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Souhrn

Tato prace se zabyva zjistovanim mechanizmu ucinku cytotoxicky aktivnich triterpen.
Byly pripraveny konjugaty triterpentl s derivaty glukdzy pomoci Huisgenovy cykloadice. Byly
zméreny cytotoxicné aktivity vSech pripravenych sloucenin. Byly vybrany nejaktivnéjsi latky a
studovan jejich mechanizmus ucinku: 1. Byl analyzovan jejich vliv na bunécny cyklus, apoptozu
a na syntézu nukleovych kyselin s pouzitim metod pritokové cytometrie; 2. aktivni pyrazin
s nejlepsim terapeutickym indexem byl dale biotinylovan a pouzit v pull down esejich
vyhodnocovanych pomoci kvantitativni proteomiky v kombinaci se SILAC. Byla nalezena
skupina protein(, se kterymi tento pyrazin selektivné interaguje, tyto proteiny tak mohou byt
cili zodpovédnymi za jeho aktivitu. V budoucnu vsak bude nutné tyto potencialni cile validovat

alternativnimi metodami.



Summary

The aim of this thesis is investigation of mechanism of action of cytotoxic active
triterpenes. The conjugates of triterpenes with glucose derivates were prepared using Huisgen
cycloaddition. Cytotoxic activities of all prepared compounds were measured. The most active
derivates were further examined for their mechanism of action: 1. First, influence of the active
compounds on cell cycle was studied, then influence on apoptosis and nucleic acid synthesis
using flow cytometry methods. Active pyrazine with the most promising therapeutic index
was selected and used in pull down assays evaluated by quantitative proteomics and SILAC to
find a set of proteins that bind selectively to the molecule and which may be responsible for
the activity. A group of specifically interacting proteins were found, however, in the future,

these potential targets will have to be validated by alternative methods.
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1. Cile prace

Hlavni ndplini této diplomové prace je optimalizace vlastnosti cytotoxicky aktivnich triterpent

a zkoumani jejich mechanizmu ucinku. Za timto Gcelem byly vytéeny tyto cile:

1.
2.

Provést literarni resersi.

Pripravit zndmé i nové cytotoxicky aktivni terpeny a jejich konjugaty s glukdézou nebo
tetraacetylglukdzou.

Zmérit cytotoxickou aktivitu pfipravenych slouéenin na osmi nadorovych a dvou
nenadorovych liniich.

U vybranych derivati analyzovat jejich vliv na bunécny cyklus, indukci apoptdzy,
syntézu nukleovych kyselin a fosforylaci histonu H3%% na nadorové bunééné linii
CCRF-CEM.

Vybrat nejlepsiho kandidata pro dalsi vyvoj, pfipravit jeho konjugat s biotinem a pak
pomoci afinitni purifikace a metody SILAC vyhledat stimto kandidatem specificky
interagujici proteiny.

Vyhodnotit vysledky a pokusit se o vytipovani moznych molekularnich cil.



2. Teoreticky uvod

Ve

2.1 Vyvoj protirakovinnych léciv

VSude na svété je vynakladdno obrovské mnozstvi finanénich prostfedkl na prevenci,
diagnostiku a Iécbu rakoviny, protoZe nadorova onemocnéni jsou po kardiovaskularnich
chorobach druhym nejcastéjsim ddvodem umrti v Evropé a severni Americe. Vyzkum a vyvoj
protinadorovych |éciv je proto hlavnim poslanim mnoha farmaceutickych spoleénosti, stejné

jako neziskovych vladnich i nevladnich organizaci.

Rakovina byla prlivodné oznacovana jako onemocnéni nekontrolovaného bunécného
déleni. Z toho dlvodu byly vsechny snahy zaméreny na latky, které mély antiproliferativni
ucinek a regrese velikosti nadoru byla pfijimana jako primarni a objektivni znak uUcinnosti
v preklinickém a klinickém testovani. V ndvaznosti na to byly vyvinuty mysi modely s rapidné
rostoucimi nadory, na kterych byly nové slouceniny testovany. Testovdnim na téchto
modelech bylo objeveno velké mnozstvi protirakovinnych sloucenin, které plsobily predevsim
na rychle se rozvijejici rakovinnd onemocnéni, jako jsou lymfomy nebo détska leukemie.
Relativné mensi Uspéch byl pozorovan u pomaleji rostoucich nadort dospélych, jako jsou
nadory plic, prsu, tlustého stfeva a konecniku (Suggit et Bibby, 2005). Tyto vysledky vedly
k upravé testovacich metod, které v soucasnosti zahrnuji daleko Sirsi skalu bunéénych linii a
nadoru. JiZz v roce 1960 ndrodni institut pro vyzkum rakoviny (NCI) nahradil zvifeci modely
v prvnich fazich testovani na 60 rakovinnych bunécnych liniich. Prvni faze testovani na
bunécnych liniich spociva vinkubaci bunék v mikrotitracnich destickach spolu s raznymi
koncentracemi zkoumané latky. Na konci inkubace je méfen rlst bunék pomoci
kolorimetrického testu, nejcastéji MTT, a molekula vhodna pro pokrocilejsi testovani je
vybrdna na zdkladé jeji cytostatické nebo cytotoxické aktivity. Tyto informace mohou byt
pouzity jako tzv. fingerprint neboli , otisk” dané slouceniny. Porovnavani téchto fingerprintd
s databdzi sloucenin, u kterych zname mechanismus ucinku, mizZe napovédét o hypotetickém
mechanismu Ucinku testované latky. Ackoliv pouzivani bunéénych kultur je velice vyhodné ve
smyslu cena-efekt, protoZe poskytuje velké mnozstvi vysledkll a nevyZaduje pouZzivani
testovacich zvifat; neposkytuje zdaleka tolik informaci, jako naroénéjsi in vivo testovani.

