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Shrnuti

Nadorové onemocnéni nejCastéji vznika z divodu riznych mutaci v genech, které
reguluji proliferaci, diferenciaci, bunéfnou smrt, adhezi bunék, apod. Nadorova
onemocnéni predstavuji riznorodou skupinu chorob, které mohou postihnout
libovolnou tkan. V diplomové praci se zabyvam chronickou myeloidni leukémii (CML),
ktera je charakteristicka vyskytem bcr-abl fuzniho onkogenu koédujiciho trvale aktivni
tyrosinkinasu BCR-ABL. Vyznamnym objevem pro |éCbu CML byla rodina
tyrosinkinasovych inhibitor(, ktera je specificky cilena na dany onkoprotein. DalSim
vyznamnym molekularnim cilem u CML je inhibice drahy transkripcniho faktoru
nuclear factor-kappaB (NF-kB). Mezi inhibitory NF-kB fadime napfiklad synteticky
analog kurkuminu 3,5-bis(2-fluorobenzyliden)piperidin-4-on (EF24). Bylo prokazano,
Z2e EF24 ma ve srovnani s kurkuminem vysS$i biologickou dostupnost a ma az 20x
silngjSi antiproliferacni ucinky na nadorové bunky (Adams et al., 2004). Prace A.
Suna a spol. ukazala, ze latka EF24 tvofi adukty s glutathionem (GSH) a tyto adukty
jsou stejné cytotoxické jako samotné EF24 u bunék karcinomu prsu in vitro (Sun et
al., 2009). Tento vysledek se nam zdal pfekvapivy, a proto jsme se rozhodli zjistit,
zda thioly (NAC, GSH) moduluji cytotoxicky u€inek EF24 a zda vznikajici adukty maji
podobné cytotoxické ucinky jako samotny EF24 u bunék CML.

V predchozi praci jsme zjistili, ze EF24 indukuje apoptosu u bunék K562 a Ze
exprese ABCB1 transportéru nesnizuje citlivost téchto bunék k latce EF24 (Skoupa,
bakalarska prace, 2014). NasSe nové vysledky, prezentované v pfedloZzené diplomové
praci, ukazaly, ze NAC i GSH zvySuji hladinu intracelularniho GSH, inhibuji produkci
reaktivnich kyslikovych radikald (ROS) a snizuji cytotoxické u€inky EF24. Dale jsme
Zjistili, ze dlvodem téchto protektivnich U&inkl je tvorba aduktl EF24 s thioly, které
pravdépodobné nemaji stejné cytotoxicky efekt jako samotny EF24. Toto tvrzeni bylo
prokazano u mono-aduktu EF24-NAC, u kterého bylo zjiSténo, ze ma signifikantné
nizSi cytotoxické ucinky nez samotny EF24. Zaroven bylo zjiSténo, ze EF24
neovliviiuje expresi receptorll TRAIL-R2 a FAS a ma protichlidné ucinky na expresi
XIAP a survivinu, coz ve vysledku patrné nema vliv na indukci bunééné smrti u bunék

CML. Takeé bylo prokazano, Ze exprese ABCG2 nesnizuje citlivost bunék k EF24.



Summary
Cancer is caused by various mutations in genes that regulate the proliferation,

differentiation, cell death, cell adhesion, etc. Cancer represent heterologous group of
disease that may occur in any tissue. My thesis deals with the chronic myeloid
leukemia (CML), which is characterized by the presence of bcr-abl fusion oncogene
coding for constitutively active BCR-ABL tyrosine kinase.

The discovery of family of tyrosin kinase’s inhibitors, that specifically target the
oncoprotein, was important for the treatment of CML. Another important molecular
target of CML is the pathway of transcription factor nuclear factor-kappaB (NF-kB).
Inhibitors of NF-kB include for example a synthetic analogue of curcumin
3,5-bis(fluorobenzylidene)-4-piperidone (EF24). It was demonstrated that EF24
exhibits higher biological availability in comparison to curcumin. In addition, EF24 is
approximately 20 times more potent antiproliferative agent than curcumin (Adams et
al., 2004). Recently, it was reported that EF24 forms adducts with glutathione (GSH)
and that these adducts are equally cytotoxic to EF24 in breast cancer cells in vitro
(Sun et al., 2009). Since these results were rather surprising for us we decided to find
out whether thiols (NAC, GSH) can modulate the cytotoxic effect of EF24 and
whether the resulting adducts have similar cytotoxic effects like EF24 in CML'’s cells.
In previous work we demonstrated that EF24 induces apoptosis in K562 cells and
that expression of transporter ABCB1 decrease the sensitivity of these cells to the
EF24 (Skoupa, thesis, 2014). Our results indicated that NAC and GSH prevent
depletion of intracellular GSH, inhibit the production of reactive oxygen species
(ROS) and reduce cytotoxic effects of EF24. We concluded, that the reason for these
protective effects was the formation of EF24-thiol adducts, which have significantly
lower cytotoxic effect than EF24 itself. This conclusion was confirmed for EF24-NAC
mono-adduct, which exhibited significantly lower cytotoxicity than that found for
EF24. We found that EF24 did not affect the expression of TRAIL-R2 and FAS
receptor. We further observed that EF24 exhibited opposite effects on expression of
XIAP and survivin, which ultimately had no effect cell death induction in CML cells.
To extend our previous results we further demonstrated that the expression of
ABCG2 did not affect the sensitivity of K562 cells to EF24.
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1. Uvod

