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1 UVOD A CILE

Maligni melanom je nadorové onemocnéni kiize vznikajici nadorovou transformaci
melanocytd. Vyskyt melanomu po celém svété trvale stoupd, kazdym rokem se zvysi pocet
pfipadli az o 5 % a pocet umrti pfipadd na 50 000 pacienti rocné (Pirard a Vries, 2007).
Hlavni a nejspolehlivéjsi 1écbou je vcasna diagnostika a vcasné chirurgické odstranéni.
Ackoliv toto nadorové onemocnéni neni piiliS Casté, jeho prognoza je velice zavazna.
Primérna doba pieziti se pohybuje v rozmezi 4-6 mésict (Tsao et al., 2004). I ptes vyznamny
pokrok v oblasti soudobé mediciny S Sirokym portfoliem 1éCiv, je uspéSnost 1écby
metastazujiciho melanomu nizka (15 — 20 %) a terapeuticka odpovéd’ je nedostacujici (Balch
et al., 2001). Pfedmétem védeckych a farmaceutickych komunit je zkoumani novych
sloucenin, které by mohly byt pouzity jako potencialni nové 1éciva proti malignimu
melanomu.

V poslednim desetileti je studovana skupina cyklickych triterpenti, ktera vykazuje fadu
biologickych tucinkd, jako je napfiklad antivirovy, antimikrobidlni, antimykoticky,
prevenci a 1écbé hepatitidy, parazitarni a protozoalni infekce. Nevyhodou pouziti triterpenoid
je jejich toxicita spojend s jejich hematolytickymi a cytostatickymi ucinky. Je pfirodni
sloueninou pro vyvoj syntetickych derivati s niz$i toxicitou a vysSSim terapeutickym
potencialem. (Dzubak et al., 2006).

Kyselina betulinova je nejznaméjsim zastupcem triterpend, kterou mizeme nalézt v celé
rostlinné #i8i, zejména v kife biiz Betula spp., Betulaceae (Ciechewicz a Kouzi, 2004).
protinadorové ucinky (Steele et al., 1999; Gautam a Jachak, 2009; Cichewicz a Kouzi, 2004;
Fontanay et al.; 2008). V roce 1995 byly poprvé oznameny cytotoxické ucinky Vv bunikach
maligniho melanomu (Pisha et al., 1995). Avsak nevyhodou Kyseliny betulinové je Spatna
rozpustnost ve vod¢ a tim i jeji aplikace in vivo (Kim et al., 1998).

Modifikace kyseliny betulinové a 21-oxo0-18-lupenové byla provedena za ucelem
zvyseni terapeutického indexu latky, snizeni 1€kové rezistence a jejich cilené piisobeni pouze v
nadorovych bunikach. Tyto nove syntetizované derivaty vykazovaly vyznamnou cytotoxicitu

proti lidskym nadorovym buiikam odvozenych od maligniho melanomu.



Cilem mé bakalaiské prace je vypracovat reSerSi na dané téma bakalarské prace.
Charakterizovat antiproliferacni G¢inky nové syntetizovanych derivati kyseliny betulinové a
21-0x0-18-lupenové proti bunécéné linii G-361 odvozené od maligniho melanomu in vitro.
Detekovat aktivitu proteinii spojenych S apoptosou pomoci metody western blot a

biochemického testu caspas 3 a 7 a detekovat buné¢ny cyklus pomoci prutokové cytometrie.



2 STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1  Nadorové onemocnéni

Existuje vice nez 100 typu nadorovych onemocnéni. V roce 2012 bylo odhadovano 14,1
miliond novych piipadt rakoviny na svété. V Ceské republice na nadorové onemocnéni
ptipada odhadem 576,3 tisic novych ptipadt, z toho 307,2 tisic (53,3 %) u muzi a 269,1 tisic
(46,7 %) u zen (Ferlay et al., 2013; 2015). K tomu abychom snizili incidenci nadorovych
onemocnéni, potfebujeme porozuméet procesim a zménam fenotypu nadorovych bunék.
Jednim znich je vicestupniovy proces kancerogeneze, proces vzniku a vyvoje nadoru.
Podstatou je postupné hromadéni genetickych a epigenetickych zmén, které jsou zptisobeny
mutaci klicovych gent regulujici bunéény rist, proliferaci a bunécnou smrt. Velkou snahou
biologil bylo studium identifikace té€chto gentli a ptipadnych zmén v buiice. Tyto studie vedly
K prvnimu klonovani onkogenti a nasledné transdukci do normalnich bunék. Bylo zjisténo, ze
vice jak dva onkogeny zpusobuji maligni transformaci normalni buiiky v nadorovou (Land et
al., 1983).

Nador je nova abnormalni tkan, ktera roste neregulovanym zptsobem. Podle ptivodu je
délime na karcinomy, které vznikaji z epitelialnich bunék (85 % nadord), sarkomy
z pojivovych tkanich (1 % onemocnéni) a leukémie z hepatopoetickych bunék. Nadory dale
muzeme délit dle schopnosti se infiltrovat do jiné tkan€. Benigni (nezhoubné) nadory zlstavaji
vV misté svého vzniku, nemigruji do jiné tkané a pii chirurgickym odstranéni se obvykle
neobnovuji. Zatimco maligni (zhoubné) nadory pronikaji do okolnich tkani prostfednictvim
krevniho a lymfatického systému a v novych tkanich vyvolavaji tvorbu sekundarniho nadoru
(metastazi).

Nédorové buiikky se od normdlnich bunék se 1isi nékolika charakteristickymi rysy.
Jednim z nich je sobéstacnost pii tvorbé rustovych signali. Jsou schopné tvorby vlastnich
rustovych faktoru, které jsou analogem pfirozeného receptoru, na ktery se vazou a zpusobuji
tak autokrinni stimulaci proliferace. Narusuji negativni zpétnou vazbu signalizace, ktera tlumi
proliferaci. Naptiklad mutace genu ras postihuje Ras GTPasovou aktivitu, coz vede k masivni
indukci a prenosu signalu (Rajalingam et al., 2007). Normalni bunky jsou zavislé na
mitogennich ristovych signalech, které reguluji déleni bun€k, homeostazu a tim i schopnost

udrzet tvar a funkci tkané. Pokusy in vitro na normalnich lidskych diploidnich fibroblastech
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ukazaly, Ze buné¢na kultura ma limitovanou zivotnost — asi po 50-70 déleni se rist zastavuje.
Pokud u dané populace dojde k danému poctu déleni, prestavaji se mnozit (Senescence)
(Houck et al., 1971). Aby nadorové bunky byly schopny se neomezené délit, musi obejit
vykonné procesy regulujici bunéény cyklus. Mezi nimi se fadi tumor supresorové proteiny (Rb
a p53), které v normalnich buiikach pii poSkozeni DNA zastavuji buné¢ny cyklus, bunky
prechazi do Go faze, kdy mezitim dochazi k opravé DNA nebo ke spusténi drahy apoptosy. Pii
inhibici proteinu Rb nebo p53 mize tak dojit k opétovnému déleni a neomezenému
replikaénimu potencialu. Neomezena proliferace je také zpusobena prostiednictvim vysoké
regulace telomerasové aktivity. Telomerasa je enzym, ktery chrani konce chromozomu
(telomery) pied jejim zkracovanim, coz by vedlo k senescenci. Dalsim znakem je geneticka
nestabilita, ktera vede k chromozomalnim aneuploidiim (zisk nebo ztrata chromozomu).

Bez produkce novych krevnich kapilar (proces angiogeneze) je objem nadoru limitovan
na par milimetrt. Dilezitym faktorem angiogeneze je rastovy faktor VEGF, ktery ve spojeni
s cytokiny zpusobuje neovaskularizaci nadord a umozfiuje jim rast nad ramec limitované
velikosti. Ztrata citlivosti k signalim zastavujici bunécny rist a proliferaci vede k invazi a
metastazi. Builky S metastazujicim potencialem jsou schopny proniknout pies bazalni
membranu epitelovych bunék, kolonizovat se a Sifit do okolni tkané prostiednictvim
degradace proteini extracelularniho matrixu, vlivem enzymu metaloproteinaz. Metastaze je
jednim z hlavnich znakd malignity nadorového onemocnéni a nejcastéjsi pfi¢inou umrti
pacienta.

Primarni 1é€bou nadorovych onemocnéni je chirurgické odstranéni benigniho nebo
maligniho nadoru. Pokud dochazi k velkému rozSifovani nadoru do okolnich tkani
(metastaze), 1écba predstavuje kombinace radioterapie, chemoterapie, imunoterapie a dalsi

adjuvantni terapie.



2.1.1 Maligni melanom

Melanom ptedstavuje jen 4 % vSech koznich nadorovych onemocnéni, nicméné je
zodpovédny za 80 % vsech umrti (Cancer facts & figures, 2003). Vice nez 50 000 pacienti
ro¢né po celém svété umira. Vyskytuje se 200 000 novych piipadd po celém svété (Ferlay et
al., 2015). Od roku 1960, vyskyt melanomu vzrostl o 3-8 % ro¢n¢ u vétsiny lidi z evropského
prostiedi (Armstrong, 2004). Ve vSech evropskych zemi je incidence vys$i u Zen nez u muza.
Nejvyssi vyskyt se nachazi v severnich (Dansko, Norsko a Svédsko) a zapadoevropskych zemi
(Francie, Nizozemsko a Spojené kralovstvi), s vyskytem 6-9 ptipadi na 100 000 u muzii a 8-

16 na 100 000 u Zen. (www.euro.who.int). V Ceské republice se incidence odhaduje na 2200

novych ptipadd a 350 amrti ro¢né (Ferlay et al., 2013).

Maligni melanom vznik4 nadorovou transformaci melanocytli plivodem z multipotentni
neuralni listy. Jednou z jejich hlavnich funkci je melanogeneze (syntéza melaninu). Je to
metabolicky proces, ktery je kontrolovan fadou riznych geni, transkripénich faktort a
hormontt (Herlyn a Satyamoorthy, 2001). Nadorova transformace obvykle zadina mutaci
onkogenll. Za vhodnych podminek miize spustit kaskadu procesit vedouci k mnoZzeni
zménénych melanocyti nebo chromozomalnich nestabilit (Krajsova, 2006). Tyto genetické
mutace, jsou disledky maligniho fenotypu, véetné stimulace rustu krevnich cév, rezistence k
imunitni odpovédi, invaze nadoru a metastazi (Herlyn a Satyamoorthy, 2001).

Nejvyznamnéjsim rizikovym faktorem je ultrafialové zateni (UV). Ultrafialové zafeni
Zpusobuje genetické zmény v kazi, poskozuje kozni imunitni reakce, zvySuje produkci
rastovych faktorti a indukuje tvorbu reaktivnich forem kysliku poskozujici DNA (Gilchrest, et
al., 1999). Spolu s dalsimi faktory (svétla plet’, tvorba pih po oslunéni, né€kolikanasobné
spaleni, familidrni vyskyt melanomu, imunosuprese a vysoky poc€et melanocytarnich a
atypickych névi) je hlavni ptic¢inou vzniku melanomu (MacKie, 1998).

Melanocytarni névy jsou prekurzory melanomu prokazujici znamky abnormélniho
chovani, které ovliviiuji jejich rist, hustotu, vzhled 1 melanogenezi. Melanocyt se béhem
vyvoje melanomu méni v melanocytarni névus, atypicky névus (benigni a dysplasticky) a
nasledné v maligni melanom (Tsao et al., 2003). Na vzniku a vyvoji benigniho névu se podili
mutace B-raf onkogenti (50% vyskyt u melanomu), které ovliviiuji mitogenem aktivované
proteinkinasy (MAPK) nebo tyrosinkinasy (PTK) (Omholt et al., 2003). Dysplastické névy

vznikaji mutaci genu CDKN2A s vyskytem 25 az 40 % u familidrniho melanomu. Je to gen


http://www.euro.who.int/

kodujici dva proteiny — protein p16INK4A (inhibuje cyklin-dependentni Kinasu 4) a protein
pl4ARF (Krajsova, 2006). Nicméné mutace v pl4ARF umoziuje degradaci p53 uvolnénim
svého vazebného partnera hdm2 a v kombinaci s mutaci BRAF se podili na malignité
melanomu (Sharpless a Chin, 2003; Patton et al., 2005). Dalsi vyvoj je spojen se sniZzenim
exprese melanomovych markeri regulované transkripénim faktorem mikroftalmie (MITF)
(Salti et al., 2000). Primarni melanom se vyviji v metastazujici, ktery piedstavuje zmény
Vv kontrole bunétné adheze, ztratu E-cadherinu (epitelialni) a zvySenou expresi N-cadherinu
(neuralni), ktera metastazujicimu melanomu umoznuje se $ifit interakci S ostatnimi bunkami
(Danen et al., 1996; Li et al., 2001). Jako dal$i obranu, melanomové bunky ¢asto exprimuji
vysoké hladiny anti-apoptotickych molekul Bcl-2 a Bcl-x. Jsou studiem potencialniho cilu
terapie maligniho melanomu (Soengas a Lowe, 2003).

Zakladni podminkou primérni prevence je dodrzovat zasady spravného opalovani a tim
se vyvarovat silné expozici slunecniho zéafeni a to zejména u déti a lidi nachylnéjSich ke
spaleni pokozky (Elwood a Jopson, 1997). Sekundarni prevence predstavuje véasnou diagnoézu
melanomu v rané fazi vyvoje. V roce 1985 byla zavedena pomucka identifikace melanomu,
pravidlo ABCDE. Melanom je charakteristicky svou asymetrii (A), nepravidelnymi okraji (B),
skvrnitou barvou (C), velikosti nad 10 mm (D) a vyvojem (E). Na zaklad¢ téchto aspekti jsme
schopni rozlisit dysplastické névy ¢i melanom od béznych ziskanych névi (Strumia a

Montanari, 2003).

2.1.2 Lécba maligniho melanomu

Vcasna diagndéza v kombinaci s vhodnou chirurgickou 1é¢bou je zékladem pro lécbu
primarniho melanomu. Progn6za nemocnych s metastazujicim melanomem je velmi zavazna,
primérna doba pieziti se pohybuje okolo 6 mésicti a méné nez 5 % nemocnych pieziva 5 let
(Miller and Mihm, 2006; Tsao et al., 2004). Zatimco pacienti S metastazujicim onemocnénim
na kuzi, podkozi a lymfatickych uzlin pfeziji po dobu 12 meésici. Pfi prikazu visceralnich
metastdz se zvySenou koncentraci LDH v séru median pieZiti klesa na 4-6 mé&sicii (Balch et
al., 2001). Chirurgie, imunoterapie a chemoterapie jsou dosavadnimi nejpouzivanéjSimi

postupy pro 1écbu maligniho melanomu a to bud’ v monoterapii nebo ve spole¢né kombinaci.