Prikladem nezbytnosti poufZiti in vivo testl je napfiklad snaha o vyvoj prodrugs, kdy je



molekula pfeménéna na neaktivni formu z dGvodu lepsi adsorpce a distribuce v organizmu,
ale nasledné je vyZzadovana jeji metabolickd aktivace, vedouci k uvolnéni aktivni species, kterd
zpUsobi terapeutickou odezvu. Dale se vyvoj protinadorovych léciv posledni dobou ubird
predevsim k molekuldrné cilenym terapeutik(im, které vyuzivaji zvifecich modell pro ovéreni

jejich mechanismu ucinku.

Identifikace cytotoxickych sloucenin vedla k vyvoji terapeutik po nékolik desetileti.
Nicméné pokroky vlécbé rakoviny byly omezeny identifikaci unikatnich biochemickych
aspektl, které mohly byt vyuzity pro selektivni zneSkodnéni nddorovych bunék. Jiz pred tfemi
dekddami bylo zjiSténo, Ze zvice nez 600 000 sloucenin, vté dobé otestovanych proti
rakoving, je méné nez 40 molekul rutinné pouzZivanych vklinické praxi
(Schwartsmann et al, 1988). Nedavny vyvoj v molekularnich védach a pokrok v oblasti
genomiky a proteomiky pfinesl nékolik novych molekuldrnich cild u potencidlnich 1éciv, které
vedly ke zménam v paradigmatech o protirakovinnych |éfivech smérem k molekularné
cilenym lé¢ivim. Tato zména v celkovém pfistupu k protinadorové chemoterapii vedla nejen
k vétSimu zapojeni védcl v hledani molekuldrnich cild, ale také vyzadovala zmény v testovani

a klinickém vyhodnoceni [éCiv.

Konvencni postup vyzkumu a vyvoje protirakovinnych léCiv se zaméruje na cytotoxické
latky. Protirakovinné latky, které byly vybrany k dalSimu vyzkumu, musely mit vyznamnou
cytostatickou nebo cytotoxickou aktivitu na nadorovych bunéénych liniich a zplsobovat
regresi nadorl v mysSich nadorovych Stépech. Tyto protirakovinné latky byly objeveny
prevdiné nahodou nebo inhibici metabolické drahy zodpovédné za bunécné déleni. Jejich
mechanismus ucinku byl vSak ¢asto predmétem retrospektivniho Setreni. Napriklad pro 1écbu
lymfoblastické leukemie (ALL) se pouzivaly folatové analogy od roku 1948, ale mechanismus
Ucinku téchto latek, inhibice dihydrofolat reduktazy, byl objeven aZ vroce 1958
(Farber et al., 1948; Osborn et al., 1958). Podobné to bylo u dusikatého yperitu, mustinu, ktery
byl pouzivan jako chemoterapeuticky prostfedek dlouho predtim, nez byl jeho mechanismus

Ucinku zfejmy (Goodman et al., 1946).

Ackoliv tato metoda dosahla pomérné velkého Uspéchu, posledni vyvoj v molekularni
biologii a pochopeni rakoviny na molekuldrni arovni vedl| k cilenému vyvoiji I1éCiv, racionalnimu
designu. Jednd se o latky, které jsou na zdkladé zkuSenosti navrieny kinhibici nebo

k pozménéni vybranych molekuldrnich marker(, povazovanych za dllezité v diagnostice ristu
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nebo metastazovani rakoviny. Takto cilené navrienych slouéenin se v poslednich letech
objevila celd fada. Zatimco vétSina z téchto sloucenin jsou v preklinickém testovani, nékteré
postoupily do faze klinickych studii a nékolik z nich uz je dokonce schvdleno ve Spojenych
statech. Napfriklad: Bortezomib, Imatinib, Gefitinib a dalsi
(URL:<http://www.cancer.gov> [cit. 2017-04-12]). Dilezitou soucasti preklinickych
a klinickych testli molekularné cilenych latek je vyzkum jejich ucinkQ pfimo na specificky
molekuldrni cil. A¢koliv popis vlivu protinadorové latky na jeji molekuldrni cil nemusi pfimo
znamenat klinicky pfinos, je to nezbytny krok k ovéreni metody, kterd vedla k navrZeni u¢inné

struktury a k potvrzeni predpokladaného mechanismu ucinku.

