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Shrnuti

Kurkumin je pfirodni latka, kterou muzeme izolovat z oddenkd rostliny kurkumy
dlouhé (Curcuma Longa). U kurkuminu byly prokdzéany rdzné pozitivni U&inky na
lidsky organismus. Vyznamny vliv byl prokazan pfi plsobeni na nadorové buriky.
Negativni vlastnosti kurkuminu je jeho $patna biologickd dostupnost v téle. Z tohoto
divodu se zacalo zkoumat, jak jeho ucinnost v téle zvysit. Vyznamna byla tvorba
strukturnich analogt kurkuminu. Vytvofenim strukturniho analogu EF24 [1,7-bis(4—
hydroxy—3—methoxyfenyl) hepta—1,6—dien—3,5—dion] bylo dosazeno velmi pozitivhich
vysledkl v oblasti 1éEby nadorovych onemocnéni. Tato bakalarska prace pojednava
0 pusobeni latky EF24 na burky chronické myeloidni leukémie u matefské bunécné
linie K562 a u odvozenych bunécnych linii K562/DOX a K562/HHT. Tyto odvozené
bunééné linie maji fenotyp mnohocetné |ékové rezistence diky zvySené expresi
P—glykoproteinu. Bylo prokdzano, Ze latka EF24 inhibuje proliferaci a viabilitu bunék,
indukuje bunéCnou smrt s morfologickymi a biochemickymi znaky apoptosy
a nezpusobuje blokaci v G1/S fazi a G2/M fazi buné&ného cyklu. Zaroven se

ukazalo, ze exprese P—glykoproteinu neovliviiuje citlivost bunék vici latce EF24.



Summary

Curcumin is a natural substance that can be isolated from the rhizomes of turmeric
(Curcuma Longa). For curcumin were demonstrated various positive effects on the
human body. Significant effect was demonstrated when exposed to tumor cells. The
negative properties of curcumin is its poor bioavailability in the body. Therefore
begun to explore how its efficacy in the body to increase. Appropriate was the
formation of structural analogues of curcumin. Very positive results in the treatment
of cancer was achieved by developing a structural analogue EF24 [1,7-bis(4—
hydroxy—3—methoxyphenyl) hepta—1,6—diene—3,5—dione]. This thesis deals with the
effects of the substance EF24 on the cells of chronic myelogenous leukemia in the
parent cell line K562 and derived cell lines K562/DOX and K562/HHT. These derived
cell lines have a phenotype of multidrug resistance due to overexpression of
P—glycoprotein. It has been shown that the substance EF24 inhibits proliferation and
cell viability, induces cell death with morfological and biochemical hallmarks and
causes blockage in the G1/S phase and G2/M phase of the cell cycle. It also showed
that the expression of P—glycoprotein does not affect the sensitivity of the cells to the
substance EF24.
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1. Uvod

Nadorova onemocnéni jsou jednou z nejcastéjSich pricin umrti lidi na celém svété.
Pod pojmem nadorové onemocnéni se ukryva mnoho variant této choroby. Existuji
jak pevné nadory (nadory prsu, varlat,...) tak nadory postihujici krvetvornou tkan
(leukémie). PFi€iny vzniku souvisi s mutacemi na urovni DNA.

Leukémie je nadorové onemocnéni, které postihuje kmenové krvetvorné buriky.
Krevni burniky se nekontrolovatelné mnozi a vyplavuji se z kostni dfené do periferni
krve a poté do celého téla. Nadorové krvinky pFestavaji plnit svou funkci v téle
a ukladaji se v riznych organech (napfiklad ve sleziné, jatrech, plicich).

Podle rychlosti pribéhu onemocnéni délime leukémie na akutni (rychly prubéh)
a chronickou (pomaly pribéh, ¢asto diagnostikovany nahodné). Podle toho, ktery typ
bunék je postizen nadorovym onemocnénim, rozliSujeme myeloidni (postihuje
granulocyty, monocyty) a lymfatickou leukémii (postihuje lymfocyty).

Bunky chronické myeloidni leukémie jsou typické vyskytem tzv. Filadelfského
chromosomu, ktery vznika reciprokou translokaci regionu gend zchromosomu
9 (pfitomen gen ABL, Abelson Murine Leukemia Virus) na chromosom 22 (pfitomen
gen BCR, breakpoint cluster region). Vznika fuzni onkogen BCR-ABL.

V oblasti 1é¢by leukemickych onemocnéni mizeme sledovat v prabéhu poslednich
nékolika let obrovské pokroky. Zacaly se pouzivat Iéky nové generace, které jsou
cilené uzpusobené proti nadorovym bufkdm — napf. tyrosin kinasové inhibitory
(TKIls). Problémem je, Zze se nemoc po urcité dobé opét vraci. PfiCinou je vznik
rezistence.

Rezistence vznika nejCastéji diky mutaci v ABL kinasové doméné. Jinou pficinou je
amplifikace BCR-ABL genu. DalSim zfaktord je zvySena exprese Iékovych
transportér  (ABC transportérd) u nadorovych bunék, coz vede ke vzniku
mnohocCetné |ékové rezistence (multidrug resistance, MDR). MDR se projevuje
snizenou citlivosti nadorovych bunék vici celé fadé cytotoxickych IéCiv. Nejnovejsi
léCiva jsou vyznamna pro |éCbu nadorovych onemocnéni, ale je stale nutné hledat
nova a ucinngjsi leciva.

Jednou z moznych alternativ jak cilené plsobit proti nadorovym burnkam, je vyuziti
latek, které inhibuji drahu transkripéniho faktoru NF—kappaB. Pro bunky chronické
myeloidni leukémie je tato signalni draha nepostradatelna a je pro né typicka jeji
deregulace, coz vede k danému onemocnéni. LéCiva, ktera inhibuji tuto drahu mohou

byt vyrazné pfinosna pro IéEbu nadorovych onemocnéni. Mezi tyto latky Fadime
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napfiklad strukturni analog kurkuminu — EF24 [1,7-bis(4—hydroxy—3—methoxyfenyl)
hepta—1,6—dien—3,5—dion]. Tato bakalarska prace se zabyva analogem kurkuminu —

latkou EF24 a jejim vlivem na bunky chronické myeloidni leukémie.



2. Soucasny stav reSené problematiky

2.1 Kurkumin a jeho analog difenyl difluoroketon

Védci se jiz Ffadu let snazi nachazet nova a uc&innéjSi lécCiva proti nadorovym
onemocnénim. Mimo jiné nachézeji také inspiraci v pfirodnich latkach -
fytochemikaliich. Nicméné Ucinky téchto latek nebyvaji vétSinou zcela dokonalé,
proto je snahou zvySit pozitivni vlastnosti téchto latek. S postupnym vyvojem védy
farmakologové vytvareji stale dokonalejsi 1éCiva na zakladé fytochemikalii, u nichz se
snazi potlacit nezadouci Ucinky a zvySit U¢inky pozitivni (Ohori et al., 2006 — Surh,

2003). Mezi fytochemikalie tohoto typu fadime i kurkumin.

Furkumin

Obr. & 1: Chemicka struktura kurkuminu - (1E,6E) 1,7-bis(4—hydroxy—3—
methoxyfenyl) hepta—1,6—dien—3,5—dion (podle Basnet et Skalko—Basnet, 2011).

2.1.1 Historie kurkuminu

Kurkumin se ziskava mletim susenych oddenkl z rostliny kurkumy dlouhé (Curcuma
longa) z rodiny zazvorovitych (Zingiberaceae) (Oyagbemi et al., 2009 — Jagetia et al.,
2007) (viz obr. €. 1). Kurkuma dlouha roste v tropickém pasu zejména v Indii. Dorlsta
vysSky asi 100 cm a patfi mezi vytrvalé rostliny. Ma podlouhlé vejcité listy, ovalné
podlouhlé oddenky a kvete bile (Basnet et Skalko—Basnet, 2011). Kurkuminoidy
(smés latek obsahujici mimo jiné pravé kurkumin) jsou obsazeny i v jinych rodech
kurkumy (Curcuma mangga, Curcuma aromatica apod.), ale hlavnim producentem

kurkuminu je kurkuma dlouhd (Basnet et Skalko—Basnet, 2011) (viz obr. €. 2).
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Obr. &. 2: Kurkuma dlouha. A — Oddenky kurkumy dlouhé, B — ziskany prasSek po
namleti suSenych oddenku, C — Curcuma longa (podle Basnet et Skalko—Basnet,

2011; hitp://www.inriodulce.com/links/Turmeric.html).

Kurkumin byl mnoho staleti vyuZivan v tradi¢ni ¢inské a indické mediciné. Prvni
publikovany védecky Clanek, ktery se zminil o kurkuminu, vySel v roce 1748 (Basnet
et Skalko-Basnet, 2011). Tuto latku poprvé izolovali v necisté formé roku 1815
H. A. Vogel a J. Pelletier. Zlutou hmotu, kterou ziskali z kofenti kurkumy dlouhé,
pojmenovali kurkumin (Gupta et al., 2012 — Vogel, H.A. et Pelletier, 1815). Pozdéji
bylo zjisténo, Zze hmota navic obsahuje pryskyfici a tumericky olej. V roce 1842
A. Vogel ml. ziskal Cisty kurkumin (Gupta et al., 2012 — Vogel, A., 1842).

Vroce 1910 J. Milobedzka a V. Lampe ur€ili chemickou strukturu kurkuminu —
diferuloylmethan neboli (1E,6E) 1,7-bis(4—hydroxy—3—methoxyfenyl) hepta—1,6—
dien—-3,5-dion (Gupta et al., 2012 — Milobedzka et al., 1910) (viz obr. &. 1). Roku
1913 stejna skupina védcl pfisla na to, jak syntetizovat tuto slou¢eninu (Gupta et al.,
2012 — Lampe et Milobedzka, 1913). Prvni publikace o vyuziti kurkuminu jako léCiva
vySla roku 1937 (Zhou et al., 2011 — Albert, 1937). Studie za poslednich 60 let
dokazuji celou fadu pozitivnich 0€inkd kurkuminu. Byly prokazany jeho acinky
protinadorové, proapoptoické, antiproliferaéni (Gupta et al,, 2012 — Kuttan et al,,
1985), antioxidacni (Oyagbemi et al., 2009 — Sharma, O.P., 1976; Kunchandy et al.,
1990), protizanétlivé (Oyagbemi et al., 2009 — Srimal et al., 1973), antibakterialni
(Gupta et al., 2012 — Schraufstatter et al., 1949), antiparazitické, antimykotické

a antivirové.
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2.1.2 Vyuziti

Zajem o kurkumin se rok od roku zvySuje nejen ve vyzkumu |éCiv, ale i v fadé dalSich
primyslovych odvétvi. Vyhodou je, Ze je snadno dostupny a neni pfili§ drahy.
Pouziva se nejCastéji v potravindfském pramyslu jako aroma, konzervacni nebo
barvici ¢&inidlo (napfiklad v hof€ici, margarinu, riznych napojich). Kurkumin je
bezpecné barvivo a ma podle mezinarodniho €islovani kdéd E100. Dale se kurkumin
pouziva jako Zluta slozka kofeni kari a pfidava se do Caje. Rovnéz se vyuziva
v kosmetice (Basnet et Skalko—Basnet, 2011). U kurkuminu nebyly zjistény zadné

wviv s

Chainani-Wu, 2003).