Celkova lécebna odpovéd’ téchto metod se pohybuje v rozmezi 15 — 20 %.



2.1.2.1 Chirurgicka lécba
Chirurgickd excize primarniho melanomu je zdkladni 1é€ebnou metodou jiz od historickych
dob. V pribéhu 20. stoleti se tyto 1éze odstranovaly s minimalni §itkou ochranného lemu 4-5
centimetr. Nicméné, byly pozorovany c¢asta lokalni recidiva a Spatna celkova prognoza
onemocnéni, proto studie WHO (World Health Organization) studovala vliv ¢etnosti recidiv
na $ifce excize nadoru s Breslowem (invaze melanomu v milimetrech) pod 2 milimetry.
Metastaze lymfatickych uzlin, plic, stfev, nadledvinek a mozku lze 1é€it chirurgickou
resekci. Zatimco u metastaz jater je chirurgicka 1é¢ba vyloucena (Brand et al., 1997).
Melanom je naddorové onemocnéni s vysokym agresivnim metastazujicim potencidlem
do regionalnich lymfatickych uzlin. Typickym pokracovanim radikalni operace primarniho
melanomu je biopsie lymfatické sentinelové uzliny (SLNB). Sentinelova uzlina je prvni
lymfatickd wuzlina, na které melanom roste. UmoZiluje vcasnou indikovanou disekci
regionalnich lymfatickych uzlin, vCasné zahdjeni adjuvantni terapie a lepSi staging a

prognostické informace (Morton et al., 2006).

2.1.2.2 Imunoterapie
U pacientil s primarnim melanomem o tloustce (> 2 mm), s nebo bez regionalnich
lymfatickych uzlin je G¢innou adjuvantni terapii interferon-o (IFN-o) (Molife a Hancock,
2002). Produkci makrofagu, T-bunék a NK bunék vykazuje fadu protinadorovych vlastnosti.
IFN-o (2a) a IFN-a (2b) byly testovany jako terapeuticka cCinidla v klinické praxi pro
melanom, ale pouze rekombinantni IFN-a (2b) byl schvalen pro adjuvantni lécbu této
rakoviny (Mocellin et al., 2010). Pfinos v 1é¢bé metastazujiciho melanomu je kontroverzni.
Pocatééni studie uvadgji statisticky vyznamné zlepSeni piezivani bez znamek piiznakl
onemocnéni, avsak ne v celkovém pieziti (Wheatley et al., 2003). Nicméné, nedavné meta-
analyzy, vCetné¢ 14 randomizovanych kontrolovanych studii, dokazali, ze adjuvantni 1écba
IFN-a ma statisticky vyznamny pozitivni vliv na pfeziti bez znamek ptiznaki onemocnéni
(snizeni rizika = 18%) a celkové pieziti (sniZeni rizika = 11%) (Mocellin et al., 2010).

Cytokin interleukin 2 (IL-2) je glykoprotein vylu¢ovany T pomocnymi bunikami (Th).
Podporuje proliferaci T-bunék a rozvoj LAK (lymphokine-activated killer), které jsou schopné
ptimé lyze nadorovych bunék (Yamamoto et al., 2003). Pouziva se ve vysokych davkach,

nicméng, celkova mira odezvy je nizka (16%) a systémova toxicita je vysoka (hypotenze, flu-



like syndrom, sepse a selhani ledvin) (Atkins et al. 1999). Pfi kombinaci interleukinu 2 a
interferonu a byla prokazana mira odpovédi nejvyse 30 % (Atzpodien et al., 1988).

Jednou z nespecifické adjuvantni imunoterapie je vakcina Bacillus Calmette-Guérin
(BCG). Pouziva se pii oCkovani proti lidské tuberkuléze. BCG byla také pouzita v 1écbé
mnoha riznych malignit. Pii poc¢ate¢nich pokusech, pii 1é¢bé melanomu se jevila jako slibna
terapeuticka vakcina, ale nakonec se objevily nezadouci ucinky a riziko umrti v dasledku
anafylaktického Soku a rozvoji infekénich granulomii v mistech injekce (Proctor et al., 1978;

Moff et al., 1999)

2.1.2.3 Systémova chemoterapie

Az do vyvoje dakarbazinu (r. 1970), neexistovala zddné terapeutickd latka se skutecnou
ucinnosti proti metastazujicim melanomu. Je to jedna z nejrozsifenéjSich chemoterapeutickych
latek pro 1é¢bu metastazujiciho melanomu s 1é¢ebnou odpoveédi 12-20 % (Lens a Eisen, 2003).
Dakarbazin se vyuziva v fadé¢ kombinaci S ostatnimi cytostatiky nebo cytokiny. Naptiklad
v kombinaci s vinblastinem se celkové procento 1é¢ebné odpovédi pohybovalo okolo 7% az
30% sucinkem 2-5 meésict (Johnson a Jacobs, 1971). Lékové kombinace cisplatinu,
dakarbazinu, bischloroethylnitrosomocoviny (BCNU) a tamoxifenu, vykazovaly 43 %
1é€ebnou odpoveéd, ale nulovy piinos v dobé pieziti ve fazi IIl, ve srovnani se samotnym
dakarbazinem (Lattanzi et al., 1995; Chapman et al., 1999). Cisplatina, vinblastin a dakarbazin
ve fazi Il vykazovaly 1écebnou odpoveéd’ 40 %, ale opét ve studijni fazi 111, mira odpovédi byla
pouze 24 % s zadnym rozdilem v primérné hodnoté pieziti ve srovnani s monoterapii
dakarbazinu (Legha et al., 1989; Buzaid et al., 1993).

Taxany (skupina 1éku, ktera obsahuje paclitaxel a docetaxel) jsou pouzivané pii 1é¢bé
rakoviny. Ve studiich faze II vykazovaly 1é¢ebnou odpoveéd’ 17 % a 12 % (Gogas et al., 2004).
Cisplatina ukazala mirnou aktivitu v monoterapii s podobnou odpovédi 16,3 %, doby t¢inku
7,3 mésice a medianem preziti 7,58 mésict (Glover et al., 2003).

Temozolomid je pon¢kud drazsi alternativou dakarbazinu (stejny aktivni meziprodukt 3-
methyl-[triazen-1-yl]imidazol-4-carboxamid), ktery se muze podavat oraln¢ a ma lepsi
distribuci do mozkomisniho moku. Jedna se o novy slibny prostiedek s podobnou lécebnou

odezvou (21%) jako dakarbazin (Patel et al., 2011). Kombinace temozolomidu a thalidomidu
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zvySovala u¢innost chemoterapie (median pieziti 9 mésict) a je dobie tolerovana (Hwu et al.,
2003).

Mezi dal$i studium chemoterapeutickych latek, které byly zkoumany, zahrnuje
fotemustin (Servier, Gidy, Francie) - chlorethyl nitrosomocovina, ktera vyrazn¢ zlepsila miru
1é¢ebné odpoveédi (15,2 % vs. 6,8 %) a prodlouzenou pumérnou hodnotou celkového preziti

(7,3 vs. 5,6 mésice) ve srovnani s dakarbazinem ve studijni fazi Il (Avril et al., 2004).

2.1.2.4 Biochemoterapie
Dtivodem pro kombinaci imunoterapie a chemoterapie je jejich rozdilny mechanismus t¢inku
a profil toxicity. Ve fazi III klinickych studii vysledky ukazaly 48 % lé¢ebnou odpoveéd
biochemoterapie ve srovnani s chemoterapii, ktera vykazovala jen 25% (Eton et al., 2002).
Nicméné, v jedné studii  Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG)-3695
spole¢nosti zkoumali uc¢inek kombinace cisplatina, vinblastin a dakarbazin (CVD) spolu s IFN
a a IL-2. Ve srovnani se samotnou CVD chemoterapii, biochemoterapie vykazovala 17%
lécebnou odpoved’ (CVD 11%) s zddnym rozdilem v celkové dobé pieziti (8,4% oproti 8,7%)
(Atkins et al., 2003). Druha studie byla provedena Evropskou organizaci pro vyzkum a 1é¢bu
rakoviny (EORTC) a to v porovnani dvou rezimi biochemoterapie, které se lisili tim, zda byl
V tomto rezimu zahrnut cytokin IL-2. Miry odpovédi byly podobné v obou vétvich (23% a
21%) a stiedni doba pteziti v obou skupinach byla 9 mésici (Keilholz et al., 2003). V

soucasné dob¢ neexistuje dostatek udaji pro vyuziti biochemoterapie v bézné praxi.

2.1.2.5 Experimentalni lIé¢ebné postupy
Vzhledem k omezené ucinnosti dosavadnich metod 1éCby se testuji stale nové preparaty
S riznymi mechanismy u€inkd 1 nové kombinace 1€kti. Moznost lepSimu pochopeni biologie
nadord a slozitosti U protinadorové imunitni reakci vedla k vyvoji novych ¢inidel. Nékolik
slibnych 1€kti zahrnuji blok4ddu inhibi¢nich imunitnich receptorti, inhibici drédh onkogennich
Kinas, snizovani mnozstvi anti-apoptotickych proteint a terapii adoptivnich bunék.
Nejcastéjsim mutovanym genem je onkogen BRAF, ovliviiujici mitogenem aktivované
proteinkinasy (MAPK). Zvysena aktivace MAPK se podili na vzniku nadoru melanomu
(Satyamoorthy et al., 2003). Sorafenib (Nexavar, BAY 43-9006; Bayer HealthCare

Pharmaceuticals Inc., Wayne, New Jersey, and Onyx Pharmaceuticals, Inc., Emeryville,
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California) je inhibitorem signalni transdukce BRAF, zacilené na nadorovou proliferaci a
angiogenezi ptes blokadu drahy RAF/MEK/ERK. Bohuzel, vétsina publikovanych klinickych
studii neprokazaly zadné vyhody spojené s ptidavkem sorafenibu ve standardni chemoterapii
(Hauschild et al., 2009). Novym selektivnim inhibitorem BRAF kindzy je RG7204, dfive
oznacené jako PLX4032. Organizace ASCO 2009 ukazala objektivni odpovéd u ~ 70 %
pacientd 1é¢enych RG7204 (Flaherty et al., 2009). Nejlepsi celkova odpovéd’ byla stanovena
konven¢nim hodnocenim pomoci Response Evaluation Criteria in Solid Tumors (RECIST)
kritérii a objektivni mira odpovédi byla 86 % (McArthur et al., 2010).

Oblimersen sodny (Genasense, Genta Incorporated, New Jersey, USA) je potencialnim
inhibitorem anti-apoptotické molekuly Bcl-2, ktera je nadmérné exprimovana v mnoha
melanomech. Bunky melanomu byly citlivé na tento 1ék v kombinaci s chemoterapeutickymi
¢inidly, Vv testovani preklinickych studii (Jansen et al., 1998). Ve fazi III spolu s dakarbazinem
oproti samotnému vykazoval zvySovani stfedni doby preziti, ale tento objev nebyl dostacujici
pro uznani organizaci FDA (Millward et al., 2004).

Adoptivni imunoterapie je jedna z mnoha novych terapeutickych pfistupi s moznym
pfinosem v 1é€bé metastazujiciho melanomu. Lymfocyty infiltrujici nddor byly aplikovany ve
formé intravendzni infuze, tato metoda vykazovala 50% lécebnou odpovéd’. Za doprovodu
osetfeni vysokych davek IL-2 a pfidanim celotélového ozafeni s celkovou davkou 12 Gy, by
mohla byt rychlost reakce zvySena na 72% (Dudley et al., 2008).

Tasisulam (Eli Lilly, Indianapolis) je nové antiproliferani a cytotoxické 1é¢ivo, které
vyvolava apoptosu prostfednictvim mitochondridlni drahy bunééné smrti. Kromé apoptotické
aktivity, dochazi ke snizeni mitochondrialniho membranového potencialu a indukci
reaktivnich forem kysliku. PfedbéZna data studie faze II ukdzala celkovou miry odezvu 12% a

stabilizaci onemocnéni u dalsich 35% pacienti (Kirkwood et al, 2010).

2.2  Terpenoidy

Jsou to pfirodni slouceniny, jejichz molekuly se skladaji z dvou ¢i vice iSoprenovych jednotek.
Podle poctu isoprenovych jednotek rozliSujeme na mono-, seskvi-, di-, tri-, tetra- a poly-
terpeny. Pfirodni latky jsou bohatym zdrojem sloucenin s protinddorovymi ucinky, a proto se
Z nich pfi syntéze novych léCiv Casto vychdzi. VyuZiti rostlin v 1écbé lidskych chorob i

rakovinného onemocnéni mé dlouhou historii (Cragg a Newman, 2005). Terpeny jako pifirodni
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slu¢eniny se Vyskytuji v rostlinach, zejména v kvétech, listech a plodech rostlin, ale v
ojedinélych pripadech i v mofskych organizmech, plisnich, mikroorganizmech, anebo vzacnéji
v houbach (Connolly a Hill, 2005). Jsou soucasti rostlinnych vonnych silic (éterické oleje). Pii
poranéni, rostlinné silice vytékaji na povrch, na vzduchu oxiduji a méni se na pryskyfice, ¢imz
ochranuji strom pied bakterialni ¢i houbovou infekci. Ziskévaji se extrakci za pouziti
nepoléarnich rozpoustédel a nasledné destilaci s vodni parou.

V dnesni dobé je identifikovano pies 30 000 sloucenin terpenoidd, ztoho 4000
triterpend. Biosyntéza téchto sloucenin je dana cyklizaci triterpenu, kterd muze vést k celé
fady ruznych triterpenovych konstrukci odvozenych od isoprenoidniho substratu 2,3-
oxidoskvalenu (Thimmappa et al., 2014). Maji tendenci se v rostlinach hromadit jako
konjugaty se sacharidy, alkaloidy a jinych makromolekul, nejvice jako triterpenové glykosidy
(saponiny) (Chappell, 2002).

Triterpenové glykosidy maji vyznamné ekologické a agronomické funkce, coz ptispiva
k ochran¢ pred Skudci a kvalité potravin v zeméd¢€lskych plodinach. Maji také Sirokou Skalu
komerénich aplikaci v potravinatském prumyslu, kosmetice, farmaceutickych a primyslovych
odvétvich biotechnologie (Jorg et al., 2011).