Dale stoji za zminku mnohocetna lékova rezistence (MDR). Jednd se o situaci, kdy si
rakovinné bunky vytvofi rezistenci proti rdznym lécivim. MDR miZe vznikat jako porucha
apoptdzy rakovinnych bunék nebo zvySenou aktivaci membranového P-glykoproteinu (P-gp),
jakoZzto odpovéd na chemoterapii. P-gp plsobi jako efluxni pumpa pro celou radu Iékd, coz
vede k jejich snizené intracelularni koncentraci a tim i snizenému Ucinku. LéCiva, kterd inhibuji
P-gp efluxni pumpu, mohou zlepsit Ucinnost 1é¢by cytotoxickymi latkami. Napriklad derivat
amlodipinu, CJX1, inhibuje P-gp a zvySuje intracelularni koncentraci doxorubicinu, a tim se

snizuje odolnost lidské myeloidni leukemie proti doxorubicinu (Ji et al., 2005).

Systematicky proces vyzkumu a vyvoje novych léCiv je duleZity k identifikaci
potencialnich kandidatld a vyhodnoceni jejich léCivych vlastnosti. Ackoliv vyzkum a vyvoj
protirakovinnych |é¢iv podléha témér stejnému procesu jako u ostatnich novych
molekuldrnich entit, obsahuje tento proces nékolik jedineénych aspektl. Proces vyvoje

nového protinddorového léciva obvykle obsahuje nasledujici faze:

1. Ziskavani novych, potencialné aktivnich chemickych sloucenin: Toto mize byt docileno

chemickou syntézou nebo extrakci z pfirodnich zdroju. Z pfirodnich zdroji mohou byt
izolovany aktivni latky a z nich syntetizovany jejich derivaty kvuli zvySeni Ucinnosti
a sniZeni toxicity. Analoga jiz existujicich slouCenin jsou také syntetizovana kvdli
potlaceni jejich vedlejSich Gcinkd a zlepSeni farmakokinetickych profil(i
(Mans et al., 1994). Dalsi faze zapojuje analytické metody pro uréeni struktury a Cistoty
sloucenin, stejné jako jejich stabilitu pfi skladovani. Jsou identifikovany fyzikalné-
chemické vlastnosti sloucenin, jako je napriklad polymorfismus, bod tani a rozpustnost

u krystalickych latek. Jak je sloucenina dale zkoumdna, je syntetizovdna ve vétsim
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méritku. Dale jsou identifikovany formulace vhodné pro poddvani ¢lovéku a pribéziné
je posuzovana i ekonomicka stranka jejich potencionalni vyroby a pouzivani.

2. Testovani latek a preklinickd farmakologie: Toto pfedstavuje tzv. ,,chemii na papiru”,

kterd porovndva strukturu dané latky se strukturami, které jiz existuji v databazi. Toto
je nezbytné pro urceni jeji potencialni aktivity, toxicity, metabolickych a degradacnich
drah. V dalSich fazich je provedeno predbéziné testovani na bunécénych kulturach (ICso,
bunécny cyklus, apoptdsa, atd.), které urci specificnost jejich protirakovinné aktivity
a poté nasleduje testovani Ucinnosti a toxicity na zvifecich modelech.

3. Klinickych vyvoj: Klinicky vyvoj léciv, jakoZto vhodnych kandidatd, zahrnuje testy na

lidskych dobrovolnicich, aby se zjistila toxicita a maximdlni tolerovana davka (MTD)
v |. fazi klinickych testl. Nasledovné je latka v Il. fazi klinickych testd podana pacientim
s vybranym typem rakoviny k urceni Gcinnosti a ovéreni davek. Faze lll. je zamérena na
porovnavani sledovaného terapeutika s jiz pouzivanymi latkami proti danému typu

rakoviny.

V dnesdni dobé je vyzkum a vyvoj Iékl velmi dlouhy, rizikovy a nakladny. Hlavné diky
vysokym ndroklm na bezpecnost je prilmérna doba, nez se IéCivo objevi na trhu, 10-15 let.
Také cena za vyvoj nového Iéku nékolikanasobné stoupla a dnes stoji pres 1 miliardu dolarq,
co? je asi 1/4 ro¢nich vydajd na léky v Ceské republice (URL:<http://www.czso.cz>
[cit.-2017-04-13]). Aby byl objeven novy lék, je tfeba prozkoumat desetitisice chemickych

sloucenin, a i z téch Uspésnych jen kazda treti uhradi své naklady.
2.2. Bunécny cyklus

Bunécény cyklus je proces, béhem kterého z buriky materské vzniknou dvé bunky
dcefiné. Béhem bunécného cyklu dojde k zdvojeni DNA obsazené v chromozomech a k
naslednému rozdéleni chromozém( na dvé identické sady a jejich odseparovani do dvou
geneticky identickych dcefinych bunék. Tento proces je definovan dvéma hlavnimi fazemi
bunécéného cyklu, S a M fazi. Zdvojeni DNA probihd béhem S faze, ktera trva pfiblizné 10-12
hodin a u normadlni sav¢i buniky zabira pfiblizné polovinu bunééného cyklu. Ndasledovné
rozdéleni chromozom(l a bunécné déleni probiha v M fazi, ktera u savéi buriky trvd méné nez
hodinu. M faze zahrnuje radu dramatickych udalosti, ktera zacina kondenzaci chromozom:

to jsou duplikované retézce DNA, které jsou sbalené do protahlych atvari a dale
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kondenzovany do mnohem kompaktnéjsich chromozom(, potfebnych pro jejich separaci.
Poté dochdzi k rozpadu jaderného obalu a replikované chromozomy, které se skladaji ze
sesterskych chromatid, jsou napojeny na mikrotubuly mitotického vreténka. Jak mitdza
pokracuje, burfika se na kratkou dobu pozastavi ve stadiu zvaném metafaze, kde jsou
chromozomy srovnany v ekvatoridlni roviné mitotického vreténka, a jsou pfipraveny
k segregaci. Nasledujici rozdéleni sesterskych chromatid naznacuje za¢atek anafaze, béhem
které se chromozomy pohybuji k opaénym pdlidm burky, kde jsou dekondenzovany
a probéhne rekonstrukce jaderné membrany. V posledni fazi neboli cytokinezi, dochazi
k rozdéleni cytoplazmy, vzniku dvou bunék a déleni je kompletni (Alberts et al., 2008).

