavek, které byly postavené na ledu.

Nasledovalo ptidani 200ul chloroformu a promichdni zkumavek ota¢enim po dobu asi 60
sekund. Buiiky se pak inkubovaly pfti laboratorni teploté po dobu 3 minut. Pot¢  jsme
zkumavky zcentrifugovali v pfedchlazené centrifuze po dobu 10 min pii 13000 rpm a 4°C.
Po skonceni jsme odebrali 500 ul vodné faze do novych 2 ml Eppendorf zkumavek. Po
pridani 500 pl isopropanolu (100% bez RNA) k vodné fazi se smés promichala otd¢enim
nahoru a doli. Zkumavky se pak nechaly inkubovat pfti laboratorni teploté po dobu 10 minut

poté se zcentrifugovaly 10 minut pfi 13000 rpm a 4°C a odebral se vSechen isopropanol.

DalSim krokem bylo pfidani 1 ml 75% ledového etanolu v DEPC vodé. Obsah zkumavek byl
poté dikladné promichén. Nésledovalo zcentrifugovani zkumavek po dobu 5 min pfi
13000 rpm a 4°C. Po ukonceni byl odebran etanol a zbytek pelety se nechal vysuSit na
vzduchu. Peleta se rozpustila v 50 ul DEPC vody a roztok byl zahtivan 10 min na 55 °C. Poté
byl vzorek kratce zcentrifugovan (5s, 13000 rpm, 4°C) a postaven na led. Koncentrace RNA

byla zmétena na spektrofotometru Nanodrop.

Priprava cDNA

Po zjisténi koncentraci RNA na Nanodropu jsme vypocetli pottebné mnozstvi DEPC vody,

které je nutné ptidat k jednotlivym vzorkim, aby koncentrace RNA byla 1 pg.

Ve sterilni nukleaze prosté zkumavce jsme vytvotili nasledujici smés A (11 pl):

Naredéné vzorky RNA 10 pl

Nahodné hexamery 1 pl

Smés jsme opatrné promichali pipetou, stocili v centrifuze, nechali inkubovat pti 70°C po
dobu 5 minut a opét stocili.

Poté jsme si pfipravili smés B (mnozstvi na 1 vzorek):

5x reakéni pufr 4 nl
10 mM dNTP mix 2l
RiboLock RNase inhibitor (20 U/ul) 1pl
M-MULY reverzni transkriptaza (20 U/pl) 2l

= Smés B jsme zamichali a poté pfidali smés A. Opét jsme nové vzniklou smés
promichali, stoCili a nechali inkubovat 5 minut pfi laboratorni teploté. Nasledovala
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dalsi inkubace po dobu 60 minut pii 37°C. Reakci jsme ukoncili zahfatim v

Termoblok (Major Science) smési na 70°C po dobu 5 minut.

Real-Time PCR, kvantitativni PCR v realném case (qPCR)

Nejprve jsme pfipravili smés A+B s DEPC vodou v poméru 1:4, tzn. k 20 pul smési jsme
ptidali 80 ul DEPC vody. Kontrolni vzorky jsme natedili z 2 pl smési A+B a 198 ul DEPC
vody (fedéni 1:500).

Déle jsme si ptipravili smés C:

SYBR GREEN 25 ul
Forward primer pro cilovou mRNA (10 mM) 1pl
Reverse primer pro cilovou mRNA (10 mM) 1pl
H,O 13 nl

Do novych sterilnich zkumavek o objemu 0,2 ml jsme napipetovali 20 pl smési C a 5 pl
vzorku (smés A+B). Od kazdého vzorku jsme pfipravili duplikaty. Pro negativni kontrolu
jsme misto vzorku pipetovali DEPC vodu. Nakonec se vzorky promichali a vlozili do Corbet

Rotorgene Real Time PCR cykleru a spustili jsme méfeni.

4.7 Stanoveni koncentrace bilkoviny metodou BCA
Princip

Touto metodou se zjiStuje celkové mnozstvi bilkovin ve vzorku pomoci
spektrofotometrického stanoveni. Vyuziva se k tomu kyseliny bicinchoninové (BCA). Pii
BCA metod¢ redukuji proteiny v alkalickém prostiedi méd’naté ionty na méd’né a nasledné

dochazi k chelataci téchto iontlh na kyselinu bicinchonovou za vzniku modrého zbarveni.

Modré zbarveni je pfimo imérné mnozstvi bilkoviny a stanovuje se fotometricky (59).
Pouzité roztoky pro stanoveni:

= Roztok A: NaHCOs3, Na,CO3;, BCA v 0,1 M NaOH
= Roztok B: 4% CuSO4.6H,O

= Roztok C: smichani roztoku A s roztokem B v poméru 50:1

40



Kalibraéni krivka

Pro vytvofeni kalibracni kiivky byl jako standard pouzit 1% roztok hovéziho sérového
albuminu (BSA). Koncentrace stanovované bilkoviny se nachéazela v rozmezi 0-1000 pg/ml.

K vytvoreni kalibra¢ni kfivky byl 1% BSA natfedén destilovanou vodou podle rozpisu:

Koncentrace Roztok 1% BSA Destilovana voda
1 0 pg/ml 0 pl 500 pl
2 200 pg/ml 10 pl 490 nl
3 400 pg/ml 20 pl 480 pl
4 600 pg/ml 30 pl 470 pl
5 800 pg/ml 40 pl 460 pul
6 1000 pg/ml 50 pul 450 pl

Postup

Kazdy ze vzorkd byl 5x nafedén (10 pl vzorku a 40 pl destilované vody) a pfipraven
v duplikatu. Poté byly tyto duplikaty pipetovany do 96-jamkové desticky po 10 ul a bylo
k nim ptidano 200 pl roztoku C.

Desticka se vzorky se dala inkubovat na 30 min pfi 37 °C. Po ukonceni inkubace se na
spektrofotometru Tecan Infinite M200 zméfila absorbance pii 562 nm proti destilované vode.
Poté co byl od absorbance vzorkli odecten primér absorbance slepych vzorkd, urcila se

koncentrace proteinil ve vzorcich srovnanim absorbance vzorki s kalibracni kiivkou.

4.8 Stanoveni proteinové exprese pomoci elektroforézy a imunoblotingu

Denaturujici gelova elektroforéza
Princip

Elektroforéza proteinti v polyakrylamidovém gelu s dodecylsulfatem sodnym (SDS-PAGE) je
metoda pouZivand vyhradné k separaci bilkovin. K rozdéleni proteinti dochdzi na zdkladé
jejich schopnosti pohybovat se v elektrickém poli. Rychlost pohybu zavisi hlavné na velikosti
molekuly proteinu a jejim néboji. Aby rozdéleni neovliviiovaly naboje molekul, pfidava se
dodecylsulfat sodny (SDS). SDS je anionaktivni detergent s pomérné vysokym zipornym
nabojem. Pii vazbé na bilkoviny vyrovnava jejich nabojové rozdily a ty se pak pfi

elektroforéze pohybuji jen podle své velikosti. Byla prokdzédna piima tméra mezi
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elektroforetickou pohyblivosti komplexti SDS-bilkovina a logaritmu jejich molekulové
hmotnosti. Stanovené hodnoty molekulovych hmotnosti pak mlzeme pouzit pro
charakterizaci bilkovinného preparatu. Protoze vSak SDS inaktivuje biologicky aktivni latky,
nemuzeme je po SDS-PAGE dokazat na zakladé jejich specifické reakce (napt. katalyticka
aktivita enzymu) (60).