2.1.3 Vyskyt a slozeni kurkuminu

Kurkumin fadime mezi pfirodni hydrofobni polyfenoly. Polyfenoly jsou latky, které se
vyskytuji v zeleném nebo ¢erném &aji, kave, cerveném ving, cokoladé, olivovém oleji,
séji, obilovinach a v rizném ovoci nebo zeleniné. Kurkumin ziskany z oddenku
kurkumy dlouhé neni Cisty, ale je smési polyfenolickych kurkuminoidd. Tyto
kurkuminoidy zpUsobuji zluté zabarveni kurkuminu. Zahrnujeme mezi né
diferuloylmethan (kurkumin), desmethoxykurkumin, bis—desmethoxykurkumin a nebo
také nedavno identifikovany cyklokurkumin (Basnet et Skalko—Basnet, 2011; Zhou et
al., 2011 — Kiuchi et al., 1993).

2.1.4 Pusobeni kurkuminu na molekularni urovni

Na molekularni urovni je kurkumin pleiotropni molekula, ktera bud pfimo nebo
nepfimo ovliviiuje funkce raznych molekul a signalnich drah.

Kurkumin ovliviiuje napfiklad funkci transkrip&niho faktoru NF—kappaB (Zhou et al.,
2011 =Shin et al., 2009), aktivovaného proteinu—1 (Zhou et al., 2011 — Dhandapani
et al., 2007) nebo proteinu STAT (signal transducer and activator of transcription)
(Zhou et al, 2011 — Rajasingh et al., 2006; Bhattacharyya et al., 2007). Tyto
transkripéni faktory reguluji expresi genu, které se podileji na tumorogenezi (Gupta
et al., 2012).

Dale kurkumin puasobi na enzymy fidici zanétlivé procesy. Napfiklad
cyklooxygenasu—2 (COX-2), inducibilni syntasu oxidu dusnatého (inducible nitric
oxide synthase, iINOS) (Oyagbemi et al., 2009 — Bengmark, 2006) nebo cytokiny
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podporujici zanét [napfiklad tumor nekrotizujici faktor—a (tumor necrosis factor—a,
TNF—a)] (Zhou et al., 2011).

Dal§im molekularnim cilem kurkuminu jsou protein kinasy, napfiklad protein kinasa
C nebo mitogenem aktivované protein kinasy (MAPK) (Zhou et al., 2011 — Kim et al.,
2005; Rafiee et al., 2009).

Kurkumin také dokaze zastavit bunécny cyklus v GO/G1 fazi nebo v G2/M fazi
zvySenim exprese inhibitord cyklin dependentnich kinas (p21) nebo snizenim
exprese cyklinu B1 (Ohori et al., 2006 — Park et al., 2002).

2.1.5 NF-kappaB

Vyznamny je vliv kurkuminu na inhibici signalni drahy transkripéniho faktoru NF—
kappaB (Ohori et al., 2006). NF-kappaB reguluje fadu genl dllezitych pro imunitni
odpoveéd, pFezivani bunék, apoptosu, buné&Cnou proliferaci a diferenciaci bunék
(Dyson et Komives, 2012 — Baeuerle, 1998; Baeuerle et al., 1994). Deregulace této
drahy je pficinou vzniku rdznych zanétlivych onemocnéni (Dyson et Komives, 2012 —
Tak et al., 2001; Karin et al., 2002b) nebo nadort (Dyson et Komives, 2012 — Karin
et al., 2002a).

NF-kappaB je heterodimer, ktery se v neaktivni formé vyskytuje v cytosolu vSech
typl bunék a tvofi komplex s proteinem s inhibi¢ni funkci nazyvanym inhibitor—
kappaB (IkB) (Zhou et al., 2011 — Hayden et al., 2008; Verma et al., 1995). IkB
maskuje na NF—kappaB jadernou lokalizaéni sekvenci (Cilloni et al., 2007). NF—
kappaB se sklada u savcl z péti podjednotek (Re1, Re1A neboli p65, Re1B, p50
a p52) (Dyson et Komives, 2012).

NF-kappaB muze byt aktivovan prostfednictvim nékolika signalnich drah v disledku
riznych podnétd (mikrobialni infekce, stres, karcinogeny, zafeni, oxidanty), které
jsou rozeznany receptory (receptor pro cytokiny, Toll-like receptor). Pokud je IkB
fosforylovan IkB kinasami (IKKs), tak dojde k ubikvitinizaci IkB a jeho nasledné
degradaci v proteasomu. Po degradaci IkB dochazi k aktivaci transkripéniho faktoru
NF—kappaB (Kasinski et al., 2008). Aktivovany NF—kappaB (podjednotka p65, p50) je
translokovan do jadra, kde se vaze na cilové geny a indukuje expresi az 200 raznych
genl. Poté se vjadre syntetizuje novy IkB, ktery se opét vaze na NF—kappaB,
prerusi vazbu s DNA a presune cely komplex opét do cytoplasmy (Siomek, 2012 —
Ghosh et al., 2002) (viz obr. &. 3).
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Prikladem gena, které se exprimuji v dusledku aktivace NF—kappaB je c-myc (Cilloni
et al., 2007) nebo mdr1 gen zodpovédny za zvySenou expresi P—glykoproteinu
(P—gp) (Braun et al., 2006 — Bentires—Alj et al., 2003). Kurkumin zabranuje aktivaci
NF-kappaB tim, ze zamezuje degradaci IkB a tim inhibuje p65 translokaci do jadra
(Zhou et al., 2011 — Singh et al. 1995b).

extracelularni prostor

cytoplazma
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proteazomu AT'-‘\

=y
IKBa b\% =z
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Obr. &. 3: Obecny mechanismus funkce transkripéniho faktoru NF-kappaB. Po pfijeti
signalu receptorem se aktivuji IKKs, které fosforyluji IkB (v tomto pfipadé IkBa).
Nasledné dojde k ubikvitinaci a degradaci IkB ve 26S proteasomu. Volny NF—kappaB
je translokovan do jadra, kde naseda na specifické kB misto na DNA a dojde
k transkripci cilovych genu. Mezitim se nové syntetizuje kB, ktery se navaze na
NF—kappaB, prerusi jeho vazbu s DNA a cely komplex pfesune zpét do cytoplasmy
(podle Dyson et Komives, 2012).
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2.1.6 Vliv kurkuminu na rastové faktory, angiogenezi a apoptosu

Vyznamny je také vliv kurkuminu na rlstové faktory, angiogenezi a apoptosu.
Rastové faktory a rastové receptory hraji dalezitou roli pfi bunécné proliferaci
a diferenciaci. Deregulace téchto faktorl zpUlsobuje abnormalni rist a vyvoj bunék,
coz prispiva k maligni transformaci.

Angiogeneze je fyziologicky proces, kdy se tvofi nové krevni kapilary z jiz existujicich
kapilar. Tento krok je klicovy pro rast nadord a metastazi (Zhou et al, 2011 —
Gasparini, 1995). Kurkumin puasobi na angiogenni rastové faktory a inhibuje
angiogenezi (Zhou et al., 2011 — Strimpakos et al., 2008).

Apoptosa je fyziologicky proces, kdy pfi rozsahlém posSkozeni buriky nastava jeji
programovana smrt. Pfi apoptose bunky zmenSuji svij objem, ztraceji kontakt se
sousednimi bufkami, dochazi u nich k degradaci cytoskeletu, cytoplasmatické
a jaderné kondenzaci a nasledné fragmentaci chromatinu. Bunka se rozpada
a vytvari apoptoticka téliska rdznych velikosti. Apoptotické buriky jsou poté pohlceny
ostatnimi bufikami (napfiklad makrofagy) (Kerr et al, 1972 - Kerr, 1971,
Subramaniam et al., 2008, Oyagbemi et al.,, 2009). Tento proces je dulezity pro
udrzovani bunééné homeostasy (Zhou et al., 2011 — Burz et al., 2009). Deregulace
apoptosy mulze vést ke vzniku nadorli, autoimunitnimu nebo degenerativnimu
onemocnéni (Zhou et al., 2011 — Singh et al., 1995a). ,Microarray studie“ ukazaly, Zze
kurkumin ovliviiuje expresi 104 genl z celkovych 214 genu, které Fidi apoptotické
drahy (Zhou et al., 2011 — Ramachandran et al., 2005).

2.1.7 Metabolismus kurkuminu

Negativni vlastnosti kurkuminu je jeho $patna vstiebatelnost pres stfevni epitel do
krve a rychly metabolismus probihajici v téle. Kurkumin ma tedy pomérné nizkou
biologickou dostupnost (Gupta et al., 2012 — Anand et al., 2007). Za Spatny
metabolismus kurkuminu muaze pravdépodobné jeho hydrofobni povaha, Spatna
absorpce pres stfevni epitel do krve a metabolismus probihajici ve stfevé a v jatrech
(Zhou et al., 2011 — Sharma, R.A. et al., 2005). Studie prokazaly, ze pfi podani
2 g kurkuminu v prasku byla tato latka v krevnim séru nedetekovatelna nebo jen ve
velmi malych koncentracich (Zhou et al, 2011 — Shoba et al, 1998). Pfi
intraven6znim a intraperitonedlnim podavani léCiva krysam, bylo velké mnozstvi této
latky a jejich metabolitd detekovano ve zlu¢i (Basnet et Skalko—Basnet,
2011 — Ravindranath et al., 1981; Holder et al., 1978).
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Kurkumin podléhd v gastrointestinalnim traktu metabolizaci tj. konjugacim a redukcim
(Zhou et al., 2011 — Ireson et al., 2002), které vedou ke vzniku metaboliti jako
dihydrokurkumin, tetrahydrokurkumin a hexahydrokurkumin (detekovany ve stfevé
a v jatrech).

Tetrahydrokurkumin je ve srovnani se samotnym kurkuminem vice stabilni a ma
vyraznéjSi antioxida¢ni a protizanétlivé ucinky (Sugiyama et al., 2003; Venkatesen
et al., 2003; Mukhopadhyay et al,, 1982). Bylo dokazano, Ze hexahydrokurkumin
snizuje expresi enzymu COX-2 (Shao et al, 2003). Dale bylo prokazano, zZe
glukoronidy maji schopnost inhibovat funkci mikrotubularnich proteinti (Metzler et al.,
2013 — Pfeiffer et al., 2007).

Tyto metabolity posléze podléhaji glukuronidizaci za vzniku kurkumin glukuronidu,
dihydrokurkumin glukuronidu, tetrahydrokurkumin glukuronidu a hexahydrokurkumin
glukuronidu. Jinymi redukcemi a konjugacemi mohou vznikat metabolity jako
kurkumin sulfat nebo dihydroferulova kyselina (Zhou et al.,, 2011 — Garcea et al.,
2005; Ireson et al., 2002; Metzler et al., 2013 — Hoehle et al., 2007).

Metabolity kurkuminu si zachovaly své vyhodné vlastnosti, ale z divodu dalSich
konjugaci (glukuronidizace) a redukci jsou rychle z téla vylou€eny ven.