Nadorové onemocnéni je podminéno riznymi molekularnimi mechanismy, pfiCemz
nejCastéji jde o mutace v genech (ziskané nebo vrozené), které reguluji proliferaci,
diferenciaci, bunénou smrt, adhezi bunék, apod. Existuje mnoho ruznych typl
tohoto onemocnéni charakteristickych rdznym fenotypem i genotypem. Jde
o nejCastéjSi pfiCinu umrti obyvatel ve vyspélych zemich. Nadory mlizeme délit
histochemicky na karcinomy (nadory klze, sliznic), sarkomy (nadory pojivové tkané),
blastomy (nadory nervové soustavy), lymfomy (nadory miznich uzlin a lymfatické
tkané) a leukémie (nadorové onemocnéni hematopoetické tkané). Leukémii existuje
celé spektrum. Jeden z prototypu je chronicka myeloidni leukémie (CML). Za
vznikem CML stoji Abelson murine leukemia - breakpoint cluster region (bcr-abl) fuzni
onkogen, ktery vznika reciprokou translokaci regionu gent z chromosomu 9 na
chromosom 22 u hematopoetickych kmenovych bunék v kostni dfeni. Tento onkogen
koduje trvale aktivni tyrosinkinasu BCR-ABL, ktera je hlavnim terapeutickym cilem
CML.

Pro lécbu nadorl existuji rizné terapeutické pfistupy - od chirurgického zakroku,
pfes ozafovani az po chemoterapii. Moderni chemoterapie pfedstavuje ruzné typy
léCiv, ktera jsou specificka vUc€i nadorovym burfikdm. Diky tomu jsou potladeny
nezadouci vedlejSi uc€inky, které byvaly spojené s nespecifickymi I€ky pouzivanymi
k chemoterapii dfive. U CML byla vyznamnym objevem rodina tyrosinkinasovych
inhibitordl (TKls; Druker et Lydon, 2000). Problémem u téchto specificky cilenych
chemoterapeutik je jejich vysoka cena, ale také vznik Iékové rezistence u nadorovych
bunék. Proto je nutné neustale vyvijet nova a ucinngjsi IéCiva.

Kromé inaktivace onkoproteinu BCR-ABL je u CML dalSim vyznamnym molekularnim
cilem inhibice drahy transkripéniho faktoru nuclear factor-kappaB (NF-kB). Bunky
CML jsou charakteristické deregulaci této drahy. Mezi u€inné inhibitory NF-kB fadime
napfiklad synteticky analog kurkuminu EF24 [3,5-bis(2-fluorobenzyliden)piperidin-4-
on], u kterého byly potlaCeny negativni vlastnosti kurkuminu a byly u néj prokazany
mnohem silnéjSi protinadorové ucinky ve srovnani s kurkuminem (Adams et al.,
2004). Latka EF24 u nadorovych bunék inhibuje proliferaci, angiogenezi a indukuje
apoptosu (Subramaniam et al., 2008; Liu et al., 2012; Liang et al., 2011). V ramci
bakalarské prace bylo zjisténo, Zze EF24 indukuje apoptosu u bunék K562 v nizkych
koncentracich a tento efekt neni ovliviiovan expresi ABCB1 transportéru. Proto jsme

se rozhodli, s touto latkou dale pracovat a testovat jeji vliv na bunky CML.