Zasobni roztoky

= 4MHCI

= Zasobni roztok AA + bisAA

= 1,5 M Tris-HCI pufr, pH 8,8

= 0,5M Tris-HCI pufr, pH 6,8

= 10% SDS

= Koncentrovany elektrodovy pufr

= [sobutanol nasyceny vodou

Zasobni roztoky na redéni vzorku

4x SDS vzorkovy pufr

Zasobni 4 x SDS vzorkovy pufr pro SDS-PAGE se pfipravi podle nasledujiciho rozpisu a

vysledny roztok se uchovava v mrazaku pii -20°C.

Slozka Koncentrace zasobniho Pipetované/navazované
(konecna koncentrace) roztoku mnoZzstvi
200 mM Tris/HCI pH 6,8 1M 4 ml
40% glycerol 85% 9,41 ml
6% SDS prasek 12¢g
0,2 M DTT prasek 0,617 g
0,1 g bromfenolova mod¥ prasek Spetka
redestilovana H,O 20 ml

Lyzac¢ni pufr

Zasobni lyza¢ni pufr pfipravime podle nasledujiciho rozpisu a uchovavdme ho v mrazéku
pii -20°C. Pfed pouzitim se k 13 ml zasobniho lyza¢niho pufru piida 130 pl smési inhibitorti

proteas a 130 pl 100 mM fenylmethansulfonylfluoridu (PMSF). Roztok 100 mM PMSF se

42



piipravi rozpusténim navazky 17,42 mg PMSF v ethanolu. Takto upraveny lyzacni pufr se

uchovava v lednici pti 4°C.

Slozka Koncentrace zasobniho Pipetované/navazované
(konec¢na koncentrace) roztoku mnozstvi
50 mM Tris/HCI pH 7.4 M 50 ml
150 mM NaCl prasek 8,766 g
10% glycerol 85% 117,65 ml
1% Triton X-100 100% 10 ml
2 mM EDTA prasek 0,58 g
2 mM EGTA prasek 0,76 g
40 mM p-glycerolfosfat prasek 852¢g
50 mM fluorid sodny prasek 2,09 ¢
10 mM pyrofosfat sodny prasek 4,46 g
2 mM dithiotreitol prasek 0,3085 g
200 uM vanadi¢nan sodny prasek 0,03678 g
H,0 doplnit na objem 1 1

Pracovni roztoky

10% APS

Ptipravime rozpuSténim 25 mg persiranu amonného ve 250 pl redestilované vody. Nutno

naredit tésné pfed pouZitim.

Separacni gel (spodni)

7,5% - 2 gely; 1,5 mm 10% - 2 gely; 1,5S mm

Redestilovana voda 9,8 ml 8,1 ml
Pufr 1,5M Tris-HCI pH 8,8 5 ml 5 ml

Roztok AA + bis AA 6,7 ml 6,7 ml
10% SDS 0,2 ml 0,2 ml

Iniciace polymerace

Roztok APS 200 pl 200 pl
TEMED 16 ul 16 pl
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Zaostrovaci gel 4% (horni)

2 gely; 1,5 mm 4 gely; 1,5 mm

Redestilovana voda 3,05 ml 6,1 ml
Pufr 0,5M Tris-HCI pH6,8 1,25 ml 2,5ml
Roztok AA + bis AA 0,65 ml 1,3 ml
10% SDS 0,05 ml 0,1 ml
Iniciace polymerace
Roztok APS 100 pl 200 pl
TEMED 8 ul 16 pl
Elektrodovy pufr

Tento pufr byl pfipraven smichanim 70 ml zasobniho elektrodového pufru a 280 ml

redestilované vody.
Redéni vzorku

Vzorky byly podle svého obsahu bilkovin natfedény tak, aby méli koncentraci 1 pg/pl. Vzorky
byly nafedény pomoci 4x SDS vzorkového pufru a lyzacniho pufru s roztokem inhibitort tak,

aby SDS tvofilo % celkového objemu.

Postup
Piiprava gelu

Nejprve jsme si pfipravili nalévaci stojanek, sklo, sklo se spacerem, spony a hieben. Skla se
ptilozila k sob¢ a spojila sponami. Poté se skla postavila na gumovou podlozku v nalévacim
stojanku a pfichytila se kolikem. Dal$im krokem byla ptiprava spodniho gelu, ktery jsme po
promichani nalili mezi skla do vysky cca 4,5 cm od spodniho okraje. Gel jsme pievrstvili

isobutanolem nasycenym vodou (cca 200 pl) a nechali 30 — 60 minut polymerovat.

Nasledné¢ jsme slili isobutanol a namichali roztok na zaostfovaci gel. Po lehkém promichani
jsme ho ihned nalili mezi skla na spodni gel aZ po horni okraj. Do zaostiovaciho gelu jsme

zasunuli hfeben aZ po drazky a gel nechali polymerovat minimaln¢ 30 min.
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Provedeni SDS-PAGE

V ptredehiatém termobloku jsme povaftili nafedéné vzorky pfi teplot€¢ 95°C po dobu 5 min.
Mezitim jsme gely vyndali ze stojdnku a vysunuli z nich hieben. Pfipravili jsme stojan na
elektroforézu, do kterého jsme nasledn¢ umistili skla s gelem, tak aby silné skla byla na vné&;jsi

stran€. Stojan jsme nasledn¢ vlozili do vanicky na elektroforézu.

Poté jsme si pripravili 5x zifedény elektrodovy pufr a ten jsme nalili do wvnitiniho
elektrodového prostoru tak, aby byl ponofeny cely gel. Tento zfedény elektrodovy pufr jsme

nalili také do vné&jSiho elektrodového prostoru. Hladina pufru by méla byt nad elektrodou.

Do kazdé jamky jsme néasledné€ nanesli 30 pl vzorku. Do jedné z jamek jsme napipetovali 5 pl
molekulového standardu. Elektroforetickou vanicku, ktera byla priklopena vikem, jsme dali
do ledové lazn¢ a ptipojili ke zdroji, na kterém bylo nastaveno napéti 120V. Reakce se necha

béZet, dokud celo nedob&hne na spodni okraj gelu.