Triterpenoidy maji fadu biologickych u¢inkd, ale jen par derivati jsou vyuzivany jako
léCiva. Hlavnim davodem je to, Ze biologicky aktivni triterpeny maji neptiznivé
farmakologické a fyzikalné-chemické vlastnosti. Tyto slouCeniny nejsou dostate¢né U¢inné
Vv nizkych koncentracich. To je jeden z hlavnich divodi pro mnoho védeckych spoleénosti,
zabyvajicich se syntézou novych latek odvozenych od triterpenoidii, za ucelem zvySeni
aktivity, ale zachovani nizké toxicity (Urban, 2015).

V poslednim desetileti je velkym zajmem skupina cyklickych triterpend, liSici se svym
biologickym Uc¢inkem, napiiklad antivirovym, antimikrobidlnim, antimykotickym,
protizanétlivym, hepatoprotektivnim, protinadorovym a fadou dalsich (Dzubék et al., 2006). O
jejich biologické aktivité je jiz znamo uz diive, kdy se triterpenoidy vyuzivaly v lidovém
1&citelstvi, naptiklad pro ulevu od bolesti. Nejvyznamnéjsi skupinou jsou pentacyklické
triterpeny, tricetiuhlikové struktury, tvofici pét Sesti¢lennych kruhti (ursan a lanostan) nebo

Ctyfi Sesticlenné kruhy a jeden péticlenny kruh (lupan a hopan) (Patocka, 2003).
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2.2.1 Betulin (Iup-20(29)-en-3p,28-diol)

Betulin byl jako jeden z prvnich triterpent, lupanové struktury, izolovany v roce 1788
chemikem Johann Tobias Lowitzem z kury btiz (Betula sp.). O G¢incich kiry bfizy je znamo
uz z predchozich let v lidovém Iécitelstvi, kdy se extrakt z kury biiz vyuzival (betulae pix) pro
kozni onemocnéni, jako je napiiklad ekzém a psoridza (Hansel et al., 1992). Bila barva
biezové kury je pfipsana betulinu, ktera Casto vypliuje témet cely prostor peridermalnich
bunék. Lze jej izolovat sublimaci nebo extrakci s organickymi rozpoustédly (chlorofom,
dichlormethan, aceton, ethanol a dalsi). Jako slozka biezové kiiry je doprovazena stopovym
mnozstvim lupeolu a kyseliny betulinové, které fadime taktéz mezi triterpenoidy (Patocka,
2003). Obsah betulinu v bfezové kute Skandinavského druhu B. verrucosa Enrm. se rovna 30
%, zatimco v Severni Americe u druhu B. papyrifera Marsnae a B. populifolia MarshacL je
obsazeno vice nez 20 % betulinu (Green et al., 1985).

Betulin ma tfi polohy, které se modifikuji za Gcelem studie vztahu struktury a aktivity
(SAR). V pozici C-3 se nachazi sekundarni hydroxylova skupina, C-28 primarni hydroxylova
skupina a C-20 alkenova skupina (obr. 1) (Alakurtti et al., 2006). Oxidaci betulinu vznika
kyselina betulinova, ktera vykazuje daleko vétsi aktivitu nez samotny betulin (Zhang et al.,
2015; Zuco et al., 2002).

J’: J’/
’

‘e

Obr. 1 Struktura kostry lupanu a betulinu (1). Pfevzato z Alakurtti et al., 2006.
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2.2.2 Kyselina betulinova (kyselina 3-hydroxy-lup-20 (29)-en-28-ova)

Je to pfirozené se vyskytujici pentacyklicky triterpen, ktery mizeme nalézt v celé rostlinné
[i8i, zejména v kure btiz Betula spp., Betulaceae. Mezi dalsi nalezisté¢ kyseliny betulinové
patii Ziziphus spp. (Rhamnaceae), Syzygium spp. (Myrtaceae), Diospyros spp. (Ebenaceae) a
Paeonia spp. (Paeoniaceae) (Cichewicz a Kouzi, 2004). Prvni zminky 0 izolaci kyseliny
betulinové byly popsany doktorem Friedrichem Retzlaffem v roce 1902 z Gratiola officinalis
L., kdy tuto slouceninu nazval ,,graciolon® (Retzlaff, 1902). V roce 1939 byla tato slou¢enina
identifikovana a pojmenovana Robertsonem a jeho spolupracovniky jako kyselina betulinova

(Robertson et al., 1939). Jeji struktura je odvozena od kostry lupanu jako betulin, lisi se v

pozici C-28, kde se nachazi karboxylova skupina (obr. 2).

”]fj/’

Obr. 2 Struktura kyseliny betulinové. Pfevzato z Fulda, 2008.

Postup izolace kyseliny betulinové zahrnuje extrakci riznymi rozpoustédly (methanol,
ethanol, n-hexanon, ethylacetat) a naslednou separaci pomoci chromatografie (Zhang et al.,
2015). Mnozstvi kyseliny betulinové izolované z rostlin je velmi malé, pohybuje se okolo 0,5 -
2,5 % (Laszczyk, 2009). Proto se spiSe uplatiuje syntéza z betulinu, ktera je k dispozici v
uspokojivych mnozstvich (10 — 30 %).

Bylo navrhnuto nékolik primyslovych procest k syntéze kyseliny betulinové z betulinu
(Csuk et al., 2006; Krasutsky et al., 2003, 2006; Pezzuto et al., 2007). V roce 2003 Cichewicz
a jeho spolupracovnici objevili 7 zpisobu syntézy kyseliny betulinové. Jednim z nich je
dvoustupniova metoda, kdy v prvnim kroku nastava Jones oxidace C-3 a C-28 hydroxylové
skupiny betulinu a ve druhém kroku dochazi k redukci Kkyseliny betulonové
tetrahydroboritanem sodnym na kyselinu betulinovou (Zhang et al., 2015). Nicmén¢ tyto
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postupy s oxidaci Jonesovym ¢inidlem na Kyselinu betulonovou a naslednou selektivni redukei
nejsou vyhodné, protoze se pouzivaji toxické Cr (V1) slouceniny ve velkych mnozstvich a také
vznika jako vedlejsi produkt 3a-epimericky produkt, coz ¢ini izolaci a ¢isténi pfili§ drahym
zpusobem syntézy (Pezzuto, 2007). Pii alternativnim zptasobu syntézy Se vyuzivaji chranici
skupiny, které se pouzivaji k selektivni ochrané primarniho alkoholu (C-28 hydroxylova
skupina) betulinu, nasleduje acetylace sekundarni alkoholu (C-3 hydroxylova skupina),
chranici skupiny z C-28 hydroxylové skupiny se odstrani a primarni alkohol se oxiduje na
karboxylovou kyselinu (Cichewicz a Kouzi, 2004).

Nicméné, nékteré Kritické problémy v chemické syntéze zlstavaji, véetné problému
reak¢nich podminek, bezpecénosti a znecisténi (Csuk et al., 2006). Proto se v poslednich letech
vyuziva i proces biotransformace betulinu na kyselinu betulinovou pomoci mikroorganismu
(Liu et al., 2011).
protinadorové uc¢inky (Steele et al., 1999; Gautam a Jachak, 2009; Cichewicz a Kouzi, 2004;
Fontanay et al.; 2008). Svym ucinkem Se podili na inhibici enzymu aminopeptidasy N
Vv angiogenezi a metastazujici ¢innosti béhem vyvoje nadoru. Nicméné, vysledky téinku jsou
konfliktni a vyznam inhibice enzymu je doposud nejasny (Fulda et al., 1997; Karna et al.,
2010; Dehelean et al., 2011). Bylo zjisténo, ze kyselina betulinova je potencialnim inhibitorem
enzymu ACAT1 (mitochondrialni acetyl-CoA acetyltransferasa) a ACAT2 (cytosolova
acetoacetyl-CoA thiolasa) katalyzujici acylaci cholesterolu a inhibitorem enzymu
topoizomerasa | a Il (Lee et al., 2006; Wada a Tanaka, 2005; Chowdhury et al., 2002). Jeji
ucinek je dan vyskytem V prostiedi pH niz§i nez 6,8, coz je prostfedi rustu vétSiny
rakovinovych bunék (Noda et al., 1997).

Charakteristickym rysem cytotoxicity je jeji schopnost vyvolat mitochondrialni drahu
apoptosy v rakovinnych burikach. Po piidani kyseliny betulinové do izolované mitochondrie,
vyvolala snizeni mitochondridlniho membranového potencialu a nasledné vyplaveni
cytochromu c (Fulda et al., 1998). Dilkaz podporujici apoptosu vychazi z vysoké molekulové
hmotnosti DNA fragmentti a tvorby reaktivnich forem kysliku (Pisha et al. 1995). Kyselina
betulinova se 1isi od ostatnich klasickych protinadorovych latek (napt. doxorubicin) tim, ze
neni spojena s aktivaci vazby ligand/receptor jako je CD95 a nezahrnuje p53, ale indukuje
aktivitu caspas (Fulda et al., 1997).
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Anti-HIV u¢inek samotné kyseliny betulinové vykazuje hodnotu ICso 0 koncentraci 1,4
mM. Zajem 0 rozvoj silngjsich anti-HIV uc¢inkd vedlo k objevu mnoha vysoce aktivnich
derivatt, vykazujici vyssi aktivitu a lepsi terapeuticky index. Jeden z prvnich derivata
vykazujici anti-HIV éinek prostiednictvim inhibice replikace HIV-1 bunék je RPR103611 o
skupiny je kyselina 3B-O-3",3"-dimethylsukcinylbetulinova znama jako PA-457 nebo
bevirimat s hodnotou ICsp ~ 0.35 nM, ktera ma velice silné ant-HIV ucinky ale i nizkou
toxicitu (Kashiwada et al., 1996). Dalsi skupinou jsou latky samido skupinou, zejména
derivat kyselina 3-alkylamido-3-deoxybetulinova, inhibuje Zivotni cyklus viru v infikovanych
bunikach, v jeho ¢asné fazi a brani tak okolnim bunkam HIV proliferace (Kashiwada et al.,
2000). Piesny mechanismus tohoto uéinku jesté zlstava nejasny. Je pravdépodobné, Ze
derivaty kyseliny betulinové interaguji S proteinovou vrstvou viru, a tak brani jeho vazbé na
bunééné membrané hostitelské buiky, kdy nenavazany virus neni schopen reprodukce. Tyto
antivirové vlastnosti kyseliny betulinové byly potvrzeny v klinickych studiich (De Clercq,
2000).

Potencialni antiprolifera¢ni ucinek byl jako prvni nalezen v bunécné linii melanomu
MEL-1, MEL-2 a MEL-4 s hodnotami I1Cso v rozmezi od 0,5 - 4,8 pug/ml pfi testovani in vitro
organizaci NCI v roce 1995 (Pisha et al., 1995). Nasledné bylo zjisténo, Ze je ucinna i proti
jinym typtim rakovinnych bunék jako jsou bunky neuroektodermalniho ptivodu (Fulda et al.,
1999). V roce 2001 byla protinadorova aktivita prokazéana u bunéné linie IGROV-1
karcinomu vajeéniku, bunééné linie A431 karcinomu dé¢lozniho ¢ipku, bunééné linie
Me665/2/21 a Me665/2/60 melanomu (ICsg 1,5 - 1,6 ng/ml) a pozdé&ji u bunééné linie SCC9 a
SCC25 karcinomu jazyka (Zuco et al. 2002; Thurnher et al., 2003). Jiz v roce 1997 bylo
zjisténo, Ze mysi bunécna linie leukémie L1210 byla citliva na kyselinu betulinovou (Noda et
al., 1997). Dalsi studie vroce 2004 tento projev u leukémie potvrdili, kdy v 65%
pediatrickych vzorkdi akutni leukémie indukovala apoptosu. Pfi porovnani s béZnymi
cytotoxickymi latkami, byla ucinnéjsi nez devét z deseti pouzitych terapeutickych latek
(Ehrhardt et al., 2004). Pozd¢ji byl tento antiproliferacni ti¢inek prokazan i u dalSich nadort
jako nadoru prsu, tlustého stieva a prostaty (Csuk, 2014; Aisha et al., 2012; Chintharlapalli S.
et al., 2007).

Dalsi vyhodou kyseliny betulinové je jeho nizka toxicita. U normalnich bunék

nevykazuje pti pH > nebo = 7 i pti expozici v délce 48 hodin zadnou cytotoxicitu. Pisha a jeho
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spolupracovnici podavali mysim kazdy ¢tvrty den Sest davek (500 mg/kg) kyseliny betulinové,
kdy tyto davky na hostitelskych bunkach nevykazovaly zadnou toxicitu. Dalsi pokusy se
provadély v davce 250 mg/kg télesné hmotnosti kazdy tieti den bez znamek toxicity (Pisha et
al., 1995; Cichewicz a Kouzi, 2004).

V kombinacni 1é¢bé s vincristinem se zvySuje chemoterapeuticky uc¢inek u maligniho
metastazujiciho melanomu (B16F10) nebo v kombinaci spolu s protinadorovymi 1éCivy
doxorubicin, VP16, taxol a aktinomycin D, indukuje apoptézu v buikach neuroblastomu
SHEP (Sawada et al., 2004; Fulda a Debatin, 2005). Betulinova kyselina je v soucasné dobé
ve druhé fazi klinickych zkousek pro 1écbu dysplastického névu, ma vysoky potencial se stat
novym cytostatikem v boji proti malignimu melanomu (Sarek et al., 2011).

2.2.3 Derivaty kyseliny betulinové

Nevyhodou kyseliny betulinové je $patna rozpustnost ve vodé¢ a tim i jeji aplikace in vivo.
Derivaty kyseliny betulinové byly syntetizovany za ti¢elem zvyseni aktivity a zachovani nizké
toxicity. Modifikace kyseliny betulinové jsou mozné V polohach C-3, kde se nachazi
hydroxylova skupina, C-20 alken a C-28 karboxylova skupina (Kim et al., 1998).

Modifika¢ni studie ukazaly, ze C-28 karboxylova skupina ma rozhodujici tlohu v
cytotoxické aktivité. Derivaty C-28 konjugované s aminokyselinami (valin, alanin, leucin,
glycin) vykazovali lepsi rozpustnost ve vodé¢ stejné jako selektivni cytotoxicitu. Toxicita
derivatd byla hodnocena na kultivované lidské bunééné linie melanomu (MEL-2) a karcinomu
ust (KB), kdy nejlepsi rozpustnost vykazoval konjugat s glycinem a nejlepsi profil toxicity
oproti kyseliné betulinové ICsp 4,2 pg/ml vykazoval konjugat s alaninem s hodnotou ICsp 1,5
pg/ml u bunécné linie MEL-2 (Jeong et al. 1999). Kromé toho, pii zavedeni polarnich skupin
na C-28, jako je napiiklad amin a hydroxyl skupina doslo také ke zvySeni aktivity (Santos et
al., 2009).