Prvni moznosti, vedouci k lepSi biologické dostupnosti kurkuminu, je pfidani
slouc€enin, které se navazi na kurkumin a umozni jeho lepSi vstfebavani. Prikladem
takové molekuly muze byt piperin (alkaloid nalezeny v ¢erném pepfi a dlouhém pepfi)
(Basnet et Skalko—Basnet, 2011 — Shoba et al., 1998). Druhou mozZnosti je pouziti
riznych pomocnych systémua — liposomu (Li et al. 2005), micel (Suresh et al., 2007)
nebo fosfolipidovych komplexa (Liu, A. et al. 2006). TFeti moznosti, jak zlepSit
biologickou dostupnost kurkuminu v téle, je tvorba strukturnich analogl (Preetha
et al., 2007; Ohori et al., 2006).

2.1.8 Strukturni analog kurkuminu EF24

Strukturni analogy vychazeji z puavodni struktury kurkuminu a vylepSuji jeho
vlastnosti tak, aby byl vitéle Iépe vyuzitelny. Ames et al. vytvofili slou¢eninu
3,5-bis(2—fluorobenzyliden)piperidin-4—on (EF24), coz je fluorovany analog
kurkuminu (Liu, H. et al., 2012). Ze stfedu molekuly kurkuminu byl odebran kyslik
a dva atomy uhliku za vzniku monoketonu. Koncové benzenové kruhy byly obsazeny
fluorem (Kasinski et al., 2008). | kdyZ jsou kurkumin a EF24 strukturné podobné,
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mechanismy u€inku se liSi. EF24 ma navic asi desetkrat silngjSi antiproliferacni
aktivitu nez kurkumin (IC50 kurkuminu je 13 ymol/l, IC50 EF24 je 1,3 ymol/l).

EF24

Obr. &. 4: Chemicka struktura EF24 — 3,5-bis(2—fluorobenzyliden)piperidin—4—on
(podle Thomas et al., 2008).

D. Subramaniam a jeho kolegové publikovali ¢lanek zabyvajici se latkou EF24
a jejim vlivem na bunky rakoviny tlustého stfeva a prokazali, ze EF24 potlacuje rust
nadoru (Subramaniam et al., 2008). Xenotransplantat lidského karcinomu tlustého
stfeva byl sledovan u nahych mysi. Nador narostl do velikosti 500 mm?®. Poté se po
3 tydny nechala puUsobit urcita koncentrace latky EF24. Po tfech tydnech byly
nadorové objemy u vzorkll s EF24 vyznamné snizeny a nador se jiz nezvétSoval.
U kontrolnich mysi dosahovala velikost karcinomu pfiblizng 2000 mm?. U zvifecich
modellt pasobil EF24 netoxicky a bylo dosazeno pozitivnich vysledku.

Dale bylo touto studii dokazano, ze EF24 inhibuje signalni drahy dulezité pro preziti
nadorovych bunék. Mezi tyto drahy patfi draha fosfatydylinositol-3 kinasy (PI3K/Akt)
a mitogenem aktivované protein kinasy (MAPK).

PI3K/Akt draha je povaZzovana za centralni regulator bunééné proliferace a apoptosy
(Subramaniam et al., 2008 — Di Cristofano et Pandolfi, 2000; Chung et Eng 2005;
Vazquez et Sellers, 2000; Cantley, 2002). Aktivovana fosforyluje fadu protein(
zapojenych do regulace bunécného cyklu, které ve vysledku stimuluji bunécny rast
a inhibuji apoptosu (Subramaniam et al., 2008 — Chang, et al., 2003). Cilem PI3K je
napfiklad protein kinasa Akt, kterda inhibuje proapoptotické geny a potlacuje bunééné
receptory smrti, ¢imz zabraruje apoptose (Suhara et al., 2002).

MAPK jsou aktivovany fadou extracelularnich podnétd. Nasleduje fosforylaéni
kaskada, ktera vede k predani signalu az do jadra, kde tento signal ovliviiuje aktivitu
fady transkrip&nich faktorl (Subramaniam et al., 2008 — de Groot et al., 1998;
Malemud, 2007; Morrison et Davis, 2003; Rennefahrt et al., 2005).
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Studie D. Subramaniama dale prokazaly, Zze EF24 potlacuje expresi mRNA genu pro
COX-2, interleukin—8 (IL-8) a vaskularni endotelialni rastovy faktor (vascular
endothelial growth factor, VEGF).

VEGF a IL-8 jsou dulezité pro tvorbu novych kapilar v nadoru (angiogenezi). Bez
angiogeneze se rast nadoru zastavi vétSinou na velikosti 1-2 mm 2z davodu
nedostatku zivin a kysliku. Nadmérna exprese IL-8 koreluje s rizikem zanétu, ktery
pak souvisi se vznikem rakoviny (Subramaniam et al., 2008 — Landi et al., 2003).
COX-2 je enzym podporujici produkci prostaglandinu (indukuje tvorbu zanétu).
ZvySena exprese COX-2 byla detekovana u nadorovych bunék. U téchto bunék byla
pozorovana rezistence vuci apoptose (Subramaniam et al., 2008 — Tsujii et DuBois,
1995). Potlacenim aktivity COX-2 l|éCivy nebo vyfazenim genu pro COX-2 byla
docilena inhibice rastu nadoru (Subramaniam et al., 2008 — Ferrandez et al., 2003;
Harris, 2007; Marnett et DuBois, 2002).

V téchto studiich také prokazali, ze EF24 zastavuje buné&ény cyklus G2/M a GO fazi.
Po 24hodinovém pusobeni 1 ymol/l EF24 byl bunéény cyklus zastaven v G2/M fazi
a po 48 hodinach v G0/G1 fazi.

Rovnéz bylo D. Subramaniamovymi studii dokazano, Zze EF24 indukuje apoptosu
u nadorovych bunék. Kli€ovou ulohu pfi apoptose hraji proteasy nazyvané kaspasy,
které po pfijeti signalu iniciuji kaspasovou fetézovou reakci. Po plsobeni EF24 na
nadorové bunky byla detekovana zvySena hladina kaspasy—3. Kaspasa-3 je
efektorova molekula Stépici své substraty, coz vede k bunéc&né smrti. Je aktivovana
kaspasou—9 (popfipadé kaspasou—-8) (Subramaniam et al., 2008 — Boatright et
Salvesen, 2003; Grutter, 2000). Cim je vy$&i koncentrace EF24, tim je $t&peni
kaspas intenzivnéjSi. Navic bylo prokazano, ze EF24 inhibuje antiapoptotické geny
Bcl-2 a Bel—xL.

K. Selvendiran a jeho kolegové ve své praci zvefejnili, ze EF24 inhibuje signalni
drahy dllezité pro preziti nadorovych bunék. Popsali vliv latky EF24 na nadorovy
supresorovy gen — phosphatase and tensin homolog (PTEN) (Selvendiran et al.,
2007).

Mezi dulezité signalni drahy, jejichz deaktivace muize vést ke vzniku nadoroveho
onemocnéni patfi PI3K/Akt a MAPK (Subramaniam et al., 2008). DalSi pfic¢inou
vzniku naddoru muaze byt potlaCeni nadorovych supresorovych genu (p53, PTEN)
(Selvendiran et al., 2007 — Yang et al., 2006; Lee et al., 2005).
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PTEN je nadorovy supresorovy gen, ktery koduje fosfatasu (reguluje bunécény
cyklus). U nadorovych bunék byva PTEN gen Casto mutovany (malo nebo zcela
nefunkéni) (Selvendiran et al., 2007 — Li, 1998; Eng, C., 2003). Ve zdravych burikach
pusobi PTEN jako inhibitor PI3K/Akt drahy. Defosforyluje fosfatidyl-inositol-3—fosfat
(PIP3), coz vede ke vzniku PIP2. Inaktivace PTEN kvuli genetické mutaci ma za
nasledek zvyseni aktivity PI3K/Akt u mnoha druhl tumort (Selvendiran et al., 2007 —
Kurose et al., 2001).

Jednou z funkci nadorového supresorového proteinu p53 je kontrola faze G1 a G2/M
buné&ného cyklu. Negativnim regulatorem p53 je MDM2 (mouse double minute
2 homolog, ubikvitin ligasa), ktera blokuje jeho transkripéni €innost nebo vede k jeho
degradaci v proteasomu. Protoze PTEN inhibuje PI3K/Akt drahu, ktera podporuje
translokaci MDM2 do jadra, tak se v bunce zvySuje hladina nadorového supresoru
p53, ktery poté indukuje vznik proteinu p21 (Selvendiran et al., 2007 — Mayo et al.,
2002; el-Deiry et al., 1993). Indukce p21 zpusobi zastaveni bunééného cyklu ve fazi
G1/G0 nebo G2/M prostfednictvim inhibice navazani cyklin—cdk komplexu
(Selvendiran et al., 2007 — Coqueret, 2003).

EF24 zvySuje uCinek PTEN (inhibici jeho proteasomové degradace), €imz inhibuje
PIBK/Akt dradhu, coz zabrani translokaci MDM2 do jadra. Vysledkem je zvy$ena
hladina p53 a nasledné p21. Bunéény cyklus bunky se zastavi ve fazi G1/GO nebo
G2/M nebo dojde k apoptose.

H. Liu a jeho kolegové publikovali ¢lanek zabyvajici se plsobenim latky EF24 na
jaterni nddorové burky (Liu, H. et al., 2012).

Svymi studii zjistili, ze EF24 indukuje apoptosu a snizuje proliferaci bunék, ¢imz
inhibuje rdst nadoru. Byla detekovana zvy$ena aktivita kaspasy—3 a snizena exprese
antiapoptoického genu Bcl-2.

Prokazali, Ze EF24 inhibuje signalni drahy dulezité pro preziti nadorovych bunék —
drahu PI3K/Akt a MAPK. U bunék lé¢enych latkou EF24 byla vyznamné snizena
hodnota VEGF a COX-2.

Dale dokazali, Ze po 48 hodinach pusobeni 4 pmol/l EF24 byl zastaven bunécny
cyklus v G2/M fazi. CyklinB1/Cdc2 komplex (cell division cycle, Cdc) je klicovym
regulatorem bunééného cyklu v G2/M fazi. Inhibice cyklinu B1 (indukuje pfechod
z G2 do M faze bunécného cyklu) a Cdc2 prispiva k zastavé bunééného cyklu
v G2/M fazi. Western blotting ukazal, Zze po pusobeni EF24 byla vyznamné sniZzena
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hladina cyklinu B1, Cdc2 a MDM2, zatimco u p53 a p21 (regulovan p53, indukuje

apoptosu) byla hladina zvySena.

A. L. Kasinski a jeji kolegové publikovali ¢lanek, tykajici se ucinku latky EF24 na
drahu transkripéniho faktoru NF—kappaB u rlznych typd nddorovych bunék (Kasinski
et al., 2008). V této publikaci také porovnavaji silu Gucinku latky EF24 a kurkuminu.
nadorovych bunék nez kurkumin (Kasinski et al., 2008 — Adams, B.K. et al., 2005;
Adams, B.K. et al., 2004).