Imunobloting

Imunobloting (Western blotting) je metoda, kterd se vyuziva k pienosu proteini (rozdélenych
po elektroforéze) zgelu na nosnou polyvinylidendifluoridovou (PVDF) nebo
nitrocelul6zovou membranu. Proteiny, které jsou stdle diky SDS zaporné nabité, jsou
donuceny vhodnym elektrickym polem k pfestupu z gelu na membranu. Na membrané pak

proteiny detekujeme pomoci specifickych protilatek (61).
Zasobni roztoky
e Blotovaci pufr

Navazili jsme 6,06 g TRIS (25 mM) a 28,8 g glycinu (192 mM) a ty jsme rozpustily pfiblizné
v 500 ml redestilované vody. Poté jsme piidali 400 ml methanolu a doplnili v odmérné baiice

na 2000 ml. Roztok jsme pfilili do 11 lahvi a uchovavali v lednici.
Postup

Nejprve jsme si propiskou popsali PVDF membranu nazvem detekovaného proteinu a
bunécnou linii. Aby byla membrana schopna vézat proteiny, nechali jsme ji 5 min aktivovat
v metanolu. Po elektroforéze jsme opatrné odstranili kryci sklo a odfizli gel od spacera

spodniho skla. Odstranili jsme zaostfovaci gel a u separa¢niho gelu jsme odfizly spodni ¢ast s
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modrym barvivem. Gel jsme vlozili do plastové krabicky s vickem, ve které byl nalit
blotovaci pufr. V této krabicce byla také naméacena PVDF membrana. V jiné krabic¢ce jsme

zatim namocili filtra¢ni papiry a blotovaci houbicky. Doba naméceni byla cca 20 min.

Poté jsme do blotovaciho sendvice naskladali jednotlivé ¢asti nasledovné (pocitano od cerné
strany):

= Blotovaci houbicka

= 1 filtracni papir

=  Gel (marker = Zebticek na pravé stran¢) — lehce uhladit gel kvili odstranéni bublin

= PVDF membrana — polozit tak, aby byl ndpis dole a na stejné stran¢ jako marker.

Membranu znovu uhladit kviili odstranéni bublin.
= | filtra¢ni papir — od stfedu opét uhladit

=  Blotovaci houbicka

Po uzavieni blotovaciho sendvic¢e jsme sendvi¢ vlozili do blotovaciho nastavce. Néastavec
jsme do vany vlozili tak, aby byl koliky uprostfed. Do volného prostoru vany jsme vlozili

leditko.

Aby nedochézelo k ptiliSnému zahfivani, tak jsme celou vanu vlozili do ledové 1azné. Poté
byla ptes viko pfipojena ke zdroji a bylo nastaveno napéti 100 V a proud 0,25 A. Po 90
minutdich jsme opatrné vyjmuli membrany a pokraCovali chemiluminiscenéni detekci

proteint.

Chemiluminiscencni detekce proteini

Volné pozice se na membrané s navazanymi proteiny nejprve zablokuje pomoci blokovaciho
mléka, aby nedochazelo k nespecifické vazbé protilatek na membranu. Poté je membrana
inkubovana s primarni protilatkou proti sledovanému proteinu, nésleduje inkubace se
sekundarni protilatkou, kterd je konjugovéna s alkalickou fosfatdzou, nebo kienovou
peroxidazou. Detekce sledovanych proteinii probiha pomoci chemiluminiscence. Ta vznika
reakci substratu s enzymem, ktery je umistén na sekundarni protilatce. Podle umisténi a sily

prouzkt miizeme hodnotit druh a relativni mnozstvi sledovaného proteinu.
Zasobni roztoky

= 0,1 M TRIS puft, pH 8,8
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Navazili jsme 12,11g TRIS, ktery jsme ndsledné rozpustili v 800 ml redestilované vody.
Pomoci 4 M HCI jsme upravili pH na hodnotu 8,0. Poté jsme doplnili redestilovanou vodou

do 1000 ml. Takto ptipraveny roztok je tfeba uchovavat v lednici.
= 10xTBS

Navazili jsme 24,2g Tris Base, 80g NaCl a rozpustili ptiblizné v 700 ml redestilované vody.
Nasledn¢ jsme pridali 38 ml 1M HCI a upravili pH na 7,6. V odmérné bance jsme doplnili

roztok na 1000 ml. Uchovavat pii pokojové teplote.
= TBST

Smichali jsme 450 ml redestilované vody, 50 ml 10xTBS a 250 pl Tween 20. Rozmichali

jsme v lahvi a uchovévali v lednici.
Primarni protilatky

Podle instrukci vyrobce jsme zasobni protilatku zfedili TBST pufrem s 5% BSA.

Sekundarni protilatky

Opét jsme zdsobni protilatky natedili podle instrukci vyrobce (1:20 000) TBST pufrem
s 2% BSA.

Postup

Pomoci pinzety jsme do plastové misky prenesli membranu. Tato miska byla naplnéna
destilovanou vodou a membridna se vni kyvavym pohybem oplachla. Nésledn¢ jsme
membranu polili roztokem 5% blotovaciho odtuénéného mléka v TBST pufru. Krabicky jsme
umistili na kyvacku a membrana se nechala blokovat 1-2 hodiny. Po sliti mléka a oplachnuti
membrany destilovanou vodou jsme nechali membranu inkubovat pifes noc s primarni

protilatkou.

Druhy den jsme primdrni protilatku slili a membranu opakovane oplachovali (6x 5 min)
TBST pufrem. Nasledovala inkubace se sekundarni protilatkou, ktera trvala 1-2 hodiny. Poté

jsme opét opakované (6x 5 min) oplachovali membranu TBST pufrem.

Chemiluminiscen¢ni detekce
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Nejprve jsme z krabicky s membranou vylili TBST pufr. Poté jsme na membranu nanesli tolik
substratu, aby byl pokryt cely povrch membrany a nechali jsme ji inkubovat po dobu 5 minut.
Po inkubaci jsme membranu vyndali ze substratu a pienesli do pfistroje Gel Logic. K detekci
jsme pouzivali pocitaCovy program Carestream. Dobu osvitu membran jsme meénili podle

aktualnich podminek.

4.9 Statisticka analyza dat
Data jsou vyjadfena jako primér + SD z alesponn dvou pokust. Statisticka analyza byla

provedena pomoci dvoucestné analyzy rozptylu (ANOVA), po niz nasledoval Sidaktv
vicecetny srovnavaci test vyznamny na urovni p<0,05. Analyza dat byla provedena pomoci
GraphPad Prism 6.0. Koncentrace selektivniho inhibitoru zpisobujici 50% pokles

zivotaschopnosti bunék (ICsp) byla stanovena metodou GraphPad Prism 6.0.
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5 Vysledky

5.1 Vliv trabektedinu na Zivotaschopnost bunék CRC

5.1.1 Bunécné linie SW 480 a SW 620

Tyto nddorové bunécné linie jsme ovliviiovali trabektedinem v koncentracich 0,1; 0,5; 1; 2,5;
5; 7,5 a 10 pg/ml. Pro kazdou koncentraci prob¢hla tii méteni ve 24; 48 a 72 hodinach. Ze

ziskanych hodnot se vypocitala ICsy uvedena nize v tabulce 2.