Dalsim studiem modifikace byla zavislost cytotoxicity na typu esteru v poloze C-28.
Methyl, ethyl, benzyl estery jsou o tad méné aktivni nez kyselina betulinova. Zatimco,
acetoxymethyl ester byl stejn¢ aktivni nebo vice aktivni nez vychozi kyselina a dalsi vyhodou
bylo zvySovani jeji hydrofilnost (Kvasnica et al., 2005; Urban et al., 2005). Derivat NWX-
207 (ester kyseliny acetyl betulinové stris (hydroxymethyl) aminomethanem) ma

protinadorovu aktivitu v terapii rakoviny u psu a zlepSuje vysledky radioterapie u maligniho
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gliomu (Willmann et al., 2009; Bache et al., 2014). Pii zavedeni esteru s cukrem neboli
glykosidu nebyla projevena Zadna protinadorova aktivita. Ptikladem toho je 28-O-B-D-
glucopyranosy!l betulinat, ktery ma aktivitu o jeden fad nizsi nez vychozi kyselina (Chatterjee
et al., 1999). Zavedeni amonné soli ukazalo dalsi cytotoxicitu proti liniim melanomu
(Biedermann et al., 2010; Sarek et al., 2008). Soli byly ziskiny dvoustupiiovou reakci
kyseliny betulinové a dihydrobetulinové s 1,2-dibromethanu a nasledujici kvarternizaci s
odpovidajicim aminem (trimethylamin, triethylamin, pyridin). Nejlepsi cytotoxicita (ICso 1,6
uM, bunééna linie UACC 62 melanomu) byla prokazana u kyseliny dihydrobetulinové se
zavedenim triethylaminu (Biedermann et al., 2010).

Hydroxylova skupina na C-3 byla modifikovana za ucelem testovani cytotoxicity, kdy
tyto modifikace zahrnovaly oxidaci, acetylaci a tvorbu riznych analog obsahujici dusik
(amin, oxim). Zavedenim oximové nebo aminové skupiny v pozici C-3 doslo ke snizeni
aktivity a selektivity v buiikach melanomu. Oxidaci hydroxylové skupiny na keton se ziskal
vysoce cytotoxicky derivat, nicméné to taky vedlo ke ztraté specificity k bunnkam melanomu
(Cichewicz a Kouzi, 2004). A acetylaci doslo ke vzniku derivatu kyselina 3-O-acetyl
betulinova, ktery nevykazoval Zzadnou zménu v cytotoxicité (Kim et al., 1998). Zajimavosti je,
7e glykosylace v poloze C-28 nepfinesla Zadnou zménu v aktivité kyseliny betulinové, ale
glykosylace v poloze C-3 ano.

Nejaktivnéjsim glykosidem se stal 3p-O-o-L-rhamnopyranosid s4 krat vétsi
protinadorovou aktivitou u bunééné linie melanomu B-16F1 nez samotna kyselina betulinova.
Ptiblizné stejna u€innost byla nalezena v pfipadé 33-O-a-D-arabinopyranosidu, zatimco 33-O-
a-D-glukopyranosid byl 2 krat méné aktivni nez 3B-O-a-L-rhamnopyranosid (Gauthier et al.,
2006). Pakulski et al. zkoumali protinadorovy ucinek mannopyranosida a 3,6-rozvétvenych
trimannopyranosidd, které byly stereoselektivné ptipravené z piirodnich triterpent - betulinu a
kyseliny betulinové. Piestoze se jedna o synteticky atraktivni metodu, mannosylace nepfinesla
zadny vyznamny ucinek proti buitkam melanomu (Cmoch et al., 2008; Pakulski et. al., 2009).
Glykosidy 3p-O-a-D-mannopyranosid a 28-O-a-D-mannopyranosid vykazovaly velmi $patné
vysledky proti bunécné linie G-361 odvozené od maligniho melanomu a trimannopyranosidy
nebyly taktéz aktivni (Pakulski et al., 2009). 2-Deoxygalaktosidy a 2-deoxyglukosidy
piipravené z velké skupiny vysoce oxidovanych lupan hydroxyderivath maji vyznamnou
protinadorovou aktivitu proti buiikdm melanomu (Sarek et al., 2009). 2-deoxyglykosidy maji

velmi hydrofilni charakter a to ¢ini tyto saponiny snadno pouzitelné v in vivo podminkach.
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Bylo prokazano, Ze jsou ordln¢ dostupné a to z nich déla slibné kandidaty na lécivo proti
rakoviné (Sarek et al., 2007).

Ze studie vztahu aktivity a struktury (SAR), Qian a jeho spolupracovnici dospéli
k zavéru, ze derivaty v poloze C-3 a C-30 vzniklé modifikaci spolu s lipofilnim nebo
aromatickym postrannim fetézcem v této poloze jsou vhodné pro zvySeni inhibi¢ni aktivity
proteasomu (Qian et al., 2011).

Derivaty, ve kterych byl upraven postranni fetézec v pozici C-20 zavedenim oximové
nebo ketonové skupiny, doslo ke ztraté protinadorové aktivity. Nicméné hydrogenaci dvojné
vazby nem¢lo Spatny vliv na cytotoxicitu bunék melanomu. Na zakladé téchto studii, alkenova
skupina v pozici C-20 neni vhodna pro syntézu ucinnych derivata (Kim et al., 2001).

Lupan derivaty obsahujici bud’ nemodifikovy kruh E a kyslikové funkéni skupiny v
polohach 21 a 22 nebo nebo modifikaci E kruhu a 18,19-diketon skupinu (oznacené jako
betulininy) vykazuji vyznamnou protinadorovou ucinnost proti Sirokému spektru nadorovych
bun&énych linii véetné melanomovych linii (SK-MEL-2 MEL-3, B-16, B-16F) (Sarek et al.,
2003).

2.3 Apoptosa

Bunécna smrt je souhrn procesti vedouci ke konci Zivota buiiky. Jednim z téchto procest je
apoptosa, programovana bunécna smrt, nezbytna pro normalni tkanovou homeostazu,
regulovana signalnimi drahami. Zahrnuje aktivaci skupiny cysteinovych proteas (caspas) a
bunky. Existuje Siroka Skala podnéti a podminek k vyvolani programované bunécné smrti.
Naptiklad mize byt vyvolana jako obranny mechanismus v imunitnich reakcich nebo pfi
poskozeni bun¢k nemocemi ¢i skodlivymi latkami (Norbury a Hickson, 2001).

Pomoci svételné nebo elektronové mikroskopie 1ze zaznamenat rizné morfologické
zmény procesu apoptosy (Hacker, 2000). Tyto zmény zahrnuji smrstovani bunky, blebbing*
membrany (tvorba vackovitych vyrastki z membrany), nuklearni fragmentaci, kondenzaci
chromatinu a chromozomalni DNA-fragmentaci, které probihaji v rané fazi apoptosy. Poté
dochdzi k oddéleni bunécénych fragmentti do apoptotickych télisek, které jsou fagocytovany

makrofagy (He et al., 2009)
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Vnéjsi cesta apoptosy je indukovana drahou ,,receptorti smrti“ (Fas, TNF, CD95, APO-
1). Pii sekvenovani a klonovani objevenych potencidlnich receptort smrti APO-1/Fas se
ukazalo, ze oba tyto proteiny maji shodné sekvence (Trauth et al., 1989). Pro tento komplex
byl navrzen nazev CD95 (APO-1/Fas), zafazeny do podrodiny, ktera je soucasti TNF-
receptoru (Tumor nekrotizujici faktor) super-rodiny. Clenové této rodiny se vyznaduji dvéma
az péti kopiemi opakujicich se sekvenci bohatych na cystein. Receptory smrti maji
intracelularni doménu smrti (DD), ktera je nezbytna pro transdukci apoptotického signalu
(Walczak et al., 2000). Navazanim ptislusného ligandu na receptor (FasL / FasR nebo TNF-a /
TNFR1) dochazi k aktivaci caspas pies urCity prostiednik FADD (Fas associated death
domain) vazany na DD. FADD se spojuje s pro-caspasou-8, kdy dochazi k tvorbé komplexu
zvaného DISC (,,death-inducing signaling complex®), ktery aktivuje napiiklad caspasu
(Kischkel et al., 1995).

Vnitini cesta souvisi s mitochondriemi. Podnéty, které spousti drahu vnitini cesty jsou
oxidativni stres, poSkozeni DNA, hypoxie (nedostatek kysliku), reaktivni formy kysliku
(ROS) nebo toxické latky. Tyto signaly aktivuji pro-apoptotické ¢leny rodiny Bcl-2 proteind,
méni mitochondrialni membranovy potencial a tak dochazi k propustnosti vnéjsi membrany
mitochondrie. Tim se uvoliiuje fada proteini do cytosolu (cytochrom c, Smac, AIF a jiné)
(Green a Kroemer, 2004). Vyplaveny cytochrom ¢ (cyt c) spolu s proteinem Apaf-1 (faktor
aktivujici apoptotické proteasy-1) a pro-caspasou-9 vytvaii Gtvar apoptosom, ktery aktivuje
caspasu-9 stépici caspasu-3 a ta substraty smrti (Obr. 3).

Kontrola a regulace mitochondrialni drahy je regulovéana ¢leny rodiny proteinti Bcl-2,
které se déli na anti-apoptotické (Bcl-2, Bcl-x, Bcl-X., Bcl-Xs, Bel-w, BAG, Mcl-1) a pro-
apoptotické (Bcl-10, Bax, Bak, Bid, Bad, Bim, Bik a BIk) proteiny. Ovliviiuji propustnost
mitochondridlni membrany a nasledné vyplaveni cytochromu c. Regulace rovnovahy anti-
apoptotickych a pro-apoptotickych proteinit je fizena proteiny obsahujici pouze BH3. A
dal$im dalezitym regulatorem rodiny Bcl-2 je IAP (inhibitor apoptdzy). Tyto proteiny inhibuji
apoptosu vazbou na nékteré z pro-caspas, aby se zabranilo jejich aktivaci (Cory a Adams,
2002).
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Obr. 3: Signalni drahy apoptosy.

2.3.1 Caspasy-3a-7

Caspasa 3 a 7 jsou ¢lenem rodiny cysteinovych proteas (caspas) aktivujici proces apoptosy.
Caspasa 3 je 32 kDa zymogen, ktery je $tépen na 17 kDa a 12 kDa produkty. Je-li pro-caspasa
3 $tépena, heterotetramer pak muze byt tvofen hydrofobnimi interakcemi Ctyi anti-paralelnich
B-listt z p17 a dva z p12 za vzniku heterodimeru, ktery zase interaguje s jinym heterodimerem
za vzniku pln¢ 12 - spletené struktury B-listu obklopené a-sroubovici (Lavrik et al., 2005).

Pro-caspasa-7 je tvoiena jako protein 303 aminokyselinami a nachazi se v cytosolu jako
homodimer (Boatright et al., 2003). Strukturalné, homodimer se sklada z centralné umisténé
12-spletené struktury B-listu, ktery je obklopen 10 a-Sroubovici. Sklada se ze dvou identickych
anti-paralelni usporadanych enzymatickych jednotek, z nichz kazdy nese jedinecné aktivni
misto. Kazdd enzymaticka jednotka se sklada zvelké a malé katalytické podjednotky,
respektive 20 kDa a 11 kDa, které jsou spojeny sekvenci v zymogenu caspasy 7 (Riedl et al.,
2001 a Chai et al., 2001).

Cysteinové caspasy jsou aktivovany proteolytickym Stépenim a mizeme je d€lit na
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velkou podjednotkou, kdy dochédzi ke konformacni zméné, kterd ptfindsi dvé aktivni mista
dimeru zralé¢ funkéni proteasy (Riedl a Shi, 2004). Tyto aktivni caspasy dale §tépi substraty
jako je napi. DFF, PARP, PKCS (protein kinasa C 3), MEKK a U1-70kD, kdy dochazi
k indukci apoptosy (Stenicke a Salvesen, 1998).

Ackoli caspasy hraji kli¢ovou tlohu v apoptose, na rozdil od mutaci p53, mutace gent
Casp neni v lidskych nadorovych bunkach pfili§ Castad. Snizena exprese pro-apoptotickych
caspas byla studovana u fady nadorovych onemocnéni (Philchenkov et al., 2004). Jedna studie
zkoumala kédujici oblast caspasy-3 v 944 nadorech 14 rGznych typl ve srovnani se zdravou
sousedni tkdni. Nicméné¢, pouze u 14 nadori (1,48%) byla dosazena somaticka mutace CASP3
(Soung et al., 2004). V dalsi studii byly zkoumany somatické mutace v CASP7, které se
vyskytly u dvou z 98 karcinomi tlustého stieva (2,0%), jednoho z 50 karcinomui jicnu (2,0%)
a jednoho z 33 karcinomu hlavy/krku (3,0%), ale nikoli v Zaludku, moc¢ovém méchyii nebo
plic (Soung et al., 2003). Analyzy ukazaly, Ze inaktivace jednotlivych caspas a mutace gend
Casp nejsou dostatecné k tomu, aby se zabranilo bud’ pokra¢ovani caspasové kaskady, nebo

odstranéni mechanismu vedouci k bunééné smrti.

2.3.2 PARP-1 [Poly (ADP-ribose) polymerase-1]
PARP-1 ma velikost 116 kDa a sklad4 se ze tii funk¢nich domén. Automodifikacni doména,
ktera je bohata na kyselinu glutamovou, obsahuje na C-konci motiv BRCA1 (BRCT), ktery je
nalezen v n¢kolika proteinech podilejicich se na reakci pii poSkozeni DNA. Zprosttedkovava
interakci s XRCC1, PARP-2, hUBC9, histony DNA polymerazy B a transkripéni faktory.
Automodifika¢ni doména se podili i na PARP-1 dimerizaci a jinych protein-protein interakci
(Buki et al., 1995). Amino-terminalni DNA-vazebna doména obsahuje dva zinkové prsty,
které puisobi jako ,nick sensor* pii poskozeni DNA (D'Amours et al., 1999; Hakme et al.,
2008). Katalyticka doména je nezbytna pro katalyzu ptenosu ADP-ribosy zbytku NAD" na
konkrétni podskupinu jadernych substratli v reakci na poSkozeni DNA, pro polymeraci a
vétvici se reakce (Simonin et al., 1993).