Prokazali, ze EF24 inhibuje IKK, ¢imz brani fosforylaci IkB, blokuje translokaci
transkripéniho faktoru NF—kappaB do jadra a tim inhibuje expresi TNF—a a jinych
zanétlivych cytokinu (Kasinski et al., 2008 — Beg et al., 1993). Inhibici transkripniho
faktoru NF—kappaB dochazi k redukci exprese NF—kappaB regulovanych genl pro
COX-2, cyklin B1 nebo Bcl-2.

Mnoho chemoterapeutickych latek vykazuje vedlejSi uCinky. Ty jsou dlsledkem
nespecificnosti téchto latek vici nadorovym burikam a IéCivo tak muze pusobit také
na zdrave burky v okoli nddoru. Z tohoto divodu pacienti obvykle trpi nevolnostmi,
vypadavanim vlasu, hubnutim a depresemi. Proto je snaha nachazet IéCiva, ktera by
byla specificka vici nadorovym bunkam. EF24 je sice latka nespecifické povahy, ale
presto pozorujeme, Ze pusobi pfedevS§im na nadorové burnky a minimalné na buriky
zdravé.

A. Sun a jeho kolegové publikovali ¢lanek, ve kterém zverejnili, ze EF24 lze
konjugovat s jinymi molekulami (Sun et al., 2006).

Krevni koagula¢ni kaskada zahrnuje krok, ve kterém protein faktoru Vlla (fVlla) tvofi
komplex s transmembranovym receptorem tkafioveho faktoru (TF). TF je exprimovan
za ruznych patologickych situaci (napfiklad pfi poranéni). Komplex TF—fVlla iniciuje
srazeni krve (Sun et al., 2006 — Nemerson, 1988) a nasledné je translokovan do
buniky endocyt6zou. Bylo prokdzano, ze u nadorovych bunék je TF abnormalné
exprimovan (Sun et al.,, 2006 — Callander et al.,, 1992; Contrino et al., 1996). Toto
zjisténi dava moznost vytvofit I€k, ktery by cilené pusobil na tyto buniky.

Stouto mySlenkou byla syntetizovana molekula fenylalanin—fenylalanin—arginin
chlormethyl keton (FFRck), ktera byla konjugovana s latkou EF24 a néasledné
s proteinem fVlla, &imZ se ziskala molekula oznacovand EF24-FFRmk—fVlla
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(FFRmk — fenylalanin—fenylalanin—arginin methyl keton). Tato molekula asociuje s TF
na povrchu membrany nadorovych bunék a po endocytéze celého komplexu uvolni
navazanou cytotoxickou latku do bunky. Predpoklada se, ze se léCivo uvolni
odstépenim pomoci proteas v cytoplasmé bunék. Molekula FFRmk—fVlla vykazuje
priblizné pétkrat vyssi afinitu k TF nez nativni fVlla (Sun et al., 2006 — Sorensen et
al., 1997).

Zkoumala se ucinnost tohoto komplexu jednak u bunék, které neexprimuji TF
a naopak u bunék, které jej vysoce exprimuji. Vysledky testu zivotaschopnosti bunék
ukazuji, Zze TF—exprimujici buriky 1é€eny komplexem EF24-FFRmk—fVlla, vykazuji
mnohem vys8i umrtnost. Na zdravé buriky neexprimujici TF ma tento komplex jen
velmi maly vliv. Komplex EF24-FFRck nema Zadny uc€inek na nadorové buriky,
dokud nevytvori vazbu s proteinem fVlla.

Bylo dokazano, ze komplex EF24—FFRmk—fVlla dosahuje vy$Siho ucinku pfi 1é¢bé
nadorovych bunék nez samotné EF24, diky vyssi specifiCnosti tohoto komplexu vidi
nadorovym bunkam (Sun et al., 2006).

| kdyZz vidime, ze EF24 m& mnoho pozitivnich vysledku, tak vétSina testl byla
provadéna in vitro, pfipadné in vivo na mysSich. Nicméné lidsky organismus je
branit kladnému Gc&inku této latky. Jednou z hlavnich pfekazek je mozny vyskyt MDR.
MDR je schopnost nadorovych bunék odolavat u¢inkim cytotoxickych léc€iv. Lékovou
rezistenci rozliSujeme primarni (burniky jsou rezistentni jiz pfi prvni |é¢bé danou
latkou), sekundarni (ziskana, projevuje se az v prubéhu IéCby, citlivost muze zlstat
zachovana vadi jinym lé€ivam) a zkfizenou (burika je rezistentni vaci rdznym typum
léCiv, u bunék dochazi ke vzniku MDR). Obecné muze byt vznik rezistence pficinou
samotnych 1éCiv (rychla eliminace z téla, Spatné resorpce, atd.) nebo mize vznikat
v dusledku cytogenetickych, strukturalnich nebo funkénich zmén v burice.

Konkrétni pfiklad pFiciny vzniku |ékové rezistence je zvySena exprese
antiapoptotickych proteina z rodiny Bcl-2. Rodina Bcl-2 zahrnuje jak antiapoptotické
geny (napf. Bcl-2, Bcl—xL) tak i proapoptotické geny (napf. bax) (Adams, J.K. et
Cory, 1998). Dalsi moznou pfi¢inou vzniku lékové rezistence je zvySeny DNA
reparaCni mechanismus buriky (zvySena exprese reparacnich enzymu) nebo zména
faze bunécného cyklu (napf. pfechod do GO faze). U bunék vykazujicich MDR se

vyskytuje mutace genu p53. TranskripCni faktor p53 reguluje expresi genu, které fidi
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bunécny cyklus, apoptosu a reparaci DNA. Protein p53 se aktivuje pfi poskozeni
DNA. Podle rozsahu poskozeni molekuly DNA bud dojde k expresi proteinu p21,
ktery pozastavi bunécny cyklus a dojde k opravé, nebo dochazi k apoptose buriky
(exprese proapoptotického genu bax). U nadorovych bunék ktémto pochodim
nedochazi kvali mutaci proteinu p53 (Grana et al. 1995; Taubert et al. 1996). Dalsi
moznou priCinou vzniku lékové rezistence je detoxikace léCiva. Tento d&j muze
probihat dvéma zplsoby. Jednim z nich je metabolizace |éCiva v bunce v léCivo
nefunkéni. Druhym zplsobem detoxikace I|éCiva je jeho konjugace (napfiklad
s glutathionem) a néasledna eliminace této latky ven ztéla. Konjugace Iéciva
s glutathionem je katalyzovana enzymem glutathion S—transferasou. Nadmérna
exprese téchto enzymu muze vést ke vzniku rezistence bunky (Stavrovskaya, 2000 —
Tew, 1994). Vyznamnou pfi¢inou vzniku MDR je aberantni exprese nékterych clen(
rodiny ABC transportéra (ATP binding cassette transporters).

2.2 ABC transportéry

ABC transportéry pfedstavuji velkou rodinu transmembranovych protein
exprimovanych v rlznych tkanich organismu. Vyskytuji se u vSech fis§i — od
ZivocCichu, pres rostliny az po bakterie. Hlavni funkci ABC transportéri je
jednosmérny prenos raznorodych substratd. Pfenos muaze byt organelovy (napf.
mitochondrie u eukaryot) nebo pres plasmatickou membranu (Szakacs et al., 2006).
Vétdina téchto transportérd zabezpeluje transport ven zburnky (exportéry,
u prokaryot i eukaryot). Méné cCasto transportuji latky do bunky (importéry,
u prokaryot) (Locher, 2009).

2.2.1 Struktura ABC transportért

Struktura jednotlivych ABC transportéri byla stanovena pomoci rentgenové
krystalografie (Linton, 2007). Prvnim ABC transportérem, u kterého byla uréena touto
metodou podrobna struktura, byl transportér Sav1866 izolovany z bakterie
Staphylococcus aureus (Locher, 2009 — Dawson, et al., 2006).

ABC transportéry se obecné skladaji ze ¢tyf domén — dvé transmembranové domény
(transmembrane domains, TMDs) a dvé nukleotid vazajici domény (nucleotid binding
domains, NBDs). Na TMDs se specificky vaze substrat a jsou zaclenéné
v membrané. NBDs jsou orientovany do cytoplasmy, vazi adenosintrifosfat
(adenosine triphosphate, ATP) a dochazi zde k ATP hydrolyze (Linton, 2007; Rees et
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al., 2009; Dean et al., 2001a — Hyde, et al., 1990) (viz obr. & 5). NBDs jsou
homologni v celé rodiné ABC transportéra a slouzi jako ,motor® pro TMDs, které
byvaji vice variabilni (Linton, 2007; Locher, 2009; Rees et al., 2009). Variabilita
TMDs pravdépodobné souvisi s rdznorodosti substratu, které se zde vazi (Rees et
al., 2009).

Extracelularni prostor

Obr. &. 5: Struktura P—glykoproteinu (P—gp). Cerven& — TMDs, modfe — intracelularni
domény (intracellular domains, ICDs — spojuji TMDs a NBDs), zelené — NBDs (podle
Seigneuret et Garnier—Suillerot, 2003).

2.2.2 Funkéni mechanismus ABC transportéra

KliC¢ovym krokem pfi pfenosu substratu ABC transportéry je hydrolyza dvou molekul
ATP, ktera probiha na NBDs. Pfedpoklada se, ze jedna molekula ATP je dalezita pro
konformacni zménu proteinu, ktera zpusobi uvolnéni substratu do extracelularniho
prostoru. Druha molekula ATP je pravdépodobné potfebna pro navraceni struktury
proteinu do plvodni konformace. Dal§im krokem je samotny transport substratu pres
plasmatickou membranu, u kterého ovSem neni zatim zndm pfesny mechanismus.
Byly popsany tfi hypotézy, které vysvétluji mozny pFenos substratu ABC
transportérem.

Prvni hypotézou je pfedstava klasického kandlu, ktery transportuje hydrofobni latku
z jedné strany membrany na opacnou stranu pfes kanal vytvofeny TMDs (Gottesman
et al., 1988). Tento model je v dnesni dobé povazovan za historicky a jeho funkénost

nebyla potvrzena.
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Druhou hypotézou je tzv. model hydrofobniho vakuového Cistice, ktera pfedpoklada,
Ze dojde k distribuci substratu ve fosfolipidové dvojvrstvé membrany (ve vnéjSim
i vnitfnim lumenu) a poté dojde k interakci s ABC transportérem, ktery jej pfenese do
extracelularniho prostoru (Ambudkar, et al. 1999).

Treti hypotézou je tzv. flipazovy model, kdy opét dojde k distribuci substratu ve
fosfolipidové dvojvrstvé membrany. Substrat interaguje s ABC transportérem a je
pfeklopen z vnitfniho lumenu do vnéjSiho lumenu fosfolipidové dvojvrstvy, pfes niz je
pak vylou¢en do extracelularniho prostfedi (Sharom, 2008 — Higgins et al. 1992) (viz
obr. . 6).