Vétsina bunék vyZzaduje mnohem vice Casu na rlst, zdvojndsobeni mnoZstvi proteind
a organel, az poté k dochazi replikaci DNA a rozdéleni. Aby burika ziskala vice €asu pro
zminovany rust, jsou u vétsiny bunék vloZeny dalsi faze — G1 faze pred S fazi a G2 faze pred M
fazi. To znamen3, zZe eukaryoticky bunécny cyklus je bézné rozdélen do étyt po sobé jdoucich
fazi: G1, S, G2, M. G1, Sa G2, ty se spolecné nazyvaji jako interfaze. U bézné lidské buriky,
zabira interfaze priblizné 23 hodin z24 hodinového cyklu, ztoho 1 hodina M faze
(Obaya et Sedivy, 2002).

Obé tyto pridané faze slouzi jako ¢asové zpozdéni pro umoznéni rastu bunék. Poskytuji
ovsem také bunce cas pro sledovani vnitfniho a vnéjsiho prostiedi, aby bylo jisté, Ze je vse
v poradku a pfipraveno, nez se burika dostane do hlavnich fazi déleni, tedy S faze a mitdzy.
V tomto ohledu je obzvlasté dllezita faze G1. Jeji délka se mlze znacné lisit v zavislosti na
vnéjSich podminkach a extracelularnich signalech od jinych bunék. Pokud jsou nepfiznivé
extraceluldrni podminky, napfiklad je velké zpoZdéni v G1 fazi, mizZe burka vstoupit do
specializovaného klidového stavu, znamého jako GO faze, ve které mize bunka setrvavat dny,
tydny a nékdy i roky. Je i mnoho typl bunék, které zlstavaji permanentné v GO fazi, dokud
ony nebo organismus nezemfe — tento stav nazyvame senesceci. Pokud jsou pfitomné signaly
pro rlst a déleni, a extracelularni podminky jsou priznivé, dochazi na konci G1 faze k preklenuti
kontrolniho bodu. Po prekroceni tohoto bodu burika zacdina replikovat DNA v S fazi, a to i
v pfipadé, Ze jsou odstranény extracelularni signaly, stimulujici rlist a déleni (Alberts et al,

2008).
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2.2.1. Kontrolni mechanismy bunécného cyklu

Kontrola bunécného cyklu je velice dlilezitd hned z nékolika divod(. Za prvé, v pripadé,
Ze by bunécny cyklus nebyl regulovan, burnky by neustdle podstupovaly bunééné déleni. | kdyz
tato situace muze byt pro nékteré bunky vyhodna, neustala replikace bez divodu je biologicky
nehospoddrna a casto je projevem patologickym, napfiklad u nddorovych onemocnéni. Za
druhé, vnitini regulace bunééného cyklu je potiebna, aby signal pro prechod z jedné faze do
druhé, nastal ve spravnou chvili. Tyto regulace nejsou striktné fizeny ¢asem, ale daleko vice
zpétnou vazbou buriky samotné. K regulaci bunééného cyklu dochazi prostrednictvim cyklin-
dependentnich kindz (CDK) spolecné s jejich proteinovymi substraty, tedy cykliny, tumor
supresorovymi geny a protoonkogeny.

Kontrola bunééného cyklu je vyuzivana i v aplikované 1é¢bé pod souhrnnym nazvem —
cytostatika. Tyto latky jsou schopny zpomalit nebo Uplné zastavit bunécny cyklus, nej¢astéji
rakovinného bujeni. Triterpeny jsou v tomto ohledu velice slibnou skupinou sloucenin, jelikoz

byla potvrzena jejich cytostaticka aktivita v G2/M kontrolnim uzlu (Borkova et al, 2016).

Cykliny a cyklin-dependentni kinazy

Cyklin-dependentni kinazy (CDKs) jsou rodina kindz, které byly objeveny pravé diky jejich roli
regulovat bunécny cyklus. Jsou také zapojeny v regulaci transkripce, zpracovdni mRNA
a diferenciaci nervovych bunék (Morgan, 2007). Zajimavé je, Ze napt. kvasinkové burky
mohou normalné proliferovat, i kdyz byl jejich gen pro CDK nahrazen homolognim lidskym
genem (Morgan, 2007; Lee et Nurse, 1987); svédci to o jejich univerzalnosti. CDKs jsou
relativné malé proteiny o velikosti v rozmezi od 34 do 40 kDa, které vazi regulaéni proteiny
nazyvané cykliny. Bez cyklinl ma CDK malou nebo Zadnou kindzovou aktivitu; aktivni je pouze
komplex cyklin-CDK. Vzhledem ktomu, Ze CDK fosforyluji své substraty na serinech
a threoninech, fadime je mezi serin-threonin kinazy (Morgan, 2007). MnoZstvi cyklin( se
v pribéhu bunécéného cyklu priibézné méni, tedy dochazi k jejich syntéze a degradaci. Pti nizké
koncentraci cyklinu dochazi k deaktivaci CDK a naopak, pri zvysujici se koncentraci cyklind se
CDK aktivuji a burika muze vstoupit do dalSich fazi bunécéného cyklu (Karp, 2013).