Poly (ADP-ribosyl) ace je dilezitym mechanismem pro udrzovani genomové integrity v
odpovédi na DNA poskozeni. Enzym odpovédny za poly (ADP-ribosa) syntézu, poly (ADP-

rib6za) polymerasa 1 (PARP-1), je zapojena do dvou odlisnych rezimi bunécné smrti
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indukované poskozenim DNA, a to apoptosy a nekrosy. Rozhodnuti, zda buiika zemie cestou
nekrosy nebo apoptosy mize byt modulovana podle stupné aktivace PARP-1. V posledni dobé
bylo prokdzano, Z7e nadmérna aktivace PARP-1 zpusobuje sniZenou aktivitu NAD®-
dependentniho bunécéného procesu, vcetné syntézy ATP. Dojde tak k vyCerpani energie a tim k
procesu nekrosy (Ha a Snyder, 1999).

Cesta apoptosy je fizena caspasami 3 a 7. PARP-1 je sté€pen caspasami (3/7) na 24 kDa
DNA-vazebné domény a 89 kDa katalytické fragmenty (Nicholson a Thornberry 1999;
Germain et al., 1999). Hlavnim divodem pro inaktivaci PARP-1 a vyhnuti procesu nekrosy je
zachovani bunéc¢né energic ve formé ATP nezbytné pro apoptosu (Eguchi et al., 1997).
Nedavné studie ukazaly, ze cesta bunéfné smrti iniciovana aktivitou PARP-1 je
zprostfedkovana AIF (apoptosa indukujici faktor), kdy AIF translokace vyzaduje PARP-1
aktivitu. Translokace AIF z mitochondrie do jaddra muze byt spuSténa poly (ADP-ribosyl)aci
(Yuetal., 2002).

2.3.3 Bcl-2 (B-cell leukemia/lymphoma 2)

Bcl-2 byl pivodné identifikovan jako onkogen podilici se na lidském folikularnim lymfomu
pivodem z B-bun¢k (Tsujimoto et al., 1984). V roce 1988, Vaux a jeho kolegové objevili anti-
apoptotickou aktivitu tohoto proteinu vyvolané nedostatkem IL-3 (Vaux et al., 1988).
Obsahuje vSechny ¢tyii BH domény na rozdil od pro-apoptotickych ¢lenti rodiny Bel-2 (pouze
3 BH domény). Piitomnost hydrofobnich aminokyselin na karboxylové doméné Bcl-2
proteinu umoznuje jeho post-translacnimu uloZeni do intracelularnich membrdn, zejména
vné&jsi mitochondrialni membrany a ¢asti v endoplasmatickém retikulu (Tsujimoto et al., 1986;
Chen-Levy a Cleary, 1990, Krajewski et al., 1993). Koimunoprecipitaénimi experimenty
naznacuji, Zze Bcl-2 se miize vazat na Bax a tvofit tak heterodimery nebo heteromultimery a
inhibovat tak jeho pro-apoptotickou funkci (Oltvai et al., 1993). Naopak Bax mize inhibovat
aktivitu Bcl-2 nahrazenim oblasti BH3 z Bcl-2 oblasti BH3 z Bax, coz naznacuje, ze doména
BH3 ma urcitou funkci u anti a pro-apoptotickych ¢lent rodiny Bcl-2 (Hunter a Parslow,
1996). Kromé toho, na zaklad¢ kvasinkového dvou-hybridniho experimentu, Bcl-2 se dokaze
vazat i S ostatnimi anti-apoptotickymi ¢leny s Bcl-Xi, Bcl-XS a Mcl-1 za tvorby heterodimert.

Tato vazba muize byt disledkem v fizeni a odolnosti bun¢k k apoptose (Sato et al., 1994).
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Bcl-2 je velmi dalezitym anti-apoptotickych faktorem jak normalnich tak i riznych typu
rakovinnych bunék. Leiter a jeho kolegové (Leiter et al., 2000) objevil zvySeni Bcl-2 v
melanomovych metastazich ve srovnani s primarnim nadorem. Jiné studie vsSak hlasili
snizenou expresi Bcl-2 v metastazujicich nadorech. (Tang et al., 1998; Alonso et al., 2004;
Zhuang et al., 2007; Zhuang et al., 2010). Pozorovany rozpor mezi vysledky (Zhuang et al.,
2007; Leiter et al., 2000) mohl byt castecné vysvétlen komplexni heterogenitou melanomu
(Hoek et al., 2010). Avsak dilezité je, ze Bcl-2 byl oznacen jako kriticky regulator rdstu
melanomu in vivo, na kterém se zakladaji rizné studie vyvoje 1éka s anti-Bcl-2 ucinky (Piro,
2004).

2.3.4 Mcl-1 (myeloid cell leukemia 1, myeloidni buné¢na leukemie 1)
Mcl-1 je anti-apoptoticky ¢len rodiny Bcl-2. Obsahuje 350 zbytkG aminokyselin, oblasti
podobné s ostatnimi proteiny Bcl-2 rodiny oznacované jako BH domény, N-terminalni
doménu a C-terminalni doménu (Kozopas et al., 1993). Pomoci BH domén se
zprostiedkovavaji proteinové interakce mezi dalsimi proteiny rodiny Bcl-2 a mimoto slouzi
k regulaci apoptosy (Gross et al., 1999). Avsak Mcl-1 obsahuje pouze BH domény 1-3 a ma
vétsi velikost (40/42 kDa) nez Bcl-2 (26 kDa) a Bcel-XL (29 kDa), v dusledku piitomnosti
PEST sekvence na N-terminalni doméné (Michels et al. 2003, Akgul et al., 2000). N-
terminalni doména obsahuje dvé PEST sekvence, bohaté na aminokyselinové zbytky prolinu
(P), kyseliny glutamové (E), serinu (S) a threoninu (T), vyskytujici se u proteint s kratkym
polo¢asem rozpadu (okolo 3 hodin) (Kozopas et al., 1993, Akgul et al., 2000). Karboxylova
oblast proteinu neboli transmembranova obsahuje hydrofobni aminokyselinové zbytky. Slouzi
k lokalizaci Mcl-1 proteinu na riznych intracelularnich membranach, zejména na vnéjsi
mitochondrialni membrané (Yang et al., 1995). Alternativni sestiih Mcl-1 vede ke
vzniku druhé proteinové isoforme: Mcl-1S/ATM, ktera postrada domény BHI1-2 a
transmembranovou doménu (Bingle et al., 2000). Jeji vyznam neni zcela ovéren, ale podoba
se pro-apoptotickym proteinim obsahujici pouze BH3 doménu (Gross et al., 1999).

Nadmérna exprese Mcl-1 byla popsana u nékolika hematologickych nadorovych
onemocnéni (Aichberger, et al., 2005, Gouill, et al., 2004) v¢etné chronické myeloidni
leukémie a hepatocelularniho karcinomu (Sieghart et al., 2006). Edgar Selzer a jeho skupina

objevili existenci Mcl-1 v lidském melanomu. Bylo zjisténo, ze exprese Mcl-1 je rychle
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indukovédna kyselinou betulinovou. Nicméné, tento mechanismus neni zcela znam, ale je
dal$im pokrokem v terapii nadorovych onemocnéni (Selzer et al., 2002).

Svym anti-apoptotickym mechanismem brani uvolnéni cytochromu ¢ z mitochondrii,
popfipad¢ neutralizuje pro-apoptotické proteiny rodiny Bcl-2 (BIM nebo Bak) (Cuconati et
al., 2003 a Opferman et al., 2003). Protein Mcl-1 je taky dualezity ve vyvoji a diferenciaci T a
B-lymfocytd (Opferman, et al. 2003), hraje kritickou roli v regulaci apoptosy makrofagl a
neutrofilti a je nezbytny pro preziti krvetvornych bunék a synovialnich fibroblasti (Luke, et
al., 2010).

2.3.5 Protein p53

P53 je oligomerni fosfoprotein, ktery se vaze na specifické sekvence DNA a aktivuje
transkripci cilovych gend jak in vivo, tak in vitro (Vogelstein a Kinzler, 1992). Nemutovany
protein p53 se v buiice nachédzi v latentni formé s velmi kratkym polo¢asem rozpadu. K jeho
funkéni aktivaci dochazi teprve Vv reakci na poskozeni DNA, hypoxii (nedostatek kysliku) a
onkogenni aktivaci. Tyto stresové situace jsou zodpovédné za fosforylaci N- a C-koncovych
oblasti p53, coz vede i k zadrZeni proteinovych oligomert v jadie (Ko a Prives, 1996). Takto
stabilizovany protein p53 aktivuje transkripci genu, které koduji proteiny podilejici se na
regulaci bunééného cyklu, reparace DNA a/nebo apoptosy (Levine, 1997; Giaccia a Kastan,
1998). Mezi geny indukované p53 patii p21 - inhibitor Cdk a mnoho genti kodujicich pro-
apoptotické proteiny. Negativnim regulatorem p53 je Mdm-2 (Hdm2 u lidi), ktery hraje roli
v potlaceni reakce p53. MDM2 se vaze piimo na p53, katalyzuje inhibici transkripce a
ubikvitinaci p53 (Juven-Gershon a Oren, 1999). Na druhé strang, p19Arf se miize vazat piimo
na Mdm2 a potlacdit tak jeho funkci (Sherr, 2001).

Gen p53 je mutovan ve vice nez 50 % nadorovych onemocnéni, a mutace v dalSich
genech, které ovliviji funkci pS3 se vyskytuji taky v mnoha nadorech, které si zachovavaji
normalni funkci genu p53. Mezi nimi jsou mutace, které ovliviiuji hdm2, ARF a tada

transkripcnich faktoru, které fidi ARF a expresi genu p53 (Jacks, 1996).
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2.3.6 RD (retinoblastomovy) protein
Rb protein je sloZzen z 928 aminokyselin a ma molekulovou hmotnost 110 kDa. Sklada se ze
tii domén, centralni doména se oznaCuje jako kapsa a je slozena ze dvou subdomén
pfipominajicich cyklinovy ,,box*. Patfi do skupiny tumor supresorovych genii regulujici
bunéény cyklus. Ve své nefosforylované form¢, kdy je navdzan na traskripni faktor E2F
zastavuje buné¢ny cyklus ve fazi Gi a brani tak i proliferaci nadorovych bunék (Weintraub et
al., 1995). Tento komplex udrzuje histony jadra v neacytalované form¢ a omezuje tak piistup
transkripénim faktortiim regulujici transkripci dulezitych gent pro déleni bun¢k (Brehm et al.,
1998). Stimulace cyklin D/cdk4 fosforyluje Rb v C-terminalni oblasti proteinu, narusuje
vazebnou oblast pro E2F a zpisobi tak jeho uvolnéni. Tato zménéné konformace umoznuje
navazani cyklin dependentni kindzy CDKZ2, kterd dava signal k bunéénému dé€leni v S fazi
bunééného cyklu (Harbour et al., 1999).

Ctyii INK4 proteiny (p16, p15, p18 a pl19) specificky inhibuji aktivitu cyklin D-
dependentnich kinas, aby se zabranilo fosforylaci Rb proteini (Roussel, 1999). V souéasné
dobé¢ existuje presvedéivy dikaz, ze inaktivita Rb proteinu a skupiny proteinii INK4 a zvySena

exprese cyklin D1 nebo CDK4 je zasadni pro tvorbu nadorovych bunék (Ortega et al., 2002).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 MATERIAL

3.1.1 Pristrojové vybaveni

V experimentalni casti bakalaiské prace byly pouzity nasledujici pfistroje: flowbox s vertikdlnim

proudénim vzduchu TC 48 (Gelaire, Australie); CO; inkubator (Sanyo, Japonsko); opticky mikroskop

Nikon TMS (Nikon, Japonsko), Olympus CK2 (Olympus, Japonsko); centrifuga BR4i (Jouan, Saint-

Herblain, Francie); vodni lazen (GFL, Némecko); ultrazvukovy homogenizator Sonoplus HD2200
(Bandelin, Némecko); tifepactka MR-1 (Biosan, Lotyssko); UV-VIS spektrofotometr UV-1800
(Shimadzu, Japonsko); aparatura pro vertikalni elektroforézu Mini-PROTEAN Tetra Cell (BioRad,

USA); blotovaci aparatura Mini Trans-Blot Cell (BioRad, USA); chemiluminiscenéni kamera
LAS4000 (FujiFilm, Japonsko); pritokovy cytometr Cell Lab Quanta™ SC-MPL (Beckman Coulter,

USA); fluorescenc¢ni detektor Fluoroskan Ascent (Labsystems, Finsko).

3.1.2 Pouzité chemikalie

Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-7-amido-4-methylkumarin (Ac-DEVD-AMC)
Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-aldehyd (Ac-DEVD-CHO)

Akrylamid

Aprotinin

Bis akrylamid

Bromfenolova modf

Butanol

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dithiothreitol (DTT)

Dodecylsiran sodny (SDS)

Dulbecco's Modified Eagle’s Medium (DMEM)
Ethanol 96%

Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA)
Ethylenglykoltetraoctova kyselina (EGTA)
Fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Fetalni teleci sérum (FS)

Fluorid sodny (NaF)

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Lach-ner
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Lach-ner
Sigma-Aldrich
Penta
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
BioTech
Sigma-Aldrich

28



Glutamin

Glycerol

Glycin

Hovézi sérovy albumin (BSA)

Hydroxid draselny

4-(2-hydroxyethyl) piperazin-1-ethansulfonova kyselina (HEPES)
3-(3-cholamidopropyl)-dimethylammonio)-1-propansulfonat (CHAPS)
Chemiluminiscenéni ¢inidlo luminol-peroxid (1:1)

Chlorid draselny (KCI)

Chlorid sodny (NaCl)

Leupeptin

2-merkaptoethanol

Methanol

Nonidet — 40

Penicilin

Peroxodosiran amonny (APS)

Ponceau S

Propidium jodid

Proteinovy marker (Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder)
Streptomycin

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Tris (hydroxymethyl) aminomethan (TRIS)

Triton X-100

Trypsin

Tween 20

Vyrobce/Stat

Sigma-Aldrich (USA), Penta (CR), Thermo Fisher Scientific (USA), Serva (Némecko), MP

Biomedicals (USA), Sigma (USA), Lach-Ner (CR).