Hlasicka pumpa Vakuowy Cistic Flipaza

Obr. €. 6: Mechanismus funkce ABC transportéra. A) klasicka pumpa — pfenos
hydrofobni latky z cytoplasmy do extracelularniho prostoru pres hydrofilni kanal;
B) hydrofobni vakuovy Cisti¢ — dojde k distribuci substratu ve fosfolipidové dvojvrstvé
membrany, substrat interaguje s ABC transportérem, ktery jej pfenese pfimo do
extracelularniho prostoru; C) flipdza — dojde k distribuci substratu ve fosfolipidové
dvojvrstvé membrany, substrat interaguje s ABC transportérem, je preklopen
z vnitfniho lumenu do vnéjSiho lumenu fosfolipidové dvojvrstvy, pfes niz je pak

vylou€en do extracelularniho prostfedi (podle Sharom, 2008).

2.2.3 Skladba ABC transportéra u ¢lovéka

V lidském genomu bylo detekovano asi 48 gen, které kdduji ABC transportéry. Tyto
transportéry byly rozdéleny podle riznych funkci do sedmi podrodin oznacenych
A-G (ABCA-ABCG) (Locher, 2009 — Dean, 2005; Szakacs et al., 2006 — Dean et al.,
2001b) (viz tabulka ¢&. 1).

V dnesni dobé jsou zndmy ABC transportéry ze tfi podrodin, které se podileji na
prenosu |éCiv, &imz zpUsobuji I1ékovou rezistenci bunék (Szakacs et al., 2006).
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Vv s

Nejvyznamnéj8imi transportéry podilejici se na vzniku MDR jsou P—gp
(P—glycoprotein, MDR1, ABCB1), rezistentni protein rakoviny prsu (breast cancer
resistance protein, BCRP, ABCG2) a protein 1 spojeny s MDR (multidrug resistance
protein 1, MRP1, ABCC1) (Szakacs et al., 2006 — Ozvegy, et al., 2001) (viz obr. €. 7).
Transportér ABCG2 patfi mezi tzv. poloviéni transportéry. Poloviéni transportéry
obsahuiji jen jednu NBD a jednu TMD. Jsou kdédovany dvéma molekulami mRNA.
Transportéer ABCG2 je funkéni pouze ve formé& homodimeru (Mo et Zhang, 2012;
Szakécs et al., 2006 — Ozvegy, et al., 2001; Dean et al., 2001a — Hyde, et al., 1990).
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Podrodina Nazev Jiny Misto exprese Porucha funkce Substraty
transportéru nazev
ABCA ABCAT1 ABCH1 mozek Tangierova choroba cholesterol, fosfolipidy
ABCB ABCBH1 P—gp mozek, ledviny, nadledviny, vznik MDR peptidy, steroidni
jatra, zazivaci trakt, kmenové hormony, lipidy,
burky, buriky imunitniho chemoterapeutické latky
systému
ABCC ABCCH1 MRP1 erytrocyty, plice, zaludek, vznik MDR glutathion, glutathionove,
nadledviny, ledviny, mocovy sulfatové a
méchyf, tlusté stfevo, varlata, glukuronidové konjugaty,
placenta chemoterapeuticke latky
ABCD ABCD1 ALD peroxisomy Adrenoleukodystrofie velmi dlouhé fetézce
mastnych kyselin
ABCE ABCE1 OABP, vajecniky, varlata, slezina neznama protein vazajici
RNS4| oligoadenylat
ABCF ABCF1 ABC50 soucést ribosomalniho neznama nezname
komplexu ?
ABCG ABCG2 ABCP, mozek, ledviny, jatra, vznik MDR steroidni hormony, lipidy,
MXR, placenta, stfevo, kmenové chemoterapeutické latky
BCRP burky
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2.2.4 Porucha funkce ABC transportéra u clovéka

Porucha funkce ABC transportérd byva zpusobena nejCastéji rdznymi genovymi
mutacemi. PFi nespravné funkci ABC transportéri dochazi u c¢lovéka ke vzniku
rozmanitych genetickych onemocnéni. Mezi tato onemocnéni Fadime napfiklad
poruchu krvacivosti (Linton, 2007 — Albrecht et al., 2005), cystickou fibrozu
(transportér ABCC7), o¢ni (Linton, 2007 — Martinez—Mir et al., 1998) nebo jaterni
poruchy (Linton, 2007 — Jacquemin, 2000; Rees et al., 2009). U téchto onemocnéni
dochazi k selhani transportu substratu nebo iontd pfes fosfolipidovou membranu
(Linton, 2007 — Dean et al., 2001b).

U nadorovych bunék pfi aberantni expresi nékterych ABC transportérd dochazi ke
vzniku MDR. P¥i¢inou vzniku MDR je eliminace chemoterapeutickych latek z buriky.
Aberantni exprese ftransportéru a tim zplasobena Iékova rezistence ma
pravdépodobné vice pfi€in [napfiklad amplifikace genu kédujiciho dany transportér
(Mo et Zhang, 2012 — Ross et al., 1999; Juranka et al., 1989 — Bradley et al., 1988)
nebo transkripéni, posttranskripéni, translaéni nebo posttranslaéni regulace (Juranka
et al., 1989 — Shen et al. 1986; Bradley et al., 1989; Mo et Zhang, 2012).

2.2.5 Podrodiny ABC transportérti podilejici se na vzniku mnohocetné Iékové
rezistence

2.2.5.1 ABCB podrodina

Jedinym transportérem z této podrodiny podilejici se na vzniku MDR je transportér
ABCB1 (P—gp). Byl objeven roku 1976 R. L. Julianem a V. Lingem (Fukuda et
Schuetz, 2012 — Juliano et Ling, 1976). Tento protein je velky 170 kDa a nachazi se

zejména v burikach transportniho epitelu jater, ledvin, zazivaciho traktu, placenty,
v kmenovych bunkach a burkach imunitniho systému (Szakacs et al, 2006 —
Cordon—Cardo et al., 1990; Thiebaut et al., 1989). P—-gp pfenasi neutralni nebo
kladné nabité hydrofobni slou¢eniny (Szakacs et al., 2006 — Ambudkar et al., 1999).
Pfirozenymi substraty pro P—gp jsou peptidy, steroidni hormony, lipidy a malé
cytokiny (Sharom, 2008). Z chemoterapeutickych |éCiv P—gp transportuje vinca
alkaloidy (vinblastin, vinkristin), antracykliny (doxorubicin, daunorubicin) nebo taxany
(paclitaxel, docetaxel) (Szakacs et al., 2006 — Ambudkar et al., 1999; Shukla et al.,
2011 — Gottesman et al., 2002). DalSimi jeho substraty jsou nékteré TKIs (napf.

imatinib), antihistaminika (terfenadin), antibiotika (erytromycyn), fluorescenéni latky
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(Hoechst 33342), pfirodni latky (kurkuminoidy) a také rizné toxiny, jedy a rGznorodé
latky obsazené v potravé (Sharom, 2008).

Aberantni exprese P—gp je detekovana pfi rliznych typech rakoviny (prsl, vajecnika,
varlat, tlustého stfeva nebo pfi leukémii).

Dal§imi transportéry patficimi do podrodiny ABCB jsou napfiklad ABCB11
(transportér Zlu€ovych kyselin), ABCB4 (sekrece fosfatydilcholinu) (van Helvoort et
al., 1996), ABCB2 a ABCBS3 (polovi¢ni transportéry tvofici homodimery, transportuji
peptidy do endoplazmatického retikula) (Dean et al., 2001a).

Struktura P—gp je uvedena na obr. €. 7.

2.2.5.2 ABCC podrodina
ABCC (MRP) je dalsi vyznamnou podrodinou podilejici se na vzniku MDR. Zahrnuje

sedm transportéru, které maji vliv na rezistenci bunék (napfiklad ABCC2, ABCC3
nebo ABCC6), jeden transportér ovliviujici vznik MDR (ABCC1) a dva transportéry
podilejici se na transportu iontd pres membranu (ABCC8, ABCC7). Tyto transportéry
jsou exprimovany v bunkach ledvin, moCového méchyre, tlustého stfeva, plic,
placenty, varlat, v erytrocytech nebo kostni dfeni (Shukla et al., 2011 — Eckford et al.,
2009).

Vyznamnym zastupcem této rodiny zapojenym do vzniku MDR je transportér ABCCH1
(Cole et al., 1992). Tento transportér pfenasi glutathion, konjugaty glutathionu
s léCivem, konjugaty kyseliny glukuronidové s IéCivem nebo konjugaty sulfatu
s léCivem. Z protinadorovych 1éCiv transportuje nékteré vinca alkaloidy (vinblastin,
vinkristin) nebo antracykliny (doxorubicin, daunorubicin). DalSimi jeho substraty jsou
nékteré TKls (imatinib), antibiotika (grepafloxicin), fluorescenéni latky (kalcein) nebo
prirodni latky (kurkuminoidy) (Sharom, 2008).

Transportér ABCC8 (sulfonylurea receptor, SUR) reguluje funkci draselného kanalu,
se kterym tvofi komplex (Linton, 2007 — Inagaki et al., 1995). Je receptorem pro
sulfonylureu (léCivo pouzivané pro zvySeni sekrece insulinu pfi onemocnéni
cukrovkou) (Thomas et al., 1995).

Transportér ABCC7 (transmembranovy regulator na cystickou fibrozu, CFTR) je
iontovy kanal, ktery pfenasi chloridové ionty (Linton, 2007 — Tabcharani et al., 1991).
Jeho nefunkénost je pfi€inou onemocnéni znamém jako cysticka fibroza (Sharom,
2008).
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SUR a CFTR se svymi funkcemi od typickych ABC transportéru liSi. Jsou soucasti
rodiny ABC transportéru, protoZze u nich dochazi k pfeméné energie na NBDs. Tuto
energii nevyuzivaji pro transport pfes membranu, ale jen pro zménu konformace.
Staci jim tedy pouze jedna molekula ATP (Linton, 2007).

Struktura transportéru ABCC1 je uvedena na obr. €. 7.

2.25.3 ABCG podrodina
Treti vyznamnou podrodinou podilejici se na vzniku MDR je podrodina ABCG. Na

lekové rezistenci se podili transportér ABCG2 (Doyle et al., 1998). Je exprimovan
podobné jako P—gp zejména v jatrech, stfevé, ledvinach, placenté (Shukla et al.,
2011 — Doyle et al., 1998) a rovnéz prenasi hydrofobni latky (Sharom, 2008).
Z protinadorovych [€Civ transportuje napfiklad mitoxantron nebo bisantren. DalSimi
jeho substraty jsou nékteré TKls (nilotinib), antibiotika (norfloxacin), fluorescenéni
latky (Hoechst 33342) nebo pfirodni latky (kurkuminoidy) (Sharom, 2008).

Struktura transportéru ABCG2 je uvedena na obr. €. 7.
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Obr. & 7: Predpoklddana membranova topologie tfech vyznamnych ABC
transportért podilejicich se na vzniku MDR. A) P—gp — 12 TM segmentu, dvé NBDs,
N-konec i C—konec se nachazi v cytoplasmé; B) ABCC1 — struktura podobna
s P—gp, ale obsahuje navic pét TM segmenti na N-konci TMD, N-konec je
orientovan do extracelularnino prostoru, C—konec se nachazi v cytoplasmé;
C) ABCG2 — polovi¢ni transportér — jedna TMD a jedna NBD, Sest TM segment,
NBD je lokalizovana na N—konci TMD (podle Sharom, 2008).