Zivo¢idné buriky obsahuji alespori devét CDKs, z toho pouze &tyfi jsou p¥imo zapojeny

do regulace bunécného cyklu — CDK1, 2, 3 a 4. Dale rozliSujeme ctyfi tfidy cyklinQ, dle jejich
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funkce a faze bunécéného cyklu, ve kterém se vazi na CDK. Pfehled CDK, cyklin( a jejich funkce

je uvedena v Tabulce 1.

Tabulka 1: CDK a cykliny — nomenklatura a jejich funkce vbunééném cyklu

savcl (upraveno a prevzato od Lodish, 2013)

CDK Cyklin Funkce Nazev

CDK1 Cyklin A, Cyklin B | M faze Mitotické CDK
G2 faze

CDK2 Cyklin A, Cyklin E | Vstup do bunécného cyklu | CDK G1/S faze
S faze CDK S faze

CDK4 Cyklin D G1 faze CDK G1 faze
Vstup do bunécného cyklu

CDK6 Cyklin D G1 faze CDK G1 faze

Cyklin B/CDK1 Cyklin D/CDK4/6
M G,

Cyklin E/CDK2
Cyklin A/CDK1

Cyklin A/CDK2

Obrazek 1: Jednotlivé body bunécného cyklu a cykliny vnich zapojené (upraveno
a prevzato od Suryadinata et al, 2010)
Tumor supresorové geny

Tumor supresorové geny nebo také anti-onkogeny jsou geny, které chrani bunku pred
preménou na buriku nddorového bujeni. Pokud je tento gen porusen nebo je jeho funkce

snizena, obvykle je tento stav doprovazen dalSimi genetickymi zménami, muze dojit ke vzniku
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rakoviny. Ztrata téchto genli mGze byt dokonce vyznamnéjsi pro vznik rliznych druh lidskych
rakovinnych bunék nez samotna aktivace protoonkogenu (Weinberg, 2014).

Tumor supresorové geny, nebo spiSe proteiny, které tyto geny kéduji, maji bud' tlumici
nebo represivni Ucinek na regulaci bunééného cyklu, podporuji apoptézu nebo oboji. Funkce

tumor-supresorovych proteinl spadaji do nékolika kategorii:

1. Represe gen(, které jsou nezbytné pro pokracovani bunécného cyklu. Pokud nejsou
tyto geny exprimovany, bunécny cyklus nepokracuje a bunécné déleni je zastaveno.

2. Kontrola poskozeni DNA béhem bunééného cyklu. Pokud je v DNA burice béhem déleni
poskozena, déleni je zastaveno, dokud neni DNA opravena. V ptipadé, Ze poskozeni
DNA neni mozZné opravit, burika zahaji apoptézu (programovanou bunéénou smrt),
ktera chrani organismus pred vznikem mutovanych bunék (Sherr, 2004).

3. Proteiny, které jsou zapojeny v bunécné adhezi, mohou zabranit rozsifreni nadorovych
bunék, a dokonce inhibici metastaz. Tyto proteiny jsou znamé jako metastazové
supresory (Hirohashi et Kanai, 2003; Yoshida et al., 2000).

4. Proteiny zapojené do oprav DNA, jsou také obvykle klasifikovany jako nadorové
supresory. Bez téchto proteind by bunécény cyklus vibec neprobéhl nebo by vznikaly

chyby, s moznym vznikem rakovinného bujeni (Markowitz, 2000).

Prvnim tumor supresorovym proteinem, ktery byl objeven je Retinoblastoma protein
(pRb). Dalsim z dulezitych tumor supresor( je protein p53 kdédovany genem TP53. Ztrata
aktivity proteinu p53 byla napfiklad pozorovdna u poloviny pfipadl s rakovinou prsu.
Mutovany protein p53 je také zapojen do patofyziologie leukémie, lymfom(, sarkomU a dalsi
(Rivlin et al., 2011). Abnormality genu pro p53 je dédi¢nd forma Li-Fraumeniho syndromu

(LFS), ktery zvysuje riziko vzniku rliznych typG rakoviny (Malkin, 2011).

Protoonkogeny

Protoonkogeny jsou skupina gen(, které délaji z normalnich bunék rakovinné, pokud
jsou mutovany (Adamson, 1987; Weinstein et Joe, 2006). Mutované proto-onkogeny jsou
v pfirodé béiné a mutovanou verzi proto-onkogenu nazyvame onkogen. Je zndmo, Ze
proto-onkogeny kdduji celou fadu proteint, jejichz funkce je stimulace bunécného cyklu,
inhibice bunécné diferenciace a zastaveni bunécné smrti. VSechny tyto procesy jsou dllezité

pro normalni lidsky vyvoj a pro udrZovani tkani a organli. Onkogeny se vsak obvykle vyznacuji
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zvySenou produkci téchto proteinl, coz vede ke zvySenému bunécnému déleni, snizeni
bunécné diferenciace a inhibici bunécné smrti. Tyto déje definuji rakovinné buriky. Z tohoto
dlvodu jsou onkogeny hlavnim molekularnim cilem pro molekuldrné navrzena protirakovinna

[éCiva.