3.1.3 Pouzité roztoky

10 % DMEM: 10% fetalni sérum, streptomycin (0,1 mg/ml), penicilin (100 U/ml) a L-glutamin (2

mM)
Trypsin/EGTA: 0,1 % trypsin, 0,25% EGTA

Sigma-Aldrich
Lach-ner

MP Biomedicals
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Thermo Scientific
Penta

Lach-ner
Sigma-Aldrich
Serva

Penta
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Serva
Sigma-Aldrich
Thermo Scientific
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
MP Biomedicals
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
MP Biomedicals



0,5% EGTA pH 7,2: 2,5 g EGTA/ 500 ml PBS

PBS: 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 10 mM Na;HPO; - 12 H,0; 2 mM KH.PO4 pH 7,4

RIPA pufr: 20 mM TRIS-HCI pH 7,4; 100 mM NaCl; 5 mM EDTA; 2 mM EGTA; 0,2% Nonidet P-40
(pH = 7,4); tésn¢ pred pouzitim pfiddno: 1 mM DTT; 1 mM PMSF; 0,5 pg/ml leupeptin; 2 pg/ml
aprotinin, 2 mM NaF

Cinidlo Bradford: 0,01% Coomassie brilliant blue; 95% ethanol; 85% kyselina o-fosfore¢na

AA+BiIs: 30% Akrylamid (AA) + 0,8% Bisakrylamidu (Bis AA): 58,4 g AA + 1,6 N'N Bis AA/200ml
1 M TRIS/HCI pH 8,8: 48,46 g TRIS/ 400 ml pH 8,8

1 M TRIS/ HCI pH 6,8: 24,23 g TRIS/ 200 ml pH 6,8

10% SDS: 5 g SDS /50 ml H.0

10% APS: 0,1 g/ 1 ml H.O

Elektroforeticky pufr: 37,8 g TRIS, 180 g Glycin, 12,59 SDS /2,5 | H,O

5x SDS vzorkovy pufr: 0,3 M TRIS pH 6,8; 10% SDS, 50% glycerol, 0,05% bromfenolova modt; 5%
2-Merkaptoethanol

TBS: 137 mM NaCl, 20 mM TRIS pH 6,8

TBS s 0,1 % Tweenem 20: 500 ml TBS + 500 ml 0,1 % Tween 20

Blokovaci roztok: 5 % BSA v TBS s Tweenem 20: 2,5 g BSA /50 ml TBS s Tweenem 20

Blotovaci pufi: 30,3 g TRIS, 144 g Glycin/ 1 litr H,O

Ponceau S: 0,2 % v 1 % kyseling octové

Caspasovy lyzacni pufr: 10mM KCl, 5mM Hepes pH 7,4; ImM EDTA; ImM EGTA a 0,2% CHAPS;
pted pouzitim piidat 1 mM DTT; 0,5 pg/ml leupeptin; 2 pg/ml aprotinin; 1 mM PMSF

Caspasovy reakéni pufr: 25 mM PIPES/KOH, pH 7,3; 2mM EGTA, 2 mM MgCls ; pfed pouzitim
ptidat 1 mM DTT, substrat Ac-DEVD-AMC: 10 mM roztok v DMSO

Inhibitor caspasy 3/7: 1 mM Ac-DEVD-CHO v DMSO

3.1.4 Pouzité protilatky

Primarni protilatky

anti-PARP (rabbit, klon 46D11, fedéni 1:500), Cell signaling technology
anti-p53 (mouse, klon DO-1, fedéni 1:1000), Dr. B. Vojtések z MOU v Brn&
anti-Mcl-1 (rabbit, klon S-19, fedéni 1:500), Santa Cruz biotechnology
anti-Bcl-2 (mouse, klon 10C4, fedéni 1:1000), Sigma-Aldrich

anti-Rb (mouse, klon 4H1, fedéni 1:1000), Cell signaling technology
anti-pRb (rabbit, klon S780, fedéni 1:1000), Cell signaling technology
anti-caspase-7 (rabbit, fedéni 1:500), Cell signaling technology
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anti-caspase-3 (mouse, fedéni 1:500), Cell signaling technology

anti-B-actin (mouse, klon C4, fedéni 1:2000), Santa Cruz biotechnology

Sekundarni protilatky
RAM/Px (rabbit anti-mouse, fedéni 1:1000), Sigma-Aldrich
SWAR/Px (swine anti-rabbit, fedéni 1:1000), Sigma-Aldrich

Vyrobce/Stat
Sigma-Aldrich (USA), Cell Signaling Technology (USA), Santa Cruz Biotechnology (USA).

3.1.5 Pouzitia bunééna linie
Experimenty byly provedeny na adherentni nadorové bunééné linii G-361 odvozené od
lidského maligniho melanomu ziskané z Evropské kolekce ovérenych bunéénych kultur
(ECACC, UK).

Bunééna linie byla kultivovana na sterilnich plastovych Petriho miskach (TPP,
SV}'/carSko), v kultivaénim médiu DMEM, obohacené 10% telecim fetdlnim sérem,
streptomycinem (0,1 mg/ml), penicilinem (100 U/ml) a L-glutaminem (2 mM), v inkubatoru

pii teploté 37 °C a v atmosféfe s obsahem 5 % oxidu uhli¢itého.

3.1.6 Testované derivaty kyseliny betulinové

Vychozi struktura kyseliny betulinové a 21-0x0-18-lupenové byla riizn€¢ modifikovana
v poloze C-3, C-20 a C-28 za ucéelem studie nové syntetizovanych derivat dr. Janem Sarkem
(Lékarska fakulta, Univezita Palackého v Olomouci).

V experimentalni ¢asti bakalaiské prace byly testovany derivaty kyseliny betulinové 6 (derivat
kyseliny 21-0x0-18-lupenové), 12 (derivat kyseliny betulinové), 17 (derivat kyseliny 21-oxo-
18-lupenové), které byly pfipraveny jako 7,5 mM zasobni roztoky v DMSO a dle potieby byly
nafedény na pozadovanou koncentraci do kultivaéniho média (1, 10 a 20 uM).

Proti bunkam lidského maligniho melanomu G-361 vykazovaly hodnoty cytotoxicity: latka 6
ICs0 7,0£0,0 uM, 12 - ICs0 3,4 £0,1 uM a latka 17 - ICs0 1,6 +£ 0,3 uM.
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3.2 METODY

3.2.1  Ovlivnéni bunécné linie a sklizeni

Bunécna linie G-361 byla kultivovana v Petriho misce (100 mm) pii teploté 37 °C v atmosfére
obsahujici 5 % oxidu uhli¢itého. Buiky byly vysazeny do Petriho misek v objemu 10 ml
bunécné suspenze. Pomoci Birkerovy komtrky a optického mikroskopu byly spocitdny na
pozadovanou koncentraci 1,7 x 10® bungk do misky o objemu 10 ml. Po 24 hodinové kultivaci
Vv inkubatoru bylo médium sklenénou pipetou odsato a poté bylo piidano 5 ml piedem
natedéné testované latky (6, 12 a 17) v kultivaénim médiu o zvolené koncentraci (1, 10, 20
uM). K bunkam slouzicim jako kontrola bylo pfidano pouze Kultivacni médium (10%
DMEM). Po dalsi 24 hodinové kultivaci byly butiky sklizeny pro danou analyzovanou metodu
(Western blotting, pritokova cytometrie, biochemicky test caspasy 3/7).

Sklizeni bun¢k probihalo na led¢, aby se zabranilo denaturaci proteint. Buiky byly
uvolnény ze dna Petritho misky pomoci Skrabky. Obsah seSkrabnuté bunétné suspenze se
ptepipetoval do zkumavky a zbylé buiiky na dné kultiva¢ni nadoby byly splachnuty 1 ml PBS.
Bunky ve zkumavkach byly centrifugovany 10 minut pii 1000 g v pfedem vychlazené
centrifuze o teploté 4 °C. Supernatant byl odsat a pelet rozpustén v 1 ml PBS. Po dalsi
centrifugaci za stejnych podminek, byl pelet resuspendovan v 1 ml PBS a ptenesen do 1,5 ml
mikrozkumavek. Pfi posledni centrifugaci se supernatant opét odsal a pelet byl uchovan
v mrazéku o teploté -80 °C pro analyzu metodou Western-blotting nebo biochemického testu
caspas-3a-7.

Pro analyzu pomoci pritokového cytometru byly buiiky sklizeny trypsinizaci. Nejprve
se kultiva¢ni medium odpipetovalo do zkumavek a bunky byly splachnuty dvakrat 1 ml PBS
(filtrované). Az poté byl do misky pridan roztok trypsin/EGTA, ktery se nechal puisobit az do
doby, nez se bunky uvolnily ze dna misky. Po tplném uvolnéni bunék ze dna nadoby se burniky
splachly 5 ml kultiva¢nim mediem a cely obsah se pfepipetoval do zkumavky. Nésledovala
centrifugace 10 minut pii 1000 g a teploté 4°C. Supernatant byl odsat a pelet rozpustén v 1 ml
PBS (filtrované). Po dal$i centrifugaci za stejnych podminek, byl pelet resuspendovan v 100
ul PBS (filtrované). Dulezitym krokem bylo zafixovani bunék pomoci vychlazeného 1 ml
70% ethanolu pfidavaného po kapkach, pfi mirném michani na vortexu. Nasledné byly bunky

uskladnény v lednici pfi teploté -20 °C.
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3.2.2 Lyzovani bunék

Lyzace bun¢k pro metody western blotting a caspasovy test se provadi stejnym zptsobem za
pouziti odlisnych lyzac¢nich pufri. U metody western blotting se pii resuspendovani peletu
pouzil lyza¢ni pufr RIPA (pied pouzitim ptidani DTT, leupeptin, aprotinin, PMSF a NaF) a u
bunécnych peletii pii stanoveni aktivity caspas se pouzil caspasovy lyzacni pufr obsahujici
10mM KCI, 5mM Hepes pH 7,4; ImM EDTA; 1mM EGTA a 0,2% CHAPS (pted pouzitim
pridani DTT, leupeptin, aprotinin a PMSF). Do jednotlivych zkumavek se piidalo potfebné
mnozstvi lyzaéniho pufru (30-50 ul dle velikosti peletu). Vzorky byly sonikovany pouzitim
ultrazvukového homogenizatoru (3 cykly, 10 sekund, 30 % max.). Poté byla provedena
centrifugace 25 minut pfi 14 000 rpm a teplot¢ 4 °C. Definovany objem (maximum)
supernatantu se ptepitoval do novych zkumavek. Do sklenénych zkumavek se odméfilo
¢inidlo bradford a k tomu se pfidalo 1 pl vzorku. Po 5 minutové inkubaci od prvniho vzorku
s ¢inidlem bradford se stanovilo celkové mnozstvi proteini metodou Bradford (Bradford,
1976) pii 595 nm na UV-VIS spektrofotometru. Po piepocitani byly lyzaty nafedény lyza¢nim
pufrem na stejnou koncentraci proteinii (u Western blottingu na nejnizsi koncentraci proteinu a
u caspasového testu na koncentraci 3 pg/ul). Ke vzorkiim uréené pro western blotting metodu
bylo navic ptidano mnozstvi 5x SDS. Poté byly lyzaty zahiaty 2 minuty pti 95 °C a uschovany
pro SDS-PAGE elektroforézu a Western blotting v mrazaku o teploté -80°C.

3.2.3 SDS-PAGE, Western blotting a imunodetekce proteint

Proteiny byly separovany vertikalni polyakrylamidovou elektroforézou v 10% délicim gelu a
5% zaostfovacim gelu (slozeni v Tabulce 1). Do jamek bylo napipetovano 5 pl vzorku
proteinu a do boc¢ni jamky 3 ul standardu molekulovych hmotnosti proteinti. Bylo nastaveno
napéti 80 V po dobu béhu vzorkl a hlavné molekulového markeru v zaostfovacim gelu. Dalsi
béh vzorku v délicim gelu pokracoval pii zméné napéti na 120 V. Po dobé¢hu markeru na
konec déliciho gelu, byl gel zbaven zaostfovaciho gelu a gel se separovanymi proteiny byl
nasledné prenesen na nitrocelulosovou membranu. Pienos probihal pii napéti 270 mA za
stalého michéani a chlazeni blotovaciho pufru v nddobé s blotovaci kazetou po dobu 2 hodin.
Po ukonc¢eni blotovani byla membrana obarvena v roztoku Ponceau asi 5 minut, oplachnuta
destilovanou vodou a usuSena na filtranim papife. Membrana se nafezala dle velikosti

sledovanych proteinii a tyto prouzky byly odbarveny v roztoku TBS. Nespecifické vazby

33



proteinti byly zablokovany v 5% roztoku BSA s TBS a Tweenem 20 po dobu 1 hodiny na
kyvacce piti laboratorni teploté. Po zablokovani se membrany proplachly TBS.

Imunologicka detekce probihala za pouziti primarnich protilaitek dle potieby
nafedéné 5% BSA v TBS s 0,1% Tweenem 20 blokovacim pufrem. Inkubace membran
S primarnimi protilatkami probihala ptes noc pii teploté 4 °C. Nasledujici den byly membrany
promyty a to nasledujicimi kroky: 5 minut v TBS, 5 minut v TBS s 0,1% Tweenem 20, 5
minut v TBS a poté 10 minut v TBS. Sekundarni protilatky byly nafedény blokovacim pufrem
a aplikovany na membrany. Inkubace probihala 1 hodinu pfi laboratorni teploté. Po ukonceni
inkubace se opét membrany promyly a to nasledujicim zpasobem: 10 minut v TBS, 5 minut
v TBS s0,1% Tweenem 20, 5 minut v TBS a 10 minut v TBS. Nakonec byla provedena
detekce chemiluminiscenci za pouziti substratu ¢inidla peroxidu vodiku a luminolu v poméru
1:1. Detetekéni signal byl zaznamenan pomoci CCD kamery a snimky byly nésledné

analyzovany v programu Image Reader.

Tabulka 1: Ptiprava 10% déliciho a 5% zaostiovaciho gelu.

Chemikalie 10% délici gel Chemikalie 5% zaosttovaci gel
4gely  2gely 4 gely 2 gely

AA+Bis 6,25 ml 3,125 ml AA+BIs 1,67 ml 0,84 ml
H20 534ml 2,67 ml H20 7,03ml 3,51 ml
TRISpH8,8 7 ml 3,5ml TRISpH6,8 1,25 ml 0,63 ml
SDS 10 % 188 ul 94 ul SDS 10 % 100 pl 50 pl
TEMED 12,5ul 6,25 ul TEMED 10 ul 5ul
APS 75 ul 37,5 ul APS 60 ul 30 pl

3.2.4  Analyza bunééného cyklu

K vyhodnoceni procentualniho zastoupeni poctu bunék ve fazich (subGi, Go/G1, S a G2/M)
bunéného cyklu byl pouzit pritokovy cytometr. Faze subGi odpovida procentualnimu
zastoupeni pocétu apoptotickych bunék a jejich fragmenti. Vizualizace bunék v jednotlivych
fazich byla provedena pomoci barveni propidium jodidem. Propidium jodid je fluorescencni
barvivo, které interkaluje do struktury dvousroubovice DNA a po ozafeni svétlem o vinové
délce 488 nm dochdzi k emisi zafeni kolem 610 nm. Pomoci analyzy fluorescen¢niho signalu
propidium jodidu se stanovi obsah DNA v bufice a tim faze bunécného cyklu, ve které se
buiika prave nachazi.
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Bunky zafixované vychlazenym 70% ethanolem byly centrifugovany pii 1000 g a 4 °C
po dobu 5 minut. Supernatant byl odsat a pelet rozpustén v 1 ml PBS (filtrované). Po dalsi
centrifugaci za stejnych podminek, byl pelet pofadné resuspendovéan v 1 ml PBS (filtrované),
do kterého bylo navic ptidano 1 ul Tritonu X-100 a 10 pl propidium jodidu. Inkubace
probihala 30 minut ve tmé za laboratorni teploty. Obsah zkumavek byl pfepipetovan do vialek,
které byly vlozeny do prutokového cytometru. Analyza probihala na kanale FL3 (fluorescent
light, zateni okolo 670 nm) v programu Quanta Analysis.