2.2.6 Inhibice ABC transportéra

Redenim zamezeni vzniku MDR muZe byt podavani latek inhibujicich funkci ABC
transportért (Shukla et al., 2011 — Shukla et al., 2008). Nejznamé&jSimi a nejvice
studovanymi jsou inhibitory P—gp. Tyto inhibitory mazeme rozdélit do tfi generaci. Do
prvni a druhé generace zahrnujeme kompetitivni inhibitory. Do tfeti generace patfi

nekompetitivni inhibitory.
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Prvni generace |é&iv vykazovala nizkou G&innost. Uginné davky pusobily az pi
vysokych koncentracich, které ovSem mély fadu toxickych uc€inkd (Leopard et al.,
2003). Dochazelo k inhibici P—gp i v jinych tkanich, kde byl tento transportér potreba
pro eliminaci pouzitych chemoterapeutik (Ling, 1997) nebo kinterakci s jinymi
transportéry. Do této generace mizeme zahrnout verapamil a cyklosporin A.

Léciva druhé generace vykazovala lepSi ucinnost v nizSich davkach, ovéem toxicita
byla stale vysoka a interakce s jinymi transportéry nebyla stadle omezena (Sharom,
2008). Do této generace patfi valspodar (analog cyklosporinu A) (Twentyman et al.,
1991) nebo birikodar.

TFeti generace zahrnuje nekompetitivni inhibitory, které vykazuji nizkou toxicitu
a vysokou ucinnost a specifitu vaci P—gp (Sharom, 2008 — Szakacs et al., 2006). Do
této generace patfi zosuquidar.

Pfed nékolika malo lety byly identifikovany latky inhibujici funkci ABCG2 a MRP1
transportér (Sharom, 2008 — Robey et al., 2007). Mezi inhibitory ABCG2
transportéru patfi pantoprazol, nilotinib, birikodar, tariquidar a elacridar. Mezi latky
inhibujici MRP1 transportér zahrnujeme birikodar (Sharom, 2008).

Mezi latky s inhibujici funkci patfi také TKls. Bylo prokdzéno, Ze nékteré TKIls jsou
nejen substratem pro transportéry ABCG2 a P—gp, ale pfi vySSich koncentracich
u nich byl prokdzan vaci témto transportérdm také inhibiéni G€inek (napf. nilotinib).
(Mo et Zhang, 2012 — Houghton et al., 2004; Mo et Zhang, 2012 — Ozvegy—Laczka et
al., 2004; Robey et al., 2010 — Lagas et al., 2009;Hegeds et al., 2002).
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Cile prace

Vypracovat reSerSi pojednavajici o vlivu pfirodnich a syntetickych kurkumind na

proliferaci leukemickych bunék.
Zjistit, zda exprese P—gp ovliviiuje citlivost leukemickych bunék k EF24.

Popsat mechanismus bunécné smrti, ktery je indukovan latkou EF24

u leukemickych bunék.
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4. Material a metodika

4.1 Bunécné linie
Bunécna linie K562

Tato matefska linie bunék je charakteristickd vyskytem tzv. Filadelfského

chromosomu, ktery je pfi¢inou vzniku chronické myeloidni leukémie (CML). CML je
genetické nadorové onemocnéni vznikajici u kmenovych bunék Kkostni dfené.
Filadelfsky chromosom vznika reciprokou translokaci genua [t(9; 22) (g34; q11)].
Vysledkem této translokace je zkraceny 22. chromosom, kde se k sobé dostaly geny
ABL (koduje tyrosin kinasu, lokalizovdn na chromosomu 9) a BCR (umistény na
chromosomu 22) za vzniku fuzniho BCR-ABL onkogenu. Tvorbou fuzniho onkogenu
se stava tyrosin kinasa trvale aktivni a nekontrolovatelné fosforyluje daldi molekuly
a drahy (Neves et al., 1999; Faderl et al., 1999; Sawyers, 1999; Verfaillie, 1998).
Bunécna linie K562 byla ziskana z ECACC (European Collection of Cell Cultures,
Velka Britanie).

Bunécna linie K562/DOX

Tato bunéénd linie ma fenotyp MDR diky zvy$ené expresi P—gp. Byla odvozena od

matefské linie K562 jeji dlouhodobou kultivaci s doxorubicinem. Bunéénou linii nasi
laboratofi poskytl profesor J. P. Marie (University of Paris 6, Francie).

Bunédéna linie K562/HHT

Tato bunécéna linie ma fenotyp MDR diky zvy$ené expresi P—gp. Byla odvozena od

matefské linie K562 jeji dlouhodobou kultivaci s homoharringtoninem. Buné&cénou linii
nasi laboratofi poskytl profesor J. P. Marie (University of Paris 6, Francie).

Jednotlivé bunécné linie byly kultivovany v médiu RPMI 1640 s 10% obsahem
fetalniho bovinniho séra a s pridavkem streptomycinu a penicilinu v koncentracich
0,1 mg/ml. Kultivace probihala v kultivaénich lahvich vinkubatoru pfi 37°C
a 5% obsahu COs..
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4.2 Chemikalie a roztoky
1x PBS (phosphate buffered saline): 130 mmol/l NaCl

10 mmol/I NaH2PO4
2,7 mmol/l KCI
1,8 mmol/l KH2PO4
pH 7,4

Fixacni roztok: 96% ethanol

EF24 (3,5-bis(2—fluorobenzyliden)piperidin—4—on):  Sigma — Aldrich, USA

4.3 Pouzité pristroje

Biocenter inkubator (SalvisLab, Svycarsko)

BOEco M-240 centrifuga (BioTech, Némecko)

BOEco U-32R centrifuga (BioTech, Némecko)

Vi-CELL ™XR analyzator bunééné viability (Beckman Coulter, USA)
Steril VBH laminarni box (Steril, Italie)

GENios Plus spektrofotometr (Tecan, Rakousko)

Cytomics fc 500 prutokovy cytometr (Beckman Coulter, USA)
Olympus BX fluorescenéni mikroskop s kamerou Olympus DP50

4.4 Stanoveni bunécné proliferace a viability

Stanoveni bunécné proliferace a viability bylo provadéno pomoci tzv. MTT testu
(Mosmann, 1983), ktery vyuZiva latku nazyvanou tetrazoliova sul neboli 3—(4,5
dimethylthiazol-2—-yl)-2,5—difenyl tetrazolium bromid (MTT). V Zivych burnkéch je tato
rozpustna zluta sul redukovana pomoci produkitt dehydrogenas na nerozpustny
fialovy formazan (krystaly). Formazan se rozpousti v ethanolu a vyhodnoti se
spektrofotometricky pfi vinové délce 570 nm. Mnozstvi vytvofeného formazanu je

pfimo umeérné poctu zivych bunék.
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Obr. €. 8: Redukce Zluté tetrazoliové soli na fialové krystaly MTT formazanu (podle

http://www.dojindo.com/store/p/302—MTT.aspx)

K1 ml vzorku se pfida 100 yl MTT a inkubuje se pfi 37°C. Po uplynuti 1 hod se
prfenese bunééna suspenze s vytvofenym formazanem do mikrozkumavek a ziska se
sediment centrifugaci (5 min, 3000 ot./min, laboratorni teplota). Pfida se 500 pl
okyseleného ethanolu (96% ethanol s HCI), ktery extrahuje formazan. Roztok se
centrifuguje (5 min, 14 000 ot./min, laboratorni teplota). 200 ul obarveného
supernatantu se prepipetuje do mikrotitracni desti¢ky. MnoZstvi vzniklého formazanu
se méfi na spektrofotometru pfi vinové délce 570 nm.

Pouzité roztoky a chemikalie:
MTT roztok: 5 mg/ml 3—(4,5 dimethylthiazol-2—yl)-2,5—difenyl tetrazolium bromid

4.5 Stanoveni poctu apoptotickych bunék

Stanoveni poctu apoptotickych bunék se provadi na zakladé zmény morfologie jader.
Apoptotické buriky jsou charakteristické tim, Ze redukuji svlij objem a dochazi u nich
ke kondenzaci chromatinu (tvorba apoptotickych télisek).

Fixace bunék: Bunécna suspenze se zafixuje. 1 ml vzorku se centrifuguje (5 min,
2500 ot./min, laboratorni teplota). Odpipetuje se supernatant a pfida se 130 pl
1x PBS a 350 ul 96% ethanolu.

Ze zafixovaného vzorku se odebere 200 pl a centrifuguje se (5 min, 2400 ot./min,
laboratorni teplota). Odpipetuje se supernatant. K sedimentu se pfida 25 — 50 ul
barviciho roztoku. Morfologii jader muZeme pozorovat pomoci fluorescenéniho

mikroskopu. Pocita se pocet apoptotickych bunék z celkovych 200 — 300 objektu.

35



Pouzité roztoky a chemikalie:
Barvici roztok: 1 pg/ml propidium jodidu (Invitrogen, USA); 30 % (v/v) glycerinu;
70 % (v/v) 1x PBS

4.6 Bunécny cyklus

Néktera barviva (ethidium bromid, propidium jodid, DAPI,...) se specificky
a stechiometricky vazi na nukleové kyseliny. Téchto barviv se vyuziva v pratokove
cytometrii k ur€eni buné&ného cyklu (podle obsahu DNA v jednotlivych fazich)
a k odhadu poctu apoptotickych bunék. Bunky v G1 fazi jsou charakteristické
diploidnim (2n) po¢tem chromosomu. Pfi replikaci (S faze) se pocet chromosomi
zdvojnasobuje. V G2/M fazi je pocet chromosomul v burice 4n. Apoptotické bunky
aktivuji enzymy endonukleasy, které $tépi DNA na fragmenty (apoptotickd téliska).
V procesu barveni v hypotonickém Vindalové roztoku dochazi k extrakci téchto
fragmentu, ¢imz se obsah DNA v burikach snizuje a na histogramu pozorujeme
subpopulaci bunék s niz§im obsahem DNA (hypodiploidni buriky).

Bunéc&na suspenze se centrifuguje (5 min, 2400 ot./min, laboratorni teplota), odebere
se supernatant. K sedimentu se pfida 500 ul Vindalova roztoku (inkubace 30 min ve

tmé, laboratorni teplota).

Pouzité roztoky a chemikalie:
VindalGv roztok (100 ml) — 200 pg/ml RNasa A; 20 ug/ml propidium jodid (Invitrogen,
USA); 100 pl Triton X—100 (Serva, Némecko); 100 ml 1x PBS

4.7 Urceni poctu zivych a mrtvych bunék

K uréeni poétu Zivych a mrtvych bunék se pouziva pristroj Vi-CELL ™XR. Tento
pristroj vyuzivd trypanovou modf, kterd pronika jen do mrtvych bunék a pfes
cytoplasmatickou membranu zivych bunék neprochazi. Obarvi se tedy jen mrtvé
bunky, které maji cytoplasmatickou membranu porusenou. K méfeni se pouZziva
600 pl bunééné suspenze. Pristroj vyhodnoti viabilitu bunék v procentech a urci

pocet bunék na mililitr.
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SOsNa NaO;S
Obr. €. 9: Chemicka struktura trypanové modri — 3,3'-{[3,3'-dimethyl—(1,1'-bifenyl)—
4,4'—diyllbis(azo)}—bis(5—amino—4—hydroxy—2,7—naftalen) disulfonova kyselina
(pfevzato z http://www.dojindo.com/store/p/193—Cellstain—Trypan—Blue.aspx).