2.3. Apoptoza

Je proces jinak oznacovany jako programovana bunécnd smrt, ktera je zcela béina
v mnohobunééném organismu (Green, 2011). Biochemické udalosti vedou
k charakteristickym bunéénym zméndm a jeji smrti. Tyto zmény zahrnuji zmensovani bunék,
kondenzace chromatinu, fragmentace DNA a rozpadu mRNA. Béhem apoptdzy dochazi ke
kontrolovanému rozpadu na apoptoticka téliska bez vzniku zanétu. Je to geneticky regulovany,
fyziologicky proces aktivace specifickych nukledz a proteaz. MiZe byt aktivovan ptirozené
nebo nékterymi infekcemi a jedy, na rozdil od nekrdzy, coz je forma traumatické bunécné
smrti, kterd je nasledkem akutniho bunécného poskozeni (Krysko et al, 2009). Apoptdza fizeny
proces, ktery organismu dava vyhodu v pribéhu Zivotniho cyklu organismu. Apoptdza se radi
mezi velice regulované procesy, jakmile jednou zacne, uz ji nelze zastavit. Apoptdza mize byt
iniciovana jednou ze dvou drah, vnitfni a vnéjsi. Ve vnitini draze bunky zabiji sami sebe
v dlisledku bunécného stresu. Na rozdil od toho, u vnéjsi drahy burika zemre na zakladé signalu
od ostatnich bunék. Obé drahy bunécné smrti jsou aktivovany kaspazami, coz jsou proteazy

neboli enzymy degradujici proteiny.
2.4. Triterpeny

Triterpeny jsou prirodni latky, sekundarni metabolity, které je mozné najit predevsim
v rostlinach, ale v mensich koncentracich se vyskytuji témér ve vSech Zijicich organismech.
Doposud bylo izolovano tisice triterpen(i z ptirodnich zdrojlii a velké mnoZstvi z nich je
biologicky aktivnich (Hill et Connolly, 2015). Vyznacuji se celou fadou aktivit jako je
cytotoxicka, antimikrobidlni, protiviedova, protivirova, analgeticka a dalsi (Sarek et al., 2010;
Zuo et al., 2011; Yano et al., 1989; Dang et al., 2013; Gaertner et al., 1999). Pokud bychom

tvofili seznam sloucenin se zajimavymi biologickymi aktivitami, triterpeny se budou rozhodné

nachdazet mezi nimi (Dzubak et al., 2006). Ackoliv izolované slouceniny jsou ¢asto aktivni, jejich
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terapeutické vyuziti je komplikovano dvéma hlavnimi problémy. Jednim z nich je ICsg, ktera je
vétsinou nedostacujici v porovnani s jiz dostupnymi terapeutiky. DalSim z problémi jsou
nevhodné farmakologické vlastnosti: asi nejdllezitéjsi z nich je nizka rozpustnost ve vodnych
médiich, kvlli ¢emuZ nastavaji problémy s biologickou dostupnosti. Na druhou stranu maji
triterpeny velkou variabilitu mechanismi ucinku, z nichz rada je dosud nejspis neodhalena.
O takovéto triterpeny je potom velky zdjem, jelikoz mohou byt alternativou pro Iécbu
rezistentnich typ0 rakovin a bakteridlnich ¢i virovych onemocnéni, kde mohou byt pouzity
v kombinaci s jiz pouzivanymi terapeutiky. To je hlavni dlvod, pro€ jsou triterpeny v zajmu
mnoha vyzkumnych skupin po celém svété, které se snazi vylepsit ICso a farmakologicky profil
zakladni struktury pomoci chemickych modifikaci nebo syntézy tzv. prodrugs

(Kvasnica et al., 2015; Urban et al., 2015).

Existuje velké mnozstvi triterpen(, u kterych jiz byla biologicka aktivita objasnéna a
jejichz mechanismus ucinku je zndm, v nékterych pripadech byl dokonce nalezen i specificky
molekuldrni cil. Tyto mechanismy Gcinku zahrnuji inhibici proteazomu, topoisomeras,
transkrip¢nich faktor(, dale indukci apoptdézy nebo down-regulaci proteinli nezbytnych pro
rast nadoru (Chintharlapalli et al., 2007; Fulda et Debatin; Ganguly et al., 2007; Qian et al.,
2011; 2000; Safe et al., 2012). Kazdopadné mnoho dalSich mechanismd uUcinku zGstava

neobjasnénych.