3.2.5 Fluorimetrické stanoveni aktivity caspasy 3/7
Fluorimetrické méfeni aktivity caspasy 3/7 je zaloZeno na hydrolyze peptidového substratu
znaceného 7-amido-4-methylkumarinem (Ac-DEVD-AMC). Produktem hydrolyzy je 7-
amino-4-methylkumarin (AMC), ktery po excitaci zafenim o vlnové délce 346 nm emituje
fluorescencni spektrum o vinové délce 422 nm umoziujici tak kvantifikovat prubéh reakce.
Bunééné lyzaty o koncentraci 3 pg/ul v objemu 5 pl byly napipetovany do mikrotitra¢ni
desticky v triplikdtu. Do prvni a druhé fady bylo napipetovano 100 pl reakéniho pufru
s fluorescenéné zna¢enym peptidovym substratem (25 mM PIPES/KOH, pH 7,3; 2mM EGTA,
2 mM MgCI; a pted pouzitim pfidino 5 mM DTT a 100 uM substrat Ac-DEVD-AMC
v DMSO) a do tieti fady 100 pl reakéniho pufru obohaceného roztokem inhibitoru caspas-3/7
(1 mM Ac-DEVD-CHO v DMSO). Vzorky byly inkubovany ve tmé pfi laboratorni teploté a
fluorescenéni signal byl méten kazdou hodinu na fluorimetru Fluoroskan Ascent (Labsystems)
pii 346/442 nm (ex/em). Data byla analyzovana pomoci programu Ascent. Vyhodnocena byla
nejdelsi expozice. Ziskané absolutni hodnoty fluorescence byly normalizovany podle signalu
kontrolniho vzorku a pfevedeny na hodnoty relativni. Experiment byl opakovan dvakrat, po

aplikaci latkami 6, 12 a 17 v koncentraci 10 uM a po druhé v koncentraci 1 a 10 uM.
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4 VYSLEDKY

4.1 Detekce pro- a anti-apoptotickych proteini

V experimentalni ¢asti bakalaiské prace byla provedena analyza pro- a anti-apoptotickych
proteintit pomoci metody western blotting. Byly porovnany zmény hladin exprese proteint
Vv buitkkdch odvozenych od maligniho melanomu (G-361), ovlivnénych derivaty kyseliny
betulinové a 21-0x0-18-lupenové, oznacené jako 6, 12 a 17, po dobu 24 hodin s kontrolnimi
neovlivnénymi buiikami oznacené jako K, Vv porovnani koncentrace 1 a 10 uM (Obr. 4) a
koncentrace 10 a 20 uM (Obr. 5).

K 6 12 17 K

0 1 10 1 10 1 10 0 (uM)
116kDa —» S TLAN S S B S B | PARP
89kDa —»p — -— —— Stépny PARP

S53kDa —bie—

— —— — . - p53

40@3",--—---— w— Mcl-1
26kDa—>|.---_ s e @  Bcl-2

140 kDa —™ —_——.-—_-— Rb

140 kDa —»‘—— - — — - -—— | DPRD

- W W s e | caspasa -7

fragment caspasy -7
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12KD2 i S — — —— ——— [ -acti

Obr. 4: Detekce pro-apoptotickych proteinii (PARP, caspasa-7, caspasa-3 a p53) a anti-apoptotickych
proteind (Mcl-1 a Bcl-2) a proteinti regulujicich bunéény cyklus (Rb, pRb). Bunééna linie G-361
ovlivnéna derivaty kyseliny betulinové a 21-0x0-18-lupenové (6, 12, 17) o koncentraci 1 a 10 uM po
dobu 24 hodin

36



Caspasa-3 a -7 jsou ¢lenem rodiny cysteinovych proteas (caspas) aktivujici proces
apoptosy. V cytosolu se nachdzi jako neaktivni zymogeny (pro-caspasy), které jsou
aktivovany Sté€penim na aktivni fragmenty 19 kDa a 17 kDa caspasy-3 a fragmenty 11 kDa a
20 kDa caspasy-7. Zmény nastaly u hladiny exprese zymogenu caspasy-7, kdy nebyla
pozorovana u derivatd 6 a 12 v koncetraci 1 pM, nicmén¢ s rostouci koncentraci latek se
hladina exprese neaktivni caspasy-7 zvySovala. Hladina exprese aktivniho fragmentu caspasy-

7 byla zaznamenana po aplikaci latky 17 v koncentraci 10 uM.

K 6 12 17 K
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Obr. 5: Detekce pro-apoptotickych proteint (PARP, caspasa-7, caspasa-3 a p53) a anti-apoptotickych
proteind (Mcl-1 a Bcl-2) a proteint regulujicich bunéény cyklus (Rb, pRb). Bunééna linie G-361
ovlivnéna derivaty kyseliny betulinové a 21-0x0-18-lupenové (6, 12, 17) o koncentraci 10 a 20 uM po
dobu 24 hodin.

37



Substratem efektorové caspasy-3 je protein PARP. Behém apoptosy je celkovy protein
PARP o velikosti 116 kDa $tépen na dva fragmenty 89 kDa a 24 kDa. Fragment PARP (89
kDa) je dulezitym markerem indukce apoptosy. Hladina exprese tohoto fragmentu byla
pozorovana v bunikach G-361 ovlivnénych derivaty 6, 12 a 17 v koncentraci 10 a 20 uM.
Nejsilngjsi exprese fragmentu PARP byla detekovana pro derivat kyseliny 21-0xo0-18-
lupenové 17 v koncetraci 20 uM po 24 hodinové inkubaci.

Bcl-2 genova rodina je schopna regulovat propustnost vngjsi mitochondrialni membrany
a uvolnéni cytochromu c z mitochondrii. V mé praci byly detekovany anti-apoptotické
proteiny Bcl-2 a Mcl-1. Mirné snizena hladina exprese proteinu Bcl-2 byla pozorovana po
aplikaci latky 6 v koncentraci 10 uM a 17 v koncentraci 1 a 10 pM. Nizka hladina dal§iho
antiapoptotického proteinu Mcl-1 byla zaznamenana po aplikaci latek 12 a 17 v koncentraci
10 uM.

Proteiny p53 a Rb jsou vyznamnymi regulatory bunééného cyklu. Protein p53 je
indukovan Vv reakci na poSkozeni DNA, hypoxii (nedostatek kysliku) a onkogenni aktivaci, a
to vede bud’ k zastaveni buné¢ného cyklu nebo k apoptose (Levine, 1997; Giaccia a Kastan,
1998).

Hladina proteinu p53 se vyskytla jak v buiikach ovlivnénych derivaty kyseliny
betulinové a 21-0x0-18-lupenové tak i u kontrolnich neovlivnénych bunék. Bunky byly béhem
doby sklizeni nejspiSe ve stresu (pfi¢ina aktivace proteinu p53 1 u kontrolnich bunék) a
nasledkem toho doslo k pozitivné falesnému vysledku u neovlivnénych bunék. Po aplikaci
latky 17 v koncentraci 20 uM byla detekovana nizka exprese Rb proteinu i fosforylovaného
proteinu pRb, coz je v rozporu s faktem, Ze defosforylace proteinu Rb zptsobuje jeho aktivitu
(obr. 5). Nizka hladina muze byt zpisobena stépenim béhem procesu apoptosy. Nicméné,
v koncentraci 10 uM latky 17 a 12 vykazovaly nizkou hladinu exprese pRb a mirné zvysenou
hladinu celkového proteinu Rb. Protein Rb byl aktivovan defosforylaci a nésledné zastavil

déleni bun¢k v Gi fazi (obr. 4).
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4.2  Analyza bunééného cyklu po ovlivnéni derivaty

Bunécéna linie G-361 byla ovlivnéna derivaty kyseliny betulinové a 21-0X0-18-lupenové
v koncentraci 1 a 10 uM po dobu 24 hodin. Byly zaznamenany zmény v buné¢ném cyklu
pomoci prutokového cytometru. Tato metoda je zalozena na méteni obsahu bunécné DNA
znaCené fluoresceéni sondou propidium jodid. Pti prichodu bunék kapilarou dochazi
k excitaci navazané DNA sondy o vlnové délce 488 nm a emisi zafeni okolo 610 nm. Ziskana
data byla vyhodnocena V histogramech, obsahujici procentudlni zastoupeni bunék v
jednotlivych fazich bunééného cyklu.

Z histogramu analyzy vyplyva, ze bunky po ovlivnéni derivaty v koncentraci 1 a 10 uM
znaén€ ovliviiuji bunéény cyklus bunééné linie G-361, zvySenim poctu bunék v Gi fazi a
poklesem pocétu bunék v Go/M fazi (Obr. 6). Kumulace bunék ve fazi Go/G1 znamena, Ze
buitky nemohou vstoupit do faze S, coz je prokazano snizenim poc¢tu bun¢k G2/M fazi. Béhem
této doby miize dojit bud’ k opravnym mechanismiim nebo k apoptotické draze. Pocet
apoptotickych bunék a jejich fragmentt je zaznamenan ve fazi subGi. Nejvyssi hodnota poctu

bunck v této fazi byla namétena u latky 17 v koncentraci 10 pM.
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Obr. 6: Analyza procentualniho zastoupeni bunék maligniho melanomu G-361 Vv jednotlivych fazich
bunééného cyklu pomoci metody pritokové cytometrie. Bunécna linie byla ovlivnéna derivaty
kyseliny betulinové a 21-0x0-18-lupenové v koncentraci 1 a 10 uM po dobu 24 hodin.
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4.3  Aktivita caspasy -3/7

Apoptotické ucinky latek 6, 12 a 17 v koncentraci 1 a 10 uM po 24 hodinovém ovlivnéni
bunééné linie G-361, byly ovéfeny metodou fluorimetrického stanoveni aktivity caspasy 3/7,
pfi pouziti substratu caspas-3/7 Ac-DEVD-AMC anebo inhibitoru Ac-DEVD-CHO.
Fluorescenc¢ni signal caspasy -3/7 byl métren kazdou hodinu po dobu 7 hodin. Vyhodnocena
byla nejdelsi expozice. Absolutni hodnoty fluorescence ziskané méifenim na Fluoroskanu
Ascent byly normalizovany podle signalu kontrolniho vzorku a pfevedeny na hodnoty
relativni.

Z namé&fenych hodnot je patrné, ze aktivita caspasy 3/7 v bunkach maligniho melanomu se po
aplikaci latky 6 s rostouci koncentraci 10 a 20 uM zvySovala, naopak u latek 12 a 17 doslo
k poklesu aktivity caspas 3/7. Nejvyssi aktivita caspas byla zaznamenana po aplikaci latky 6
v koncentraci 20 uM s 3,8 krat vyssi aktivitou v porovnani s kontrolnimi neovlivnénymi

burnkami K.
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Obr. 7: Aktivita caspasy 3/7 v bunikach maligniho melanomu G-361 ovlivnénych derivaty kyseliny

betulinové a 21-0x0-18-lupenové (6, 12, 17) v koncentraci 10 a 20 uM, po dobu 24 hodin. Hodnoty
jsou vztazeny k neovlivnénym bunikdm oznacené 0. Fluorescencni signal byl méfen po dobu 7 hodin
inkubace ve tmé pfti 25 °C.
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3) DISKUZE

Cilem praktické casti bakalaiské prace bylo charakterizovat antiproliferacni ucinky derivata
kyseliny betulinové a 21-0x0-18-lupenové na lidské nddorové bunééné linii G-361 odvozené
od maligniho melanomu in vitro, metodou western blot, pritokovou cytometrii a
biochemickym testem caspasy 3/7.

Potencialni antiprolifera¢ni u¢inek Kkyseliny betulinové byl vroce 1995 jako prvni
nalezen v bunééné linii melanomu MEL-1, MEL-2 a MEL-4 s hodnotami 1Cso v rozmezi od
0,5 - 4,8 ug/ml, pfi testovani in vitro vyzkumnou organizaci vedené panem Pisha a jeho
spolupracovniky. Jejich poznatky o cytotoxickych ucincich kyseliny betulinové ziskané z kury
kmene Ziziphus mauritiana proti lidskym melanomovym liniim MEL-1, -2, -3 a -4
zahrnovaly vySetfovani mechanismu u¢inku pomoci prutokové cytometrie. Bylo zjisténo, ze
ucinek kyseliny betulinové indukuje apoptosu zastavou nadorovych bunék MEL-2 ve fazi
Go/G1, coz je vsouladu s mymi vysledky pritokové cytometrie. Tento jev byl prokazan i
zvysujicim se po¢tem apoptotickych bunék ve fazi subGi po 56-72 hodinové aplikaci (Pisha et
al., 1995). Po 24 hodinov¢é aplikaci mych testovanych latek 6, 12 a 17 v koncentraci 1 a 10 uM
byl pozorovan zvySeny pocet bun¢k v Go/G1 fazi, snizeny pocet v S a Go/M fazi a s rostouci
koncentraci byl zaznamenan zvysujici se pocet apoptotickych bunék v subGi. Bunky, které
jsou kumulovany v Go/G: fazi bud’ prochazi opravnymi mechanismy, nebo je spusténa
apoptoticka draha. Podobny efekt byl pozorovan 1 v bunétné linii HeLa ovlivnéné derivaty
kyseliny betulinové publikovanych v praci Cmocha et al. (2014). Naopak lupan derivaty
v préaci Sarka et al., (2003) s modifikaci E kruhu a pfidanim kyslikovych skupin v pozici 18,
19 a 21 vykazovaly kumulaci bunék v Go/M a S fazi (Sarek et al., 2003). Podobny efekt byl
pozorovan i u derivati kyseliny betulinové v buitkkdch melanomu B-16, které vykazovaly
pokles bun¢k v Go/G1 fazi (Liu et al., 2004).