Pti méteni po 24 hodinach doslo u bunék SW 480 k vyraznéjSimu poklesu zivotaschopnosti
pii koncentracich trabektedinu 7,5 a 10 pg/ml. Signifikantn€ snizené hodnoty nasledujiciho
méteni (po 48 hodinach od pocatku) jsme zaznamenali jiz v koncentracich 2.5; 5; 7,5 a 10
pg/ml. Vysledné hodnoty po 72 hodinach byly sniZeny pfi koncentracich 5; 7,5 a 10 png/ml
(obr. 12).

SW 480 B 24hod
120- 48hod

I B8 72hod
100 @ | *
*

k)

80-

Zivotnost(%kontroly)

W

001 05 1 25 5 75 10
Trabektedin [pug/mil]

Obr. 13: Ovlivnéni bunécné linie SW 480 rliznymi koncentracemi trabektedinu v intervalech
24; 48 a 72 hodin. * signifikantné se liSi od kontroly (Sidakv viceCetny srovnavaci test, p<

0,05)

U bunécné linie SW 620 jsme po 24 hodindch inkubace zaznamenali sttaisticky vyznamné

sniZeni viability pfi koncentraci trabektedinu 7,5 a 10 pg/ml (obr. 13). V nasledujicim méteni
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byly signifikantné snizené hodnoty pii koncentracich 2,5; 5; 7,5 a 10 pg/ml, pti méteni po 72
hodinach doslo k poklesu viability v koncentracich 5; 7,5 a 10 pg/ml.

SW 620 @8 24hod
o 48hod

—_ 72hod

%100- L I g * F

= I * *

S 80- |

4

X 60- *

- *

g 4. |

o

= 20-

N % *
0-

01 05 1 2,5 5 7,5 10
Trabektedin [pg/ml]

Obr. 14: Ovlivnéni bunécéné linie SW 620 riznymi koncentracemi trabektedinu v intervalech
24; 48 a 72 hodin. * signifikantn¢ se 1isi od kontroly (Sidaklv vicecCetny srovnavaci test, p<

0,05)

5.1.2 Bunécné linie 36B a 39B
Z divodu nedostatku materidlu jsme méteni téchto bunék provadéli pouze v intervalu 48

hodin. Koncentrace trabektedinu byly nastaveny stejné jako u bunék SW 480 a SW 620, tzn.
0,1;0,5; 1; 2,5; 5; 7,5 a 10 pg/ml. Byla také vypocitana hodnota ICsy uvedena v tabulce 2.

U bunék primarni kultury 36B doslo k signifikantnimu poklesu Zivotnosti pfi koncentraci
7,5 ng/ml. Pii 10 pg/ml bylo pak snizeni jesté vyraznéjsi. Vysledky u bun€k 39B nam ukazuji
statisticky vyznamny pokles az pti koncentraci trabektedinu 10 pg/ml (obr. 14).
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Obr. 15: Ovlivnéni bunék 36B a 39B rliznymi koncentracemi trabektedinu v intervalu 48

hodin. * signifikantné se li§i od kontroly (Sidaklv viceCetny srovnavaci test, p< 0,05)

Tab. 2: Koncentrace ICsg (ng/ml) trabektedinu pro primérni kultury 36B a 39B v ¢ase 48 hod
a pro nadorové linie SW 480 a SW 620 v Case 24; 48 a 72 hodin.

ICso [ng/ml]
24 hod 48 hod 72 hod
36B 7,758
39B 19,67
SW620 42,55 10,08 3,530
SW480 33,98 3,836 3,192
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5.2 Ovlivnéni schopnosti migrace bunék
Testovani migrace bylo provedeno pomoci pfistroje x-CELLigence pouze u bunck

oznacenych 36B a 39B. Migraci buné¢nych linii SW 480 a SW 620 jsme neprovadéli, protoze
jiz byla zhotovena v ramci jiné prace piedtim. Ob¢ patii mezi primarni linie kolorektalniho
karcinomu. Porovnavali jsme bunky ovlivnéné trabektedinem, jehoz koncentraci jsme vzdy

zvolili podle dosazené hodnoty ICsy, s neovlivnénymi bunkami téze linie.

Na Obr. 15 miizeme pozorovat 2 kiivky vztahujici se k bunééné linii 36B. Cervena kfivka
znazoriuje kontrolu, tedy neovlivnéné bunky. Zelena pak buiky, ke kterym byl pfidan
trabektedin o koncentraci 10 pg/ml. Naobrazku je patrnd inhibice migrace po piidani

trabektedinu, kterd se zacina projevovat 9 hodin po ovlivnéni.
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Obr. 16: Porovnani vlivu trabektedinu na migraci bun¢k 36B (zelend kiivka) s kontrolou

(Cervend kiivka)

Na Obr. 16 sledujeme primarni bunéénou kulturu 39B. Cervena kiivka opét piedstavuje
kontrolu, zelend kiivka jsou bunky s pfidanym trabektedinem o koncentraci 25 pg/ml. I zde
muizeme vidét inhibici migrace projevujici se 9 hodin po ovlivnéni bun¢k. Inhibice migrace je

zde vyraznéjsi nez u bunck 36B.
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Obr. 17: Porovnani vlivu trabektedinu na migraci bunc¢k 39B (zelend kiivka) s kontrolou

(Cervena kiivka)
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5.3 Vliv trabektedinu expresi molekul acastnicich se migrace a adheze na
urovni mRNA

Testovani probihalo u vSech Ctyf bunéénych linii, tj. 36B, 39B, SW 480 a SW 620 a byly
ovliviiovany po dobu 24 hodin. Sledovali jsme molekuly E-kadherin, N-kadherin, EpCAM a
ICAM-1. U bunécné linie SW 480 byly zvoleny koncentrace trabektedinu 2,5 a 5 pg/ml, u
linie 36B 5 pg/ml a u linii SW 620 a 39B koncentrace 5 a 7,5 pg/ml. VSechny linie byly

porovnavany s kontrolou (0 ug/ml trabektedinu).

5.3.1 EpCAM alICAM-1
Na Obr. 17, 18, 19 a 20 mizeme vidét vliv zvolenych koncentraci trabektedinu na expresi

mRNA molekul EpCAM a ICAM-1 u jednotlivych linii. U linie 36B doslo k statisticky
vyznamnému poklesu exprese mRNA EpCAMu. Stejné tak u molekuly ICAM-1 mizeme
pozorovat vyrazny pokles exprese u této linie. Ani u jedné ze sledovanych molekul nedoslo u
bun¢k 39B k vyraznéjs§i zméné exprese mRNA. U bunék SW 480 nedoSlo pfi koncentraci
2,5 pg/ml k vyraznéjsi zmeéné, ale pii koncentraci 5 pg/ml hladina EpCAM 1 ICAM-1 vyrazné
vzrostla. K vyznamné zméné v expresi mRNA u molekuly EpCAM mizeme u bunék SW 620

pozorovat pii koncentraci trabektedinu 7,5 pg/ml.
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Obr. 18: Zmény v relativni expresi mRNA molekul EpCAM a ICAM-1 u bun¢k 36B pfi
koncentracich 0 (kontrola) a 5 pg/ml trabektedinu. * signifikantné se 1i8i od kontroly (Sidakiv

viceCetny srovnavaci test, p< 0,05)
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Obr. 19: Zmény v relativni expresi mRNA molekul EpCAM a ICAM-1 u bunék 39B pfi
koncentracich 0 (kontrola); 5 a 7,5 pg/ml trabektedinu