Tato diplomova prace je zamérena predevsim na zkoumani mechanismu ucinku jiz
v literature (Sarek, 2003; Urban, 2012) popsanych cytotoxicky vysoce aktivnich triterpent 1-3
a dale na syntézu jejich analogl, které by meély mit lepsi cytotoxicitu nebo farmakologické
vlastnosti nez slouceniny 1-3 a na studium mechanizmu Ucinku i u téchto analogu. Zlepseni
ICso bylo ocekdvano zejména spojenim dvou farmakoford v molekule 4, naopak zavedeni
cukerné casti mélo vést ke zlepSeni biodostupnosti molekul 15-18. Za uUcelem zkoumani
mechanizmu ucinku byly dfive pfipraveny ze slou¢enin 1-3 biotinylované konjugaty (Hodon,
2015; Soural et al, 2015). Po vyhodnoceni viech biologickych experimentl a predbéZnych
experimentl zabyvajicich se hleddnim molekuldrnich cila provedenych v praci (Hodon, 2015)

byl pro pokrocilé testy vybran konjugat 19 odvozeny od pyrazinu 3.

Pro nalezeni mechanismu ucinku aktivni latky existuje velké mnoZstvi metod. Mezi
zakladnimi metodami je zkoumani efektu latek na bunécny cyklus, indukci apoptdzy, syntézu

DNA a RNA pomoci pratokového cytometru, kde ziskand data mohou byt vyuzita v dalSich
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fazich vyzkumu. Dalsi a velice dllezity zptisob poodhaleni mechanizmu ucinku je nalezeni
molekuldrniho cile, ktery interaguje s latkou, a néasledné potvrzeni, Ze tato interakce je
zodpovédna za biologickou odpovéd. Jednou z metod na identifikaci molekularnich cild je
afinitni purifikace, metodika zaloZzend na interakci biotin — streptavidin skombinovana
s kvantitiativni proteomikou, vyuzitim izotopové znacenych aminokyselin (SILAC) a
hmotnostni spektrometrie. Tato metoda vyuziva izotopicky znaceného proteomu bunék
(SILAC), kterd ndam dokaze ucit, ktery protein(y) interaguje se slouceninou a je dokonce
schopna odlisit faleSnou pozitivitu, tedy nespecificky vazané proteiny (Sakamoto et al, 2012;
Ong et al., 2012). Specificky interagujici proteiny mohou byt dale zkoumany a pomoci jiz

znamych informaci, dohleddna jejich biochemicka uloha.

2.5. SILAC

Neboli ,Stable Isotope Labeling by/with Amino acids in Cell culture” je metoda, ktera
detekuje rozdily v proteinovém zastoupeni mezi vzorky s pouzitim neradioaktivniho
izotopového znacni (Oda et al.,, 1999; Ong et al., 2002; Zhu et al., 2002). V praxi jsou
kultivovany dvé populace bunécnych kultur. Jedna populace je péstovdna v médiu obsahujici
normalni ,lehké“ aminokyseliny. Na rozdil od toho je druha populace péstovdna v médiu
s aminokyselinami, které jsou znaceny stabilnimi (neradioaktivnimi) ,tézkymi“ izotopy.
Médium mulzZe naptiklad obsahovat arginin znaceny 3esti uhliky s 13 atomy (*3C) misto
normalniho uhliku s 12 atomy (*2C). Béhem rlstu bunék v tomto médiu inkorporuji ,tézky”
arginin do vSech nové syntetizovanych proteinl. Po nékolika pasaZich jsou vSechny peptidy
obsahujici jeden arginin o 6 Da téZsi nez jejich normalni protéjsky. Trik je v tom, Ze proteiny
z obou populaci mohou byt poté spojeny a analyzovany spole¢né hmotnostni spektrometrii.
Pary chemicky identickych peptid(i s odliSnym isotopickym obsahem mohou byt rozliSeny
pomoci hmotnostniho spektrometru na zakladé jejich rozdilnych hmotnosti. Pomér intenzit
piku v hmotnostnim spektru takovych peptidovych part odrazi pomér mnoizstvi pro dva
proteiny. Pokud s jednou kulturou provedeme experiment a druhou pouzijeme jako kontrolu,

uvidime vliv experimentu na obsah konkrétniho proteinu v burice.
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Obrazek 2:

rel. intenzita

rel. intenzita

rel. intenzita

miz

Buniky, které jsou znafené jejich péstovanim vlehkém médiu
napr. s normalnim argininem (Arg-0, modrd barva) nebo v médiu s tézkym
argininem (Arg-6, cervena barva)

(URL:<http://-www.mdc-berlin.de> [cit. 2017-04-12).

2.6. Afinitni purifkace proteinii pomoci magnetickych kulicek

Metod pro afinitni purifikaci existuje obrovské mnozstvi, ale jen nékolik z nich dokaze

presné a efektivné odhalit proteiny, které selektivné interaguji se studovanou molekulou.

Jednou z téchto ucinnych metod je afinitni purifikace zaloZzend na interakci biotinu

a streptavidinu. V praxi je studovanda molekula chemicky upravena tak, aby obsahovala

molekulu biotinu a béhem experimentu je inkubovana s magnetickymi kulickami, které jsou

pokryty streptavidinem (Hodon, 2015). K proteinovému lyzatu ze standartni linie (lehky lyzat)

je pridana vysoka koncentrace volné zkoumané slouceniny (bez biotinu, funguje jako

kompetitor) a dojde tak k vyvazani vétsiny molekularnich cilG (protein(, které se ke zkoumané

slouceniné vazi). K tézkému lyzatu neni pridana volna zkoumana latka (kompetitor). Nasledné

jsou lyzaty pridany ke komplexu magnetickd kulicka + biotinylovana zkouman3d sloucenina.