2. Soucasny stav reSené problematiky

2.1 Chronicka myeloidni leukémie

2.1.1 Historie objevu chronické myeloidni leukémie

CML je myeloproliferativni onemocnéni vznikajici u kmenovych bunék kostni dfené
(Abramson et al., 1977). Rudolf Virchow a John Henry Bennett poprvé popsali
klinické projevy CML jiz roku 1845 (Bennett, 1845; Virchow, 1845). V roce 1865
R. Virchow poprvé pouzil vyraz ,leukémie” (Virchow, 1865). Az o sto let pozdéji, roku
1960 ve Filadelfii, Peter Nowell a David Hungerford objevili a popsali maly
chromosom z G skupiny - Filadelfsky chromosom (Nowell, 1960). P. Nowell
a D. Hungerford zjistili, Ze Filadelfsky chromosom je pouze zkraceny 22. chromosom,
ktery ztratil geneticky material z jeho delSich ramének chromatid. V roce 1973 Janet
Rowleyova prokazala, ze u chromosomu 22 nedochazi k pouhému zmensSeni, ale
dochazi zde k reciproké translokaci regionu gent mezi chromosomy 9 a 22 [t(9; 22)
(q34; g11)] (Rowley, 1973; viz obr. €. 1). Podrobnéjsi vysvétleni podali vyzkumnici
v roce 1983. Zjistili, Ze se této translokace ucastni gen abl (9q34), ktery se pfenese
ke genu bcr (22q11), €imz vznikd bcr-abl fuzni onkogen (Bartram et al., 1983).
Pozdéji védci pfisli na to, Zze takto vytvoreny fuzni gen bcr-abl vede k trvalé aktivaci
ABL tyrosinkinasy, ktera nekontrolovatelné aktivuje rlzné signalni drahy, coz pak
vede ke vzniku tohoto nadorového onemocnéni (Sawyers, 1999; Goldman et Melo
2001; Kalidas et al., 2001).

Filadelfsky chromosom se nevyskytuje pouze u CML, ale také u 15 % az 30 %
pacientd s akutni lymfoblastickou leukémii a pfiblizné u 2 % pacientld s akutni

myeloidni leukémii (Kalidas et al., 2001).
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Obr. €. 1: Schéma vzniku Filadelfského chromosomu. Fuzni onkogen bcr-abl vznika
v dusledku reciproké translokace mezi chromosomy 9 (gen abl) a 22 (pfitomen gen
ber).

2.1.2 Molekularni podstata chronické myeloidni leukémie

BCR-ABL onkoprotein dosahuje velikosti 190, 210 nebo 230 kDa podle toho,
v jakych mistech ke zlomim na chromosomu 22 dojde. Povaha nemoci zavisi na
velikosti proteinu, pficemz 190 kDa protein ma vySsi tyrosinkinasovou aktivitu nez
protein o velikosti 210 kDa. Protein o velikosti 210 kDa byva u pacientd s CML
pritomen nejCastéji (Sawyers, 1999; Melo, 1996).

BCR-ABL tyrosinkinasa je kliCovym proteinem CML. Ma vliv na signalni drahy
regulujici rust, diferenciaci, proliferaci a apoptosu bunék. BCR-ABL tyrosinkinasa
také negativné ovliviiuje opravy DNA, coz muzZe mit za nasledek vznik rdznych
mutaci (napf. inaktivace p53, aktivace RAS), které zpUsobuji genomovou nestabilitu.
Genomova nestabilita je pak zodpovédna za progresi do pokrocilejSich fazi této
nemoci (Druker et al., 1996; Lugo et al., 1990; van der Kuip et al., 2004).

Mezi BCR-ABL ovlivnéné signalni drahy patfi mitogenem aktivovana proteinkinasova
kaskada (MAPK), Janusova tyrosinkinasa-signal transducer and activation of
transcription (JAK-STAT) nebo fosfatidylinositol-3-kinasova draha spojena
s proteinkinasou B (PI3K/Akt; Melo et Deininger, 2004; Pendergast et al., 1991).

Ve zdraveé bunce protein ABL translokuje mezi cytoplasmou a jadrem a podle potfeby
fosforyluje cilové molekuly. Jakmile dojde ke vzniku fuzniho onkogenu bcr-abl, tak

translatovany onkoprotein zlGstava prfevazné v cytoplasmé, kde interaguje s vétSinou
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proteind, které se pak podileji na deregulaci zakladnich signalnich drah (Pendergast
et al., 1991; Pendergast et al., 1993). V normalni burice je MAPK kaskada aktivovana
po prijeti ristového faktoru (mitogenu) pfisluSnym receptorem, u kterého timto
dochazi k dimerizaci a autofosforylaci. Po autofosforylaci receptor vytvaFi vazbu pres
Src homology 2 (SHZ2) skupiny s proteinem growth factor receptor-bound protein
2 (GRB2), ktery nasledné interaguje s proteinem Son of Sevenless (SOS). Komplex
GRB2/SOS aktivuje proteiny RAS vyménou kofaktorli guanosindifosfatu (GDP) za
guanosintrifosfat (GTP) [opaény efekt maji GTPase-Activating Proteins (GAPS); Ren,
2005]. Aktivovany protein RAS interaguje s fosforylacni kaskadou MAPK, coz
nakonec vede K iniciaci proliferace bunék (Kim et Choi, 2010; viz obr. €. 2a).
BCR-ABL tyrosinkinasa neni zavisla na aktivaci mitogenem, ale po pfijeti
adenosintrifosfatu (ATP) se rovnou vaze prfes SH2 skupiny s proteinem GRB2.
Signalni draha je tedy trvale aktivni, coz pak vkoneCném vysledku vede
k nekontrolované proliferaci bunék (Pendergast et al., 1991; viz obr. €. 2b).