Vyznamnymi regulatory bunécného cyklu jsou proteiny p53 a Rb. Retinoblastomovy
protein Rb rozhoduje o tom, zda burika zistane ve fazi Go/G1 bunééného cyklu nebo vstoupi
do faze S, kde se nadile mnozi. Interakci s transkripénim faktorem E2F brani transkripci
Sfazovych geni a plsobenim defosforylace/fosforylace se protein Rb  stava
aktivnim/neaktivnim (Levine, 1997; Giaccia a Kastan, 1998). Prvni vlna fosforylace je

zprostfedkovana CDK4 a CDKG6 v komplexu s cyklinem D. Pomoci tohoto komplexu je E2F
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uvolnén a tak dochazi k zahajeni aktivace komplexu CDK2/cyklin E, ktery dava signal ke
spusténi faze S (Shapiro, 2006). Po aplikaci latky 17 v koncentraci 20 uM byla detekovana
nizkd exprese Rb proteinu i fosforylovaného proteinu pRb, coz je v rozporu s faktem, ze
defosforylace proteinu Rb zpuisobuje jeho aktivitu. Nizka hladina muze byt zpasobena
St€penim béhem procesu apoptosy. Nicméné, v koncentraci 10 uM latky 17 a 12 vykazovaly
nizkou hladinu exprese pRb a mirné zvysenou hladinu celkového proteinu Rb (obr. 4). Protein
Rb byl aktivovan defosforylaci a nasledné zastavil déleni bunék v G: fazi, coz potvrzuje
vysledky pritokové cytometrie, zvySenim bunék v G1 fazi a snizenim poctu bunék v S a Go/M
fazi.

Protein p53 je indukovan Vv reakci na poSkozeni DNA, hypoxii (nedostatek kysliku) a
onkogenni aktivaci, a to vede bud’ k zastaveni bunécného cyklu nebo k apoptose (Levine,
1997; Giaccia a Kastan, 1998). Hladina proteinu p53 se vyskytla jak v buiikach ovlivnénych
derivaty kyseliny betulinové a 21-0x0-18-lupenové tak i v kontrolnich neovlivnénych
bunkach. Buniky byly béhem doby sklizeni nejspise ve stresu (pficina aktivace proteinu p53 i u
kontrolnich bun¢k) a nasledkem toho doslo k pozitivné faleSnému vysledku u neovlivnénych
bunck.

Apoptosa je fyziologicky proces slouzici k eliminaci opotiebovanych nebo poskozenych
bunck. Existuji dvé hlavni signdlni drahy, které zprostfedkovavaji apoptosu: vnéjsi a vnitini
(mitochondrialni) cestou (Fulda a Debatin, 2004). Efektorové caspasy 3 a 7 hraji vyznamnou
roli pii procesu apoptosy. V cytosolu se nachazi jako neaktivni pro-caspasy, kde vlivem
substraty zpusobujici mnoho charakteristickych ryst apoptotické bunky (Hengartner, 2000).
Stanoveni aktivity caspas 3/7 bylo provedeno méfenim fluorescen¢niho signalu a detekci
metodou western blot. Bunééna linie byla ovlivnéna derivaty kyseliny betulinové a 21-0x0-18-
lupenové po dobu 24 hodin. Nicméné aktivita t€chto caspas byla slaba. Buné¢na linie G-361
ovlivnéna latkou 6 v koncentraci 20 uM vykazovala pouze 3,8 krat vyssi aktivitu nez kontrolni
neovlivnéné bunky (K). V porovnani s ostatnimi latkami je nejvyssi dosazenou hodnotou
relativni aktivity caspasy-3 a -7. Nizkd aktivita mize byt odivodnéna nejspis kratkym casem
pusobeni. Hladina exprese zymogenu caspasy-7 byla nizka po ovlivnéni latek 6 a 12
v koncentraci 1 pM. Dle vysledkt fluorimetrického stanoveni se relativni caspasova aktivita

s rostouci koncentraci (10 a 20 pM) latek 12 a 17 snizila. Caspasy 3 a 7 jsou koncovou ¢asti
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procesu apoptosy proto je mozné, ze latky v davce 20 uM byly natolik toxické, Ze jejich
aktivita nemohla byt natolik zaznamenana, coz je v souladu s jejich cytotoxickou hodnotou
ICso proti lidské nadorové linii G-361 po 72 hodinové aplikaci. V normalnich bunkach latky
12 a 17 nevykazovaly cytotoxicitu a latka 6 méla vysokou hodnotu ICso, coz znaéné zvysuje
jejich terapeuticky index (1Cs012: 3,4 +0,1 uM a 17: 1,6 + 0,3 uM).

Caspasa 3/7 zpusobuje proteolytickou degradaci fady bunécnych proteinti béhem
apoptosy. Protein PARP je $tépen caspasou-3 a -7 na fragmenty 89 kDa a 24 kDa. Zejména,
fragment 89 kDa je dulezitym markerem indukce apoptosy. Dle vysledku detekce metodou
western bloting byla zaznamendna ve srovnani s ostanimi latkami nejvyssi hladina exprese
fragmentu PARP (89 kDa) v burikach ovlivnénych derivatem kyseliny 21-0x0-18-lupenové 17
v koncentraci 10 a 20 uM.

Regulace apoptosy je fizena anti- a pro- apoptotickymi ¢leny rodiny Bcl-2. V mé praci
byly studovany hladiny exprese anti-apoptotickych proteini Mcl-1 a Bcl-2, jenz se podobaji
svou strukturou (Kozopas et al., 1993). Mirn¢ snizena hladina exprese proteinu Bcl-2 byla
pozorovana po aplikaci latky 6 v koncentraci 10 uM a 17 v koncentraci 1 a 10 uM. Nicméné
doslo i ke snizeni hladiny exprese anti-apoptotického proteinu Mcl-1 po aplikaci latky 12 a 17
v koncentraci 10 uM. Za snizeni exprese by mohly byt odpovédné efektorové caspasy,
ponévadz mohou $tépit protein Mcl-1 (Craig, 2002; Michels et al., 2004). Nizka exprese
proteinu Mcl-1 po aplikaci kyseliny betulinové byla taky zkoumana v buikach lidského
melanomu skupinou Edgara Selzera. Bylo zjisténo, Ze exprese Mcl-1 je rychle indukovana
kyselinou betulinovou (Selzer et al., 2002).

Na bunééné linii G-361 byly také testovany Orchelem et al. (2014) derivaty betulinu,
vykazujici podobny antiprolifera¢ni G€inek jako u mych testovanych derivati. Inkubace bun¢k
s derivatem 28-O-propynoylbetulinem vedla k indukci apoptosy nartstem bunék ve frakci
sub-G1 a zvysené aktivité caspasy 3 (Orchel et al., 2014).

V soucasné dobé jsou lupanové derivaty testovany i na mnoha dalSich buné¢nych liniich.
V nejnovéjsi publikované praci Borkové et al. (2016) bylo testovano 19 nové syntetizovanych
lupan derivati a 18a-oleanan derivatd, substituovanych v poloze C-2 v osmi nadorovych
bun&énych liniich, z nichZ nejaktivn&j$im derivatem se stal 2-amino allobetulin. Uginkem
tohoto derivatu doslo v porovnani s mymi testovanymi derivaty naopak K nahromadéni bunék

ve fazi S a mirné v Go/M fazi (Borkova et al., 2016).
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Dale byly studovany nové 28a-homo-28a-thiolupanové triterpeny a saponiny, které
obsahovaly D-mannosu, D-idosu, L-arabinosu a L-rhamnosu. Cytotoxicka aktivita
homothiolupan sloucenin odhalila, ze nékteré triterpeny vykazovaly zajimavou cytotoxickou
aktivitu proti lidskym nadorovym bunéénym liniim - melanomu G-361, T-lymfoblastické
leukemie CEM, karcinomu délozniho ¢ipku HelLa a adenokarcinomu prsu MCF7. Do této
doby byla syntéza lupanovych derivatli obsahujici siru velice vzacna, tyto vysledky oteviely
cestu k syntéze dalSich derivatd obsahujici siru (Sidoryk et al., 2016).

| pies velky pocet derivati uréenych k pouziti jako proléciva nejsou k dispozici zadné in
ViVO experimenty ani neexistuji jiné biologické studie o enzymatické stabilité téchto slouéenin,
proto je syntéza novych derivatu stale predmétem studia mnoha védeckych spole¢nosti (Urban
etal., 2015).
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6 ZAVER

V této bakalaiské praci byly zkoumany antiprolifera¢ni G¢inky derivata kyseliny betulinové a
21-0X0-18-lupenové na nadorové bunééné linii G-361 odvozené od maligniho melanomu in
vitro. Maligni melanom je kozni nadorové onemocnéni se $patnou prognozou a uspesnosti
1é¢by. Rada studii se zabyva G¢inkem modifikovanych derivati kyseliny betulinové za uéelem
zvyseni terapeutického indexu a antiprolifera¢niho u¢inku vychozi struktury.

Experimentalni ¢ast bakalaiské prace byla vénovana charakterizaci antiproliferacnich
ucinkl derivati kyseliny betulinové a 21-0x0-18-lupenové na studované bunééné nadorové
linii G-361 odvozené od maligniho melanomu, pomoci téi metod. Prvni metodou byla detekce
proteinii pomoci western blotingu. Stanovovaly se hladiny exprese pro- a anti-apoptotickych
proteinti, jenz se podili na procesu apoptosy. Nejvyssi hladina exprese dulezitého markeru
apoptosy, fragmentu PARP, byla pozorovana po aplikaci latky 17 v koncentraci 20 uM. Dale
byla pozorovédna nejniz$i hladina exprese anti-apoptotického proteinu Mcl-1 po aplikaci latky
12 a 17 v koncentraci 10 uM. Dalsi vyznamné zmény nastaly v expresi fosforylovaného
proteinu pRb. Defosforylace proteinu a zaroven aktivace celkového proteinu Rb nastala po
aplikaci latky 12 a 17 v koncentraci 10 uM. Pii aktivaci proteinu Rb dochazi k zastavé bunék
vV Go/G1 fazi a bunky prochazi bud’ opravnymi mechanismy nebo procesem apoptosy. S tim je
spojena detekce bunécného cyklu pomoci pritokové cytometrie. Po ovlivnéni derivaty
kyseliny betulinové a 21-0x0-18-lupenové doslo u vSech pouzitych latek ke kumulaci bunck
ve fazi Go/G1, coz potvrzuje piedchozi vysledek.

Dalsi pouzitou metodou byla detekce aktivity caspas 3 a 7 pomoci fluorimetrického
stanoveni. Po 24 hodinovém ovlivnéni latkou 6 v koncentraci 20 uM byla naméfena 3,8 krat
vys$si aktivita caspasy 3 a 7. Nicméné, po aplikaci ostatnich latek se se zvySujici koncentraci
snizovala aktivita caspasy 3 a 7. Latky v davce 20 uM mohly byt pro bunky toxické s
pfipadnym navozenim nekro6zy, takZe aktivita caspas 3 a 7 nemohla byt natolik zaznamenéna.

Z téchto vysledku je patrné, ze latky 12 a 17 v koncentraci 10 a 20 uM vykazuji nejvyssi
antiproliferacni ucinky proti bunééné linii G-361 odvozené od maligniho melanomu. Tyto
poznatky by tak mohly byt pouZzity pro studium dalSich modifikaci a dalSiho testovani novych

derivatu.
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SEZNAM ZKRATEK

ACAT
Ac-DEVD-AMC
Ac-DEVD-CHO
AlF

Apaf-1

APO-1
ARF
ASCO
ATP
BCG
Bcl-2
Bel-X.
BCNU
BRCA1
BSA
CASP3
CD95
CDK
DD
DDT
DISC
DMEM
DNA
EDTA
EGTA
ECOG
EORTC
ERK
FADD
FasL

Acetyl-CoA acetyltransferaza
Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-7-amido-4-methylkumarin
Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-aldehyd
Apoptosis inducing factor, apoptosu indukujici faktor
Apoptotic protease activating factor 1, faktor aktivujici apoptotické
proteasy-1
Apoptosis antigen 1
ADP ribosylation factor
American society of clinical oncology
Adenosine triphosphate, adenosin trifosfat
vakcina Bacillus Calmette-Guérin
B-cell CLL/lymphoma 2
B-cell lymphoma-extra large
Bischlorethylnitrosourea
Breast and ovarian cancer gene
Bovine serum albumin
gen caspasy-3
Cluster of differentiation 95
Cyclin-dependent kinase
Death domein
Dithiothreitol
Death — inducing signaling complex
Dulbecco’s Modified Eagle
Deoxyribonucleic acid
Ethylenediaminetetraacetic acid
Ethylenglycoltetraacetic acid
Eastern Cooperative Oncology Group
European organization for research and treatment of cancer
Extracellular-signal-regulated-kinase
Fas associated death domain
Fas ligand
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FDA

Gy
Hdm-2
HEPES
HIV
CHAPS
IAP

ICs0

IFN

IL

LAK bunky
LDH
MAPK
Mcl-1
Mdm-2
MITF
MEK
MU
NAD"
NK buiky
PARP
PBS
PKCs
PMSF
Rb
RECIST
RIPA
ROS
SAR
SDS
SDS-PAGE
SLN
SLNB

Food and drug administration

jednotka zafeni Grey

Human double minute 2

4 - (2-hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic acid
Human imunodeficiency virus
[3-((3-cholamidopropyl)-dimethylammonio)-1-propansulfonat]
Inhibitory of apoptosis proteins

50% inhibitory concentraction

Interferon

Interleukin

Lymphokine-activated killer

Lactate dehydrogenase

Mitogen-activated protein kinase
Myeloid-cell leukemia 1

Murine double minute 2

Microphtalmia transcription factor
Mitogen-activated protein kinase kinase
Million units
Nicotinamidadenindinucleotid

Natural killer, pfirozeni zabijeci
Poly(ADP-ribosa)polymerasa

Phosphate buffered saline

Proteinkinasa Cd

Phenylmethylsulfonyl fluoride
Retinoblastoma protein

Response evulation criteria in solin tumors
Radioimmunoprecipitation buffer
Reactive oxygen species
Structure—activity relationship

Sodium dodecyl sulphate

Sodium-dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
Sentinel lymph node, sentinelova uzlina

Sentinel lymph node biopsy
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Smac
TBS
TEMED
TGFB
TNF
TRIS
us

uv
VEGF
WHO

Second mitochondria-derived activator of caspases
Tris-buffered saline

Tetramethylethylendiammin

Transforming growth factor beta

Tumour necrosis factor
Tris(hydroxymethyl)aminomethane

Ultra sound

Ultra violet

Vascular endothelial growth factor

World health organization
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