Vzhledem k tomu, Ze u lehkého lyzatu doslo k vyvazani vétsiny specifickych molekularnich cild

kompetitorem, tak na specifickou interakci s komplexem magnetickd kulicka + biotinylovana
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zkoumana latka zbyva jen malé mnozstvi volnych specifickych cil(i. Na rozdil od toho, u tézkého

lyzatu nic nebranilo navazani specifickych i nespecifickych molekularnich cild, je na nich tedy

relativni nadbytek specifickych cilG oproti lehkému lyzatu. Magnetické kulicky se promyji a

magnetické kulicky, které byly inkubovany s lehkym lyzatem se spoji s kulickami inkubovanymi

s téZkym lyzatem. Nasledné jsou proteiny z kuli¢ek uvolnény denaturacnim pufrem a teplotou

95 °C snasledujici analyzou na hmotnostnim spektrometru. Tento pokus se provede i

v opacném usporadani a po odecteni nespecifickych molekuldrnich cili dostaneme vhodné

kandidaty na molekularni cil (Ong et al, 2012).

— &=

"Leh h.'!;‘"

6:?: Zkoumana sloutenina O
Magneticka kulicka O

%‘% A R

IITE_ik!i,II

l Legenda

Lehky lyzat + mag. kulitky +volnd  TEEky lyzdt + mag, kulitky +

sloufenina (kompetitor) DMS0 bez kompetitoru)

m . -
\ / | Specificke
=
z
Zkombinovat, promyt a povarit kulicky, provést SDS-PAGE i
Mespecificke
- .
Vyfiznout prouzky gelu, proteiny nastipat trypsinem : E .
Y
m/z

Obrazek 3:

Identifikovat a kvantifikovat pomoci M5

Identifikace specifickych proteinovych interakci pomoci kvantitativni
proteomiky a metody SILAC. Bunécna populace je plné znacena lehkymi (bila)
a tézkymi aminokyselinami (Seda). Lyzaty jsou inkubovany s magnetickymi
kulickami a volnou slouceninou (kompetitorem) nebo sDMSO
(bez kompetitoru). Proteiny interagujici specificky se zkoumanou latkou,

v tomto usporadani, jsou ziskany u tézkého lyzatu na rozdil od lehkého a jsou
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identifikovany rozdilnym pomérem intenzit pikd. Pomér intenzit pik( u
nespecificky vazanych proteinli je stejny (Pfevzato a upraveno z ¢lanku

Ong etal., 2012).
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3. Experimentalni cast
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8. Seznam pouzitych zkratek a symbolu

AA — kyselina octova

ACN - acetonitril

Acr-Bis — acrylamid/bis-acrylamid
APS — persiran amonny

BrdU- 5-bromo-2"-deoxyuridin
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BrU- 5-bromouridin

BSA — bovine serum albumin/Hovézi sérovy albumin

CDCl3 — Deuterovany chloroform

CDK — cyklin-dependentni kinaza

DMF — dimethylformamid

DMSO — dimethylsulfoxid

DNA- 2‘-deoxyribonukleova kyselina

ELFO — elektroforéza

FA — kyselina mravenci

FBS — fetalni bovinni sérum

FITC — fluorescein izothiokyanat

FTIR — Fourierova transformovana infracervena spektroskopie

HPLC — high-performance liquid chromatography/vysokoucinna kapalinova chromatografie
HRMS — High Resolution Mass Spectrometry/vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrie
IAA — kyselina indoloctova

bunék

IgG — imunoglobulin G

IR —infrared spectroscopy/infracervena spektroskopie

LC-ESI — liquid chromatography—mass spektrometry/ kapalinova chromatografie-hmotnostni
spektrometrie

MeOH — methanol

MS — hmotnostni spektrometrie

MS H,0 —voda s Cistotou pro hmostnostni spektrometrii

NMR — nuclear magnetic resonance spectroscopy/ spektroskopie nuklearni magnetické
resonance

NP-40 - nonidet P-40

p53 — protein/produkt 53 (transkripcni faktor, produkt genu TP53)

PAGE — polyakrylamidova gelova elektroforéza

PBS — izotonicky fosfatovy pufr

PBS-T — izotonicky fosfatovy pufr s pfidavkem Tween-100

PDA - photodiode-array/detektor diodového pole
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Pl-propidium jodid

ppm — parts per milion/pocet dill na jeden milion
r. t. - laboratorni teplota

RNA — ribonukleova kyselina

rpm — otacky za minutu

RVO - rotacni vakuova odparka

SDS — dodecylsiran sodny

SD-smérodatna odchylka

t. t — teplota tani

TCEP- tris(2-karboxyethyl)fosfin

TEMED - N,N,N‘,N‘-tetramethylethylendiaminu
TFA — kyselina trifluoroctova

TFE — trifluoroethanol

TGS — tris/glycin/SDS pufr

Tl — terapeuticky index

TK H,0 — autoklavovana sterilni voda

TLC — thin layer chromatography/chromatografie na tenké vrstvé

Tris — tris(hydroxymethyl)aminometan
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