SW480
<
Z %1 =m Epcam * %
ICAM-1

E . 1
2
¥ E
23+
£
= 2
=
) = e
s |
E 0- - =

kontrola 2,5 5

Trabektedin [pg/mi]

Obr. 20: Zmény v relativni expresi mRNA molekul EpCAM a ICAM-1 u bun¢k SW 480 pfi
koncentracich 0 (kontrola); 2,5 a 5 ug/ml trabektedinu. * signifikantné se lis§i od kontroly

(Sidakiv viceCetny srovnavaci test, p< 0,05)
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Obr. 21: Zmény v relativni expresi mRNA molekul EpCAM a ICAM-1 u bunék SW 620 pii

koncentracich 0 (kontrola); 5 a 7,5 pg/ml trabektedinu. * signifikantné se 1i8i od kontroly

(Sidaktv viceCetny srovnavaci test, p< 0,05)

5.3.2 E-kadherin a N-kadherin
Relativni exprese mRNA molekuly E-kadherinu byla u linie 36B pfi koncentraci trabektedinu

5 pg/ml vyrazné snizena. Podobné nastal pokles také u N-kadherinu. U bung¢k linie 39B jsme
zaznamenali jedinou vyznamnou zménu a to pii koncentraci trabektedinu 5 pg/ml u molekuly
N-kadherinu. Relativni exprese mRNA molekuly E-kadherin u SW 480 vzrostla pfi
koncentraci trabektedinu 5 pg/ml, zatimco u N-kadherinu nebyla zaznamenanad podstatna
zména. Posledni z testovanych linii byla SW 620. Tam nastal vyznamny pokles exprese
mRNA u E-kadherinu pfi koncentraci trabektedinu 7,5 pg/ml. Vysledky jsou zndzornény na
obrazcich 21, 22, 23 a 24.
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Obr. 22: Zmény v relativni expresi mRNA molekul E-kadherinu a N-kadherinu u linie 36B pfi
koncentracich 0 (kontrola) a 5 a pg/ml trabektedinu. * signifikantné se 1isi od kontroly

(Sidaktv viceCetny srovnavaci test, p< 0,05)
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Obr. 23: Zmény v relativni expresi mRNA molekul E-kadherinu a N-kadherinu u bun¢k 39B
pii koncentracich 0 (kontrola); 5 a 7,5 pg/ml trabektedinu. * signifikantné se 1i8i od kontroly

(Sidaktv viceCetny srovnavaci test, p< 0,05)
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Obr. 24: Zmény v relativni expresi mRNA molekul E-kadherinu a N-kadherinu u buné¢k SW
480 pii koncentracich 0 (kontrola); 2,5 a 5 pg/ml trabektedinu. * signifikantné se liSi od

kontroly (Sidakiiv viceCetny srovnavaci test, p< 0,05)
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Obr. 25: Zmény v relativni expresi mRNA molekul E-kadherinu a N-kadherinu u buné¢k SW
620 pii koncentracich 0 (kontrola); 5 a 7,5 pg/ml trabektedinu. * signifikantn€ se li§i od

kontroly (Sidaktv vicecCetny srovnavaci test, p< 0,05)
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5.4 Vliv trabektedinu na expresi molekul ucastnicich se migrace a adheze
bunék na arovni proteinu pomoci imunoblotingu

5.4.1 Vliv na bunécné linie SW 480, SW 620

Metodou imunoblotingu (Western blotting) jsme zjiStovali proteinovou expresi molekul [-
aktinu, E-kadherin, N-kadherin, EpCAM, ICAM-1, FAK, fosfo-FAK. Tyto méfeni jsme
provadéli na bunécnych liniich SW 480 a SW 620, které byly nejprve ovlivnény
trabektedinem o rtznych koncentracich po dobu 24 hodin. Pro linii SW 480 byly pouzity
koncentrace trabektedinu 0 pg/ml (kontrola), 2,5 pg/ml a 5 pg/ml, zatimco pro linii SW 620
to byly koncentrace 0 (kontrola), 5 pg/ml a 7,5 pg/ml. Vysledky chemiluminiscen¢niho

stanoveni proteint (prouzky) jsou vidét na obrazku 25.

U bunééné linie SW 480 doslo k podstatnému snizeni proteinu EpCAM po ovlivnéni
trabektedinem v koncetraci 2,5 i 5 pg/ml oproti kontrole. Mnozstvi proteinu ICAM-1 vzrostlo
pfi koncentraci trabektedinu 5 pg/ml. Daéle doslo k poklesu proteinové exprese FAK
s rostouci koncentraci trabektedinu, naopak u fosforylovandho FAK doslo pfi koncentraci 5
pg/ml k naristu. U bunééné linie SW 620 protein E-kadherin srostouci koncentraci
trabektedinu klesal. Proteinova exprese molekuly EpCAM vzrostla v obou koncentracich
trabektedinu. U ICAM-1 doslo pfi koncentraci 5 pg/ml ke zvySeni oproti kontrole, avSak pii
koncentraci 7,5 pg/ml doslo k snizeni hodnoty v porovnani s pfedchozi koncentraci. Hodnota

FAK byla sniZena v obou pouzZitych koncentracich trabektedinu.

SW480 SWe20
- 2,5 5 - 5 7,5 Trabektedin [pg/ml]
- = E-kadherin
- @ = e EpCAM
e BW o4 ICAM
PEn S=mE a= em - FAK

“ F fosfo-FAK

G T TR C— — — B-aktin

Obr. 26: Imunobloting u bunéénych linie SW 480 ovlivnénych trabektedinem o koncentraci 0;

2,5; 5 pg/ml a SW 620 s trabektedinem o koncentraci 0; 5; 7,5 pg/ml
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5.4.2 Vliv na bunécné linie 36B, 39B
Stejné proteiny jako u nadorovych bunécnych linii SW 480 a SW 620 jsme stanovovali u

primarnich bunécnych kultur 36B a 39B, které byly odebrany pacientim ve Fakultni
nemocnici Hradec Kralové. U bunék 36B byla zméfena kontrola a exprese proteini po 24
hodinovém ovlivnéni koncentraci 5 pg/ml trabektedinu. U bunék 39B byla stanovena
proteinova exprese u kontroly a u bunék ovlivnénych trabektedinem v koncentraci 5 pg/ml a
7,5 png/ml. Na obrazku 26 muzeme vidét prouzky proteini po chemiluminiscenénim
stanoveni. Vlivem vystaveni trabektedinu pokleslo u bun¢k 36B mnozstvi ICAM-1 oproti
kontrole. Vyznamné snizeni jsme zaznamenali i u proteinu FAK. Exprese fosforylované
formy proteinu FAK byla také snizena. U bunécné kultury 39B se zvySilo mnoZstvi E-
kadherinu pfi koncentraci trabektedinu 5 pg/ml. Exprese fosforylované formy proteinu FAK
s rostouci koncentraci trabektedinu klesala. U ostatnich molekul nedoslo ke statisticky

vyznamné zméng.