Pouzité roztoky a chemikalie:
Trypanova modf: Sigma — Aldrich, USA

4.8 Stanoveni koncentrace proteini metodou Bradfordové

Pro stanoveni koncentrace proteind metodou Bradfordové se vyuzivad adsorpce
barviva Coomassie Briliant Blue G—250 na molekulu proteinu. Vysledkem je modré
zbarveni, které detekujeme na spektrofotometru.

K 1 pl precisténého extraktu se pfida 1 ml Cinidla Bradfordové (inkubace 10 min,
laboratorni teplota). Nasledné se do mikrotitracni desky napipetuje 200 ul vzorku. Na
spektrofotometru se méfi absorbance pfi 595 nm. Podle kalibraéni kfivky za pouziti
bovinniho sérového albuminu jako standardu se urci potfebna koncentrace proteinu
pro naslednou analyzu.

Pouzité roztoky a chemikalie:
Cinidlo Bradfordové: 50 mg/l Coomassie Brilliant Blue G—250; 50 ml methanolu;
100 ml 85% H3PO4; 850 ml deionizované vody

4.9 Detekce kaspasoveé aktivity

Klic¢ovou ulohu pFi apoptose hrajl' proteasy nazyvané kaspasy. Ty jsou zodpovédné
spole¢né s kaspasou—7 ma identickou DEVDasovou aktivitu, protoZze Stépi stejny
substrat (Ac-DEVD-AMC). Pomoci fluorescenéné znafeného substratu Ize tuto
aktivitu detekovat.

e Bunécna lyze (odstranéni cytoplasmatické membrany)

Sediment se ziska centrifugaci 3 x 10° bunék (5 min, 1500 ot./min, 4°C). Sediment se

jedenkrat promyje 2 ml 1x PBS a roztok se resuspenduje. Vzorek se opét
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centrifuguje (5 min, 1500 ot./min, 4°C), odebere se supernatant, pfida se 100 pl
lyza€niho roztoku. Inkubuje se za ob&asného promichani na vortexu. Po 30 min se
vzorky centrifuguji (10 min, 18 000 ot./min, 4°C). K analyze kaspasové aktivity se
odebere supernatant, ktery obsahuje potfebné proteiny.

e Analyza kaspasové aktivity

Do mikrotitraéni desky napipetujeme 200 pl pufru pro kaspasu a pfidame vypocitané
mnozstvi lyzatu obsahujiciho 50 ug proteinu (uréené metodou Bradfordové). Reakce
je zahajena po pridani substratu o vysledné koncentraci 50 pymol/l (inkubace 30 min
ve tmé, laboratorni teplota). Nasledné se méfi fluorescence vzorkl na
spektrofotometru pfi excitacni vinové délce 360 nm a emisni vinové délce 465 nm.
V pfitomnosti inhibitoru (N—acetyl-Asp—Glu-Val-Asp—CHQO) o koncentraci 1 pumol/l
dochazelo k nespecifickému $tépeni substratu. Od kazdé naméfené aktivity byla
odectena hodnota vzorku s pfitomnym inhibitorem. Rozdil naméfenych hodnot mezi
vzorkem se substratem a vzorkem se substratem a inhibitorem dava realnou aktivitu

kaspasy-3.
Pouzité roztoky a chemikalie:

Pufr pro kaspasu: 25 mmol/l HEPES; 2 mmol/l EGTA; 2 mmol/l MgCl,; 5 mmol/|
dithiotreitol, pH 7,2

Lyzaéni roztok: 50 mmol/l HEPES; 5 mmol/l dithiotreitol; 0,5% Triton X—100; pH 7,2;
koktejl inhibitor proteas (Roche)

Substrat: 0,25 mmol/l acetyl-Asp—Glu—Val-Asp—7—amino—4—methyl kumarin
(Ac—-DEVD-AMC)
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5. Vysledky

V experimentech bylo pracovano s burikami K562/DOX a K562/HHT, které maji
fenotyp MDR diky zvySené expresi P—gp. VSechny experimenty se srovnavaly
s kontrolni matefskou linii K562 (neexprimuje zadny ABC transportér). Burky byly
vystaveny 24hod pusobeni latky EF24. Byly sledovany parametry proliferace,

viability, buné€ného cyklu a mechanismu buné¢né smrti.

5.1 Vliv latky EF24 na proliferaci a viabilitu
Rezistentni bunécné linie K562/DOX, K562/HHT a kontrolni materska linie K562 byly

vystaveny pusobeni latky EF24. Po 24 hod byl proveden MTT test. Bylo prokazano,
Ze exprese P—gp neovliviiuje citlivost bunék vaci latce EF24 (viz graf €. 1).

1201
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;@ 80
g —o— K562
Q 60 —a— K562/DOX
8 —a— K562/HHT
m
<C 40 -

20 -

0 I I I I 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5
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Graf €. 1: MTT test. Vliv latky EF24 na proliferaci a viabilitu u rezistentnich
bunéénych linii K562/DOX, K562/HHT a u kontrolni matefské linie K562. Data jsou

ziskana z praméru tfi méfeni. Je uvedena smérodatna odchylka.
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5.2 Vliv latky EF24 na bunécny cyklus

Rezistentni bunécné linie K562/DOX, K562/HHT a kontrolni matefska linie K562 byly
vystaveny pusobeni latky EF24 po dobu 24 hod. Nasledné byla provedena analyza
buné&cného cyklu na pritokovém cytometru. S narustajici koncentraci latky EF24 byly
u jednotlivych bunécnych linii sledovany pocty hypodiploidnich bunék odpovidajicich
bunikam apoptotickym. Typické histogramy jsou uvedeny na obr. ¢. 10-12. Pocty
apoptotickych bunék jednotlivych buné&énych linii se mezi sebou pfili§ nelisi. Po
pusobeni latky EF24 nepozorujeme vyrazné zastaveni bunécného cyklu v G1/S fazi
ani v G2/M fazi. Graf €. 2 zobrazuje primérné hodnoty d&etnosti vyskytu
hypodiploidnich (apoptotickych) bunék naméfené na z&kladé prutokové cytometrie.
Z grafu je vidét, Ze se pocty apoptotickych bunék jednotlivych bunécnych linii mezi
sebou pfilis neliSi. Rezistentni bunéénd linie K562/DOX je méné citliva nez
rezistentni bunécna linie K562/HHT. Naopak rezistentni bunéénéa linie K562/HHT
vykazuje vysSi citlivost nez matefska bunéénd linie K562. Z toho mizeme usoudit, ze

exprese P—gp neovliviuje citlivost bunék vuci EF24.

e Materska bunécna linie K562:
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Obr. €. 10: Vliv EF24 na buné&ny cyklus u matefské bunécné linie K562. Burky byly
kultivovany ve standardnim rustovém médiu s pfidavkem EF24 (24 hod, 37°C),
nasledné byly obarveny Vindalovym roztokem a méfeny na prutokovém cytometru.
Na ose x je zobrazena intenzita fluorescence propidium jodidu, kiera odpovida
obsahu DNA v jadie. Na ose y je zobrazena &etnost jednotlivych bunék v danych
fazich bunécného cyklu. Na histogramech je také zobrazena Cetnost apoptotickych
bunék, které odpovidaji hypodiploidnim burikam. a) Kontrolni neovlivnéné burky.

b) — d) Buriky ovlivnéné latkou EF24.
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o Rezistentni bunécéna linie K562/DOX
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Obr. & 11: Vliv EF24 na bunény cyklus u rezistentni bunééné linie K562/DOX.
Bunky byly kultivovany ve standardnim rastovém médiu s pfidavkem EF24 (24 hod,
37°C), nasledné byly obarveny Vindalovym roztokem a meéfeny na prutokovém
cytometru. Na ose x je zobrazena intenzita fluorescence propidium jodidu, ktera
odpovida obsahu DNA v jadie. Na ose y je zobrazena &etnost jednotlivych bunék
v danych fazich bunécéného cyklu. Na histogramech je také zobrazena cetnost
apoptotickych bunék, které odpovidaji hypodiploidnim bunkam. a) Kontrolni
neovlivnéné burky. b) — d) Buriky ovlivnéné latkou EF24.
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Obr. €. 12: Vliv EF24 na bunécny cyklus u rezistentni bunécné linie K562/HHT.
Bunky byly kultivovany ve standardnim rastovém médiu s pfidavkem EF24 (24 hod,
37°C), nasledné byly obarveny Vindalovym roztokem a méfeny na prutokovém
cytometru. Na ose x je zobrazena intenzita fluorescence propidium jodidu, ktera
odpovida obsahu DNA v jadfe. Na ose y je zobrazena &etnost jednotlivych bunék
v danych fazich bunécéného cyklu. Na histogramech je také zobrazena cetnost
apoptotickych bunék, které odpovidaji hypodiploidnim bunikam. a) Kontrolni
neovlivnéné bunky. b) — d) Buriky ovlivnéné latkou EF24.
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Graf €. 2: Analyza bunécného cyklu. Vliv latky EF24 na mnozstvi apoptotickych
(hypodiploidnich) bunék u rezistentnich bunéénych linii K562/DOX, K562/HHT
a u kontrolni materské linie K562. Buriky byly kultivovany ve standardnim ristovém
médiu s pfidavkem EF24 (24 hod, 37°C), nasledné byly obarveny Vindalovym
roztokem a méfeny na prutokovém cytometru. Data jsou ziskana z praméru tFi

méreni. Je uvedena smérodatna odchylka.

5.3 Viliv latky EF24 na morfologii jader

Aby bylo ovéreno, ze se bunécna smrt déje apoptotickycm mechanismem, tak byla
u rezistentnich bunécnych linii K562/DOX, K5652/HHT a u kontrolni matefska linie
K562 zkoumana morfologie jader. Buriky byly fixovany, nasledné byly obarveny
propidium jodidem a sledovany pomoci fluorescenéniho mikroskopu. Intaktni buriky
a buriky tvofici apoptoticka téliska jsou uvedeny na obr. €. 13—15. Graf €. 3 zobrazuje
prumeérné hodnoty poctl apoptotickych bunék spoditanych pomoci fluorescenéniho
mikroskopu. Rozdil v podtu apoptotickych bunék sledujeme az pfi vysSich
koncentracich. Rezistentni buriky K562/DOX sice vykazuji niz§i pocty apoptotickych
bunék nez materské burnky K562, ale rezistentni bunééna linie K562/HHT obsahuje
vice apoptotickych bunék nez K562/DOX i K562. Z toho mizeme usoudit, Ze exprese
P—gp neovliviiuje citlivost bunék vaci EF24.
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e Matefska bunécéna linie K562
a) b)
Obr. & 13: Typicka morfologie jader u matefské buné&cné linie K562 barvené

propidium jodidem. a) Neovlivnéné bunky K562. b) Bunécna linie K562 po 24hod
pusobeni 2umol/l EF24.

e Rezistentni bunééna linie K562/DOX
a) b)
Obr. €. 14: Typicka morfologie jader u rezistentni bunééné linie K562/DOX barvené

propidium jodidem. a) Neovlivnéna bunka K562/DOX. b) Bunécna linie K562/DOX po
24hod pusobeni 2umol/l EF24.
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o Rezistentni bunécéna linie K562/HHT

a) b)

Obr. &€. 15: Typickd morfologie jader u rezistentni bunééné linie K562/HHT barvené
propidium jodidem. a) Neovlivnéné bunky K562/HHT. b) Bunécéna linie K562/HHT po
24hod pusobeni 2umol/l EF24.
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Graf €. 3: Analyza morfologie jader. Vliv latky EF24 na mnoZstvi apoptotickych bunék
u rezistentnich bunéénych linii K562/DOX, K562/HHT a u kontrolni matefské linie
K562. Bunky byly fixovany, nasledné byly obarveny propidium jodidem a sledovany

pomoci fluorescenéniho mikroskopu. Data jsou ziskdna z praméru tfi méfeni. Je
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uvedena smeérodatna odchylka. Rozdil v poctu apoptotickych bunék sledujeme az pfi

vy§Sich koncentracich.