36B 39B
- 5 - 3 7.5  Trabektedin [pg/mi]
- E— - . E-kadherin

Sl S sow wew & Nkadherin
- e e e % @ ICAM-1

-—---—--""“FAK

Py W G ey e Tosfo-FAK

Obr. 27: Imunobloting u bunééné kultury 36B ovlivnéné trabektedinem o koncentraci 0 a

5 pg/ml a bunééné kultury 39B s trabektedinem o koncentraci 0; 5 a 7,5 pg/ml

5.4.3 Denzitometrické vyhodnoceni blott
Vysledné hodnoty exprese proteini byly stanoveny denzitometricky. Mnozstvi proteini bylo

vzdy porovnavano ke kontrole nanaSeni, coz bylo vtomto pifipadé mnozstvi B-aktinu.

Vysledné hodnoty jsou zapsany v tabulce 3.
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Tab. 3: Denzitometrické vyhodnoceni proteinové exprese v nadorovych buiikach ovlivnénych

trabektedinem (relativni exprese vztazend k expresi -aktinu)

SW 480 SW 620 36B 39B

- 2,5 5 - 5 7,5 - 5 - 5 7,5
E-kadherin - - - 1,00 | 0,50 | 0,20 | 1,00 | 0,76 | 1,00 | 3,31 | 0,97
N-kadherin - - - - - - 1,00 | 0,59 | 1,00 | 1,17 | 0,63

EpCAM 1,00 | 0,50 | 0,02 | 1,00 | 2,94 | 4,37 - - - - -
ICAM-1 - - - 1,00 | 2,00 | 1,27 | 1,00 | 0,57 | 1,00 | 1,08 | 1,09
FAK 1,00 | 0,80 | 0,47 | 1,00 | 0,26 | 0,34 | 1,00 | 0,51 | 1,00 | 1,29 | 0,92
fosfo-FAK | 1,00 | 1,04 | 1,59 | 1,00 | 0,72 | 0,58 | 1,00 | 0,22 | 1,00 | 0,71 | 0,41
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6 Diskuze

Trabektedin je tetraisochinolinovy ptirodni alkaloid izolovany z motskych plasténct. Dnes je
jiz vyrabén synteticky. V in vitro a in vivo testech bylo prokazano jeho protinadorové
pusobeni. To zahrnuje vice mechanismt a n€které nejsou jesté zcela objasnény. Prvnim z nich
je navazani molekuly trabektedinu na DNA. Této vazby se neucastni spirocyklicky pfipojeny
kruh C molekuly, ktery vyc¢niva z dvouSroubovice a je zodpovédny za dalsi ucinky
trabektedinu. Mezi ty patii interakce s proteiny opravujicimi DNA. Déle je mozna vazba
trabektedinu s transkripénimi faktory, kterd zabrani jejich navazani na pfisluSny tsek DNA.
Nékteré znich trabektedin neovlivituje (napt. Maf, MYB, MYC), ale u jinych byla
pozorovana inhibice vazby na DNA v zdvislosti na koncentraci tohoto alkaloidu (napt. TBP,
E2F, SRF, NF-Y). Také miZze u nékterych typii naddort ovliviiovat mikroprostfedi nadoru
tim, ze inhibuje tvorbu prozanétlivych cytokinti (napf. monocytarniho chemotaktického

proteinu MCP-1, interleukinu-6), dale VEGF a reaktantu akutni faze pentraxinu-3 (46,62,63).

V roce 2007 byl v Evropské unii trabektedin registrovan k 1€cbé nadortt mekkych tkani poté,
co selhala 1écba antracykliny a ifosfamidem. Od roku 2009 je téz indikovan k 1é€bé rakoviny
vajeCnikli v kombinaci s pegylovanym doxorubicinem. Slibné vysledky vykazuji také studie

zkoumajici jeho vliv na urcité typy rakoviny prsu a prostaty (46, 64,65, 66).

V naSich experimentech jsme stanovili hodnoty ICsy pro ¢tyfi bunééné linie kolorektalniho
karcinomu (2 primarni buné¢né linie odvozené od pacientl a 2 nadorové bunécné linie), které
byly vystavené plisobeni trabektedinu po dobu 24-72 hodin. Nejniz$i hodnoty ICsy bylo
dosazeno u linie SW 480 po 72 hodinach a to 3,192 pg/ml, coz je piiblizn€ 4,2 pM. VSechny
Ctyfi bunééné linie se daji porovnat pouze v Case 48 hodin, kde hodnoty ICsy klesaly

v nasledujicim potadi: 26 uM (39B) > 13 uM (SW 620) > 10 uM (36B) > 5 uM (SW 480).

Pfi porovndni testu cytotoxicity, ktery jsme provedli, sjinymi studiemi mizeme fici, Ze
hladina ICsp u nadorovych bunék kolorektalniho karcinomu je v porovnani s jinymi typy
nadorovych bunék vyssi. Z toho by vyplyvala nutnost nasazeni vyssi davky lé¢iva pacientim
s kolorektalnim karcinomem a tim padem 1 vysSi riziko nezddoucich U€inkli a niZsi
terapeuticky index. Ve studii Ghielmini-Colliho (1998) byla pouzita IC7y a jeji hodnoty byly
u bunéénych linii nasledujici: A375M (melanom) 0,6 ng/ml, MFC7 (karcinom prsu) 0,6
ng/ml, OVCAR-3, IGROV-1, SW 626 (vSechny karcinom vajec¢nikli) 0,3-2,1 ng/ml, A549
(karcinom plic) 5,6 ng/ml, LoVo, LoVo/DX, SW 620 (vSechny karcinom tlustého stfeva) 3,3-

62



30,1 ng/ml (68). Mlizeme tedy fici, ze podle testii cytotoxicity mame pro 1éCbu trabektedinem

v

vhodngjsi indikace, neZ je kolorektalni karcinom (67,68).

Pro rozvoj nadorového onemocnéni je dulezitd schopnost bunék migrovat, kterd umozni
zakladat vzdalend loziska nadoru (metastazy). Jejich pfitomnost je jednim z klasifikacnich
kritérii pii hodnoceni stupné zavaznosti nadorového onemocnéni. Proto se u protinddorovych

1é¢iv zjistuje také schopnost ovlivnit migraci postizenych bunék.

Vliv trabektedinu na migraci bun¢k kolorektalniho karcinomu jsme zjistovali u primarnich
bunéénych kultur 36B a 39B za pouziti koncentraci shodnych s ICsy dosaZenou u
jednotlivych kultur. Vlastni méfeni migrace bunék probihalo v pfistroji x-CELLigence. U
obou linii doslo vlivem trabektedinu ke snizeni schopnosti migrace. Primarni kultura 36B
vykazovala o néco vyraznéj$i schopnost migrace a po ovlivnéni 1é¢ivem byla tato schopnost

méng inhibovana, nez tomu bylo u linie 39B.

Néami ziskané vysledky jsou srovnatelné stémi, kterych bylo dosazeno ve studiich
provadénych na bunéénych liniich MCF-7, MDA-MB-231 (oboje buiky lidského
adenokarcinomu prsu) a MT-CHCO1 (bunky lidského intrahepatalniho cholangiokarcinomu).
U obou studii byla pouzita koncentrace trabektedinu shodnéd s hodnotou ICsy a k hodnoceni
jeho vlivu na migraci bunék byl pouzit tzv. ,.scratch-wound healing assay*. Trabektedin u

vSech zminénych bun&énych linii signifikantné snizil schopnost jejich migrace (69,70).

Zmény v hladindch adhezivnich molekul jsou podstatnou soucésti piirozenych procest
v bunice (napf. pfi zanétu, hojeni ran a funkci imunitniho systému). Svou podstatnou roli hraji
také pfi nddorovém onemocnéni, kde ovliviiuji napi. schopnost tvofit metastdzy nebo
invazivitu nadoru. Mezi vyznamné adhezivni molekuly, kterymi jsem se experimentalné

zabyval i ve své diplomové préci, patii E-kadherin, N-kadherin, EpCAM, ICAM-1 a FAK.

E-kadherin je protein, ktery se nachazi na povrchu epitelidlnich bunék a vytvaii spoje mezi
buitkami. Tim zvySuje integritu tkan€. SniZeni jeho hladin, nebo ztrata funkce v nddorovych
buitkkdch podporuje jejich invazivitu a metastdzovani (2,71). Pfi nasem testovani na
bunéénych liniich kolorektalniho karcinomu doSlo k vyznamnym zméndm exprese E-
kadherinu na Urovni mRNA u tii linii. U bunétnych linii 36B a SW 620 (koncentrace
trabektedinu 5 pg/ml resp. 7,5 pg/ml) doslo ke snizeni hladin mRNA E-kadherinu, naopak u
linie SW480 (trabektedin 5 pg/ml) se jeho hladina zvysila. Na Grovni proteinti doslo u linie

SW 620 ke snizeni exprese E-kadherinu pifi obou studovanych koncentracich trabektedinu,
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zatimco u linie 39B se pfi 5 pg/ml trabektedinu exprese proteinu E-kadherinu zvysila. Ve
studii zabyvajici se vlivem trabektedinu na bunky PC-3 (lidsky malobunécny karcinom
prostaty) a DU145 (metastazy lidského karcinomu prostaty) byla zjiSténa snizend proteinova

exprese E-kadherinu pfi pouziti toho 1é¢iva (72).

Dalsi z testovanych molekul byl transmembranovy protein N-kadherin. Jeho vliv na nadorové
tkan¢ je opacny nez u E-kadherinu, protoze podporuje motilitu a migraci bun¢k (73). NaSe
meéteni ukdzalo sniZzeni exprese mRNA pro tento protein pii koncentraci trabektedinu 5 pg/ml
u linii 36B a 39B. U linii SW 480 a SW 620 nedoslo k vyznamnéj$im zménam exprese
mRNA N-kadherinu. Na Urovni proteinli rovnéz nebyly prokézany zadné vyrazné zmény. Pii
preklinické studii bylo u mySich xenograftli, nesoucich bud’ buiiky lidského extrahepatalniho
cholangiokarcinomu EGI-1, nebo intrahepatalniho lidského cholangiokarcinomu ziskané¢ho od
pacienta, zjisténo snizeni hladiny exprese mRNA N-kadherinu po ovlivnéni trabektedinem

(74).

Adhezivni molekula EpCAM je piitomna hlavné v epitelidlnich builkdch. Tento
transmembranovy protein se podili na proliferaci, migraci a diferenciaci bunék (75). Vysledky
naseho méteni ukazaly sniZzeni mnoZstvi EpCAM u linii 36B a SW 620 na urovni mRNA.
Linie SW 480 méla hladinu EpCAM naopak zvySenou. MnoZzstvi proteinii detekované
densitometricky vykazalo u linii SW 480 a SW 620 opacny trend neZ zména hladin mRNA, u
linie SW 480 doslo ke sniZzeni mnozstvi EpCAM a u SW 620 se hladina zvysila. U studie
vypracované na nadorovych kmenovych bunkach riznych typl sarkomd po ovlivnéni

trabektedinem zjistily snizeni mnozstvi mRNA EpCAM (76).

Dalsi sledovanou adhezivni molekulou byla ICAM-1. Tento protein se nachéazi hlavné na
bunikach endotelu a imunitniho systému. S jeho pomoci ptechdzeji buiiky z krevniho ob&hu do
tkani. Jeho zvySené hladiny se objevuji u mnoha typli nddorovych onemocnéni (napf.
kolorektalni karcinom, melanom, rakovina prsu a zaludku) (77). Pfi naSem méfeni jsme zjistili
snizeni hladiny mRNA ICAM-1 u primarni kultury 36B, zatimco ostatni linie nevykazaly
vyznamnou zmeénu. Na Urovni proteinu byla nalezena zvySena hladina ICAM-1 u linie SW

620. Jednalo se o koncentrace trabektedinu 5 pg/ml.

FAK (,,Focal Adhesive Kinase*) je cytoplazmaticka tyrozinkinaza umoziujici aktivaci
nadorovych bun¢k pomoci ristovych faktori nebo integrinii u riiznych typli nadorovych
onemocnéni. Uplatiiuje se v adhezi, Sifeni, invazivité, metastdzovani, angiogenezi a mnoha

dalSich procesech kancerogeneze. Pti tolika funkcich je FAK vhodnym terapeutickym cilem a
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nyni se v klinickém testovani nachazi slouceniny fungujici jako inhibitory FAK (78,79). Vliv
trabektedinu na hladiny FAK jsme sledovali pouze na urovni proteinové exprese. Vyznamné
snizeni hladin tohoto proteinu jsme zaznamenali u tfi bunéénych linii — 36B, SW 480 a
SW 620. Pouze primarni kultura 39B nevykdzala signifikantni zménu ani pii jedné

z koncentraci trabektedinu.

Poslednim sledovanym proteinem byla fosforylovana forma FAK. Tato fosforylace probiha
na dvou mistech — prvnim krokem je fosforylace Ser732, kterd umozni aktivaci druhého
mista, kterym je Tyr407. Fosforylace obou mist aktivuje buiiky, které jsou pak schopny 1épe
migrovat (80,81). Ve své diplomové praci jsem sledoval vliv trabektedinu na expresi
fosforylované FAK pouze na urovni proteinu. Fosforylovand FAK byla sniZena u obou
primarnich kultur 36B a 39B. Naopak u SW 480 jeji mnozstvi stouplo pfi

ovlivnéni koncentraci trabektedinu 5 pg/ml.