5.4 Analyza kaspasové aktivity po plusobeni latky EF24

Aby bylo potvrzeno, Ze latka EF24 indukuje apoptosu, tak byla provedena analyza
kaspasové aktivity. Kaspasy jsou zodpoveédné za proteolyticky rozpad bunék.
Klic¢ovou molekulou je kaspasa—3, ktera ma s kaspasou—7 identickou DEVDasovou
aktivitu, protoze Stépi stejny substrat (Ac-DEVD-AMC). Pomoci fluorescencné
znacCeneho substratu Ize tuto aktivitu detekovat. V pfitomnosti inhibitoru (N-acetyl—
Asp—Glu—Val-Asp—CHO) dochazi k nespecifickému §tépeni substratu. Graf ¢&. 4
zobrazuje zavislost hodnoty aktivity kaspasy—-3 na koncentraci latky EF24.
Neovlivnéné bunécné linie vykazuji nizkou aktivitu kaspasy—3. Bunécné linie

ovlivnéné EF24 vykazuji vysokou aktivitu kaspasy-3.
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Graf &. 4: Analyza kaspasové aktivity. Vliv latky EF24 na hodnotu aktivitu kaspasy—3
u rezistentnich bunécnych linii K562/DOX, K562/HHT a u kontrolni matefské linie
K562. Burky byly kultivovany ve standardnim rastovém médiu s pridavkem EF24
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(24 hod, 37°C), nasledné byla provedena bunécna lyze, byly izolovany proteiny

a byla provedena analyza kaspasové aktivity.
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6. Diskuse

Teoreticka Cast této bakalarské prace pojednava o inhibici NF-kappaB analogem
kurkuminu u BCR—-ABL pozitivnich bunék a dale o interakci analogu kurkuminu
s ABC transportéry. Experimentalni Cast zahrnuje vysledky pusobeni analogu
kurkuminu (latky EF24) na matefskou bunécénou linii K562 (neexprimuje zadny ABC
transportér) a na burnky odvozené od této materské linie — K562/HHT a K562/DOX,
které maji fenotyp MDR diky zvySené expresi P—gp.

Byla provedena analyza bunécéné proliferace a viability (MTT test), buné&ného cyklu,
morfologie jader a kaspasové aktivity. Latka EF24 byla pouzita v koncentracich
0 ymol/l; 0,5 ymol/l; 1 pmol/l a2 umol/l. Buriky byly s EF24 kultivovany ve
standardnim médiu po dobu 24 hod (37°C).

Z vysledku MTT testu mizeme usoudit, Ze EF24 inhibuje proliferaci a viabilitu bunék
(viz graf €. 1). Toto tvrzeni je vsouladu s publikacemi D. Subramaniama
(Subramaniam et al., 2008) a H. Lia (Liu, H. et al., 2012). Exprese P—gp neovliviiuje
rezistenci bunék vici EF24. MTT test nedokaze odhadnout, ¢im je zplsoben pokles
produkce formazanu. Zda je pokles ovlivnén jen inhibici proliferace nebo je
proliferace snizena na ukor bunéc&né smrti nebo maji vliv obé slozky. Aby byla tato
otazka zodpovézena, tak byla provedena analyza bunécného cyklu.

Analyza bunécného cyklu dokézala, Z2e po pusobeni EF24 narlstd pocet
apoptotickych (hypodiploidnich) bunék v dané populaci (viz graf €. 2). Typické
histogramy ukazuji, Zze po pusobeni latky EF24 se nevyskytuje zastaveni buné&ného
cyklu v G1/S fazi ani v G2/M fazi (viz obr. €. 10-12). Tyto vysledky jsou v rozporu
s publikaci D. Subramaniama a jeho kolegu v ¢lanku zabyvajicim se latkou EF24
a jejim vlivem na buriky rakoviny tlustého stfeva. V téchto studiich prokazali, Zze EF24
zastavuje bunécny cyklus v G2/M fazi a v GO/G1 fazi (Subramaniam et al., 2008).
Rozdilné vysledky by mohly byt zpasobeny odliSnosti riznych typd pouzitych bunék.
Z vysledku prutokového cytometru mizeme usoudit, Ze pokles proliferace bunék je
na ukor indukce buné&éné smrti.

Aby byl potvrzen vyskyt apoptosy, tak byla sledovana morfologie jader pomoci
fluorescenéniho mikroskopu a byla provedena analyza kaspasové aktivity.
Sledovanim morfologie jader bylo potvrzeno, ze EF24 indukuje buné¢nou smrt, ktera
ma morfologické znaky apoptosy. Burky ztraceji kontakt se sousednimi burikami,
dochazi u nich k degradaci cytoskeletu, cytoplasmatické a jaderné kondenzaci
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a nasledné fragmentaci chromatinu. Burika se rozpada a vytvaFi apoptoticka téliska
(viz obr. €. 13—15). Analyzou kaspasové aktivity bylo zjisténo, ze v pribéhu procesu
bunééné smrti indukované EF24 dochazelo ke zvyseni aktivity kaspasy pfiblizné 25 x
oproti kontrolnim neovlivnénym burnkam (viz graf €. 4). To je dukaz toho, Ze bunécna
smrt ma apoptoticky charakter s biochemickymi znaky.

Témito postupnymi analyzami se prokazalo, Zze charakter bunééné smrti po pisobeni
latky EF24 je apoptoticky s morfologickymi a biochemickymi znaky.

Po provedeni MTT testu se ukazalo, Ze burnky matefské bunécné linie K562
i rezistentni  buniky K562/DOX a K562/HHT vykazuji stejny pokles viability
a proliferace po pusobeni riznych koncentraci latky EF24 (viz graf €. 1). Na z&kladé
analyzy bunécného cyklu a morfologie jader je ziejmé, Ze po pusobeni vySSi
koncentrace EF24 maji rezistentni bunky K562/DOX nizSi obsah apoptotickych
bunék nez matefské buriky K562, coz by mohlo svédCit o rezistenci bunék
K562/DOX. Naopak K562/HHT vykazuji vy$Si citlivost vaci latce EF24 a pfitom jsou
charakteristické vysokou expresi P—gp (neni ukazano). Z vysledku je patrné, ze se
zde projevuji vlivy jinych faktora, které nesouvisi s expresi P—gp (viz graf €. 2, 3).
Nedavno byly provedeny experimenty s inhibitorem transportéru P—gp — PSC 833
(valspodar). Po aplikaci inhibitoru nebyl detekovan vliv na rezistentni buriky
(pfedbézné experimenty, byly provedeny pouze dvakrat, vysledky neuvedeny).
Muazeme tedy usoudit, Ze exprese P—gp neovliviiuje citlivost bunék vaci EF24.
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7.

Zaveér
Byla vypracovana re$er$e na téma vliv pfirodnich a syntetickych kurkuminl na
proliferaci leukemickych bunék.
Pomoci MTT testu bylo prokazano, Zze EF24 inhibuje proliferaci a viabilitu bunék.
Nebyl detekovan rozdil mezi senzitivnimi a rezistentnimi buné&&nymi liniemi.
Z vysledku prutokového cytometru a podle sledované morfologie jader bylo
prokadzano, ze EF24 indukuje buné&Cnou smrt, ktera ma morfologické znaky
apoptosy. Rezistentni buniky K562/DOX po pusobeni vysSi koncentrace EF24
obsahovaly nizsi poc¢ty apoptotickych bunék nez mateiské buriky K562. Naopak
K562/HHT vykazovaly vyS$Si citlivost vici latce EF24.
Z histograma bylo zjisténo, ze EF24 nezpulsobuje blokaci v G1/S fazi a G2/M fazi
buné&neho cyklu.
Pokles proliferace bunék je na ukor indukce bunéc&né smrti.
Podle analyzy kaspasové aktivity bylo potvrzeno, Z2e EF24 indukuje apoptosu,
ktera ma biochemické znaky.

Bylo zjisténo, Ze exprese P—gp neovliviuje citlivost bunék vuci EF24.
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9.

Seznam pouzitych zkratek a symbolu

ABC transportéry
ABL
Ac-DEVD-AMC
ATP

BCR

BCR-ABL
BCRP, ABCG2

Cdc
CFTR
CML
COX-2
ECACC
fVlla
FFRck
ICDs
IkB

IKK
IL-8
iINOS

MAPK

MDM2

MDR

MDR1, ABCB1, P—gp
MRP1, ABCC1

MTT

NBDs
PI3K/Akt
PIP3
PTEN

ATP binding cassette transporters

Abelson Murine Leukemia Virus
acetyl-Asp—Glu—Val-Asp—7—amino—4—methyl kumarin
adenosine triphosphate (adenosintrifosfat)

breakpoint cluster region

fuzni leukemicky gen

breast cancer resistance protein (rezistentni protein
rakoviny prsu)

cell division cycle

transmembranovy regulator na cystickou fibrézu
chronicka myeloidni leukémie

cyklooxygenasa—2

European Collection of Cell Cultures

protein faktoru Vlla

fenylalanin—fenylalanin—arginin chlormethyl keton
intracellular domains (intracelularni domeény)
inhibitor—kappaB

IkB kinasa

interleukin—8

inducible nitric oxide synthase (inducibilni syntasa oxidu
dusnatého)

mitogenem aktivované protein kinasy

mouse double minute 2 homolog

multidrug resistance (mnohocetna Iékova rezistence)
P—glycoprotein

multidrug resistance protein 1 (protein 1 spojeny s MDR)
3—(4,5 dimethylthiazol-2—yl)-2,5—-difenyl  tetrazolium
bromid

nucleotid binding domains (nukleotid vazajici domeény)
fosfatydylinositol-3 kinasa

fosfatidyl-inositol-3—fosfat

phosphatase and tensin homolog
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STAT
SUR
TF
TKls
TMDs
TNF—a
VEGF

signal transducer and activator of transcription
sulfonylurea receptor

tkanovy faktor

tyrosin kinasové inhibitory

transmembrane domains (transmembranové domeény)
tumor necrosis factor—a (tumor nekrotizujici faktor—a)
vascular endothelial growth factor (vaskularni endotelialni

rustovy faktor)
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