Celkov¢ vysledky naSich experimentti ukézaly snizeni schopnosti migrace u obou primarnich
bunécnych kultur 36B 1 39B ziskanych od pacientll 1é¢enych ve Fakultni nemocnici Hradec
Kralové. Ke zvolenym hladinam trabektedinu se jako nejcitlivéjsi jevila primérni kultura 36B,
u které doSlo k nejvice zménam v hladindch méfenych mRNA a proteinii. Na trovni proteinti
se jevil trabektedin nejslibnéji pfi snizeni hladin FAK a fosforylované formy FAK, které
zaznamenaly vyznamny pokles alesponn pii jedné koncentraci téméf u vSech pouZzitych

bunéénych linii a primarnich kultur.
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Vysledky prace 1ze shrnout do nésledujicich bodii:

Trabektedin ve zvolenych koncentracich vyznamné snizoval zivotaschopnost obou
nadorovych bunécénych linii i obou primarnich bunécnych kultur. Z dosazenych
vysledkti byly vypocitany hodnoty ICsy, které se pohybovaly v rozmezi
3,836 - 19,67 ug/ml (tj. ~ 5 - 26 uM) po 48 hodinach inkubace.

Schopnost migrace byla vétsi u primarni kultury 36B neZ u 39B a byla rovnéz méné

ovlivnéna ptisobenim trabektedinu v koncentraci shodné s hodnotou ICsy.

Trabektedin zptisobil zménu v expresi mRNA studovanych adheznich molekul hlavné
v primarni kultufe 36B, kde doSlo k vyznamnému poklesu exprese mRNA E-
kadherinu, N-kadherinu, EpCAM a ICAM-1. U ostatnich bunéénych linii se hladiny
téchto molekul zménily méné — u nadorové linie SW 620 doslo k poklesu exprese E-
kadherinu a EpCAM, zatimco u linie SW 480 se exprese E-kadherinu a EpCAM

zvySovala. U primarni kultury doSlo pouze ke snizeni exprese mRNA N-kadherinu.

Nejvice zmén v proteinové expresi adheznich molekul vyvolanych plsobenim
trabektedinu bylo nalezeno u primarni kultury 36B, kde doSlo k poklesu exprese
E-kadherinu, N-kadherinu, ICAM-1, FAK 1 fosfo-FAK. U bunécné linie SW 620
doslo k poklesu exprese E-kadherinu, FAK a fosfo-FAK, zatimco mnozstvi EpCAM a
ICAM-1 bylo vlivem trabektedinu zvySeno. Jako slibné se ukdzalo pulsobeni
trabektedinu na FAK a fosfo-FAK, jejichz hladiny se u vétSiny bunécnych linii a

primarnich kultur snizily.
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8 Seznam zkratek
=  AA - akrylamid

= ALT/AST — alaninanimotransferaza/aspartdtaminotransferaza
= APC gen — gen kontrolujici bunéény cyklus

= APS — persiran amonny

= bis AA — bis-akrylamid

=  BCA - bicinchonova kyselina

= BSA —hovézi sérovy albumin

= cDNA - komplementarni DNA

= CRC - kolorektalni karcinom

= CT — pocitacova tomografie

=  CYP - cytochrom P450

= DEPC — diethylpyrokarbonat

= DEPC voda — voda bez RNas

= DNA — deoxyribonukleové kyselina

= DTT - dithiotreitol

= ECM — extracelularni matrix

= EDTA —kyselina ethylendiaminotetraoctova

= EDTA —kyselina ethylenglykoltetraoctova

= EGFR - epidermalni ristovy faktor

= EpCAM - epitelialni bunééna adhezivni molekula
=  E2F — transkripcni faktor regulujici bunéény cyklus
= FAK - fokélni adhezivni kindza

= FBS - fetalni hovézi sérum

= FGFR - fibroblastovy rastovy receptor

=  GIT — gastrointestinalni trakt

= HAT — histonacetyltransferaza

= HCI — kyselina chlorovodikova

= HDAC - histondeacetyldza

= [CAM — intercelularni adhezivni molekula

* [gG — Imunoglobulin G

=  K-RAS — gen patfici do skupiny RAS

=  MDM2 - protoonkogen, jehoZz proteinovy produkt pracuje jako ubiquitin-proteinligaza

= MK — mastné kyseliny
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mRNA — messenger ribonukleova kyselina

NaCl — chlorid sodny

PBS — fosfatovy pufr s fyziologickym pH

PCR — polymerazova fetézova reakce

PDGFR - receptor pro destickovy riistovy faktor

PIGF — placentalni rastovy faktor

PVDF membrana — polyviniliden diflouridovd membrana
RAS — skupina gent kodujici proteiny ucastnici se v signalnich drahach bun¢k RNA —
ribonukleova kyselina

RT-PCR — polymerazova fetézova reakce v redlném case
RTG — rentgenové

SDS — dodecylsiran sodny

TEM — transanalni endoskopickd mikrochirurgie

TOKS — test na okultni krvéceni stolice

UV — ultrafialové

VCAM - adhezivni molekula

VEGF - rlistovy faktor pro endotelidlni buniky
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(Cervena kiivka)

Obr. 18: Zmény v relativnim mnozstvi molekul EpCAM a ICAM-1 u bun¢k 36B pfi
koncentracich 0 (kontrola) a 5 pg/ml trabektedinu
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Obr. 19: Zmény v relativnim mnozstvi molekul EpCAM a ICAM-1 u bun¢k 39B pfi
koncentracich 0 (kontrola); 5 a 7,5 pg/ml trabektedinu

Obr. 20: Zmény v relativnim mnozstvi molekul EpCAM a ICAM-1 u bun¢k SW 480 pfi
koncentracich 0 (kontrola); 2,5 a 5 pg/ml trabektedinu

Obr. 21: Zmény v relativnim mnozstvi molekul EpCAM a ICAM-1 u bun¢k SW 620 pfi
koncentracich 0 (kontrola); 5 a 7,5 pg/ml trabektedinu

Obr. 22: Zmény v relativnim mnozstvi molekul E-cadherinu a N-cadherinu u linie 36B pfi

koncentracich 0 (kontrola) a 5 a pg/ml trabektedinu

Obr. 23: Zmény v relativnim mnozstvi molekul E-cadherinu a N-cadherinu u bunék 39B pfi

koncentracich 0 (kontrola); 5 a 7,5 pg/ml trabektedinu

Obr. 24: Zmény v relativnim mnoZstvi molekul E-cadherinu a N-cadherinu u bunék SW 480

pii koncentracich 0 (kontrola); 2,5 a 5 png/ml trabektedinu

Obr. 25: Zmény v relativnim mnoZstvi molekul E-cadherinu a N-cadherinu u bunék SW 620

pii koncentracich 0 (kontrola); 5 a 7,5 pg/ml trabektedinu

Obr. 26: Imunobloting u bunéénych linie SW 480 s trabektedinem o koncentraci 0; 2,5; 5
pg/ml a SW 620 s trabektedinem o koncentraci 0; 5; 7,5 pg/ml

Obr. 27: Imunobloting u bunéénych linie 36B s trabektedinem o koncentraci 0; 5 a 39B

s trabektedinem o koncentraci 0; 5; 7,5
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