Aktivovany RAS navic také aktivuje PI3K/Akt drahu. Lipidova kinasa PI3K fosforyluje
fosfatidylinositol-(4,5)-difosfat (PIP2) na fosfatidylinositol-(3,4,5)-trifosfat (PIP3).
Negativni regulator této drahy je nadorovy supresor phosphatase and tensin
homolog (PTEN), ktery defosforyluje PIP3 na PIP2. PIP3 slouzi jako vazebné misto
pro Akt a pro jeji aktivator 3-phosphoinositide-dependent protein kinase 1 (PDK1).
Aktivovana Akt vstupuje do jadra a fosforyluje cilové transkripéni faktory regulujici
apoptotickou drahu. Vysledkem je pak necitlivost bunék ke stimulim vedoucich k
bunécné smrti (Franke et al., 1997). Akt napfiklad zesiluje bunécnou proliferaci
proteasomalni degradaci p27 [inhibitor cyklin dependentnich kinas (CDKs)] a aktivaci
serin/threoninkinasy mechanistic target of rapamycin (mTOR; Skorski et al., 1995; Liu
et al., 2009; podrobnéjsi popis prubéhu této drahy viz obr. &. 3a). Kinasa Akt také
inaktivuje kaspasu-9 nebo pres protein 14-3-3 inaktivuje proapoptoticky protein Bad
(Liu et al., 2009). Jednim z dllezitych cili Akt je transkripéni faktor NF-kB. Akt
fosforyluje IkB kinasu (IKK), ¢imz zpusobuje aktivaci této drahy. NF-kB zesiluje
expresi celého spektra genl s riznou funkci - napfiklad geny podporujici bunéénou
proliferaci, metastazovani, angiogenezi, chemorezistenci, radiorezistenci, zanét
a zeslabuje expresi proapoptotickych genl (Sen et al., 2011; Shishodia et al., 2007).
NF-kB mulze byt aktivovan rustovymi faktory, oxidativnhim stresem, virovou nebo
bakterialni infekci, zanétlivymi cytokiny [napf. interleukin-6 (IL-6), IL-1, tumor necrosis

factor-a (TNF-a)], chemoterapeutickymi latkami, zafenim gamma, UV zafenim nebo
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koufenim (Li et Sethi, 2010; He et al., 2015-Sikora et al., 2010). Po aktivaci drahy je
inhibitor kappaB (IkB), tvofici v cytoplasmé komplex s NF-kB, fosforylovan IKKs.
Fosforylovany IkB je nasledné oznacen ubikvitiny a degradovan ve 26S proteasomu.
NF-kB je timto uvolnén a z cytosolu translokuje do jadra, kde specificky naseda na
DNA a spousti transkripci cilovych genu [c-myc, Bcl-2, Bcl-XI, cyklooxygenasa-2
(COX-2), apod.; viz obr. €. 4]. Konstitutivni aktivace tohoto transkripéniho faktoru je
znakem CML a také dalSich nadorovych nebo zanétlivych onemocnénich
(Shanmugam et al., 2015).

Posledni vyznamnou signalni drahou, ktera je ovlivnéna BCR-ABL onkoproteinem, je
JAK-STAT draha, ktera je typicka pro hematopoetické bunky. Ve zdravych bunkach
dochazi po vazbé cytokinu (ristovy faktor hematopoetickych bunék) na pfislusny
receptor k dimerizaci a k translokaci STATs do jadra, kde reguluji expresi pfislusnych
genul. Translokace je zprostfedkovana aktivovanymi JAKs, které jsou s receptorem
spojené. Po navazani cytokinu JAKs fosforyluji tyrosinové zbytky na receptoru
a vytvari tak vazebna mista pro STATs. STATs se navazi pfes SH2 skupiny na
receptor a jsou pomoci JAKs fosforylovany a aktivovany. Receptory pro cytokiny
mohou také spustit MAPK nebo PI3K/Akt signalni drahu [(vazba GRB2 na receptor
a aktivace pfislusné drahy (Jatiani et al., 2010; viz obr. €. 3b)]. Bunky CML nejsou
zavislé na cytokinech ani na JAKs. STATSs jsou trvale aktivované a pfes SH2 domény
se vazi na fosforylované tyrosiny onkoproteinu BCR-ABL (llaria Jr. et Van Etten,
1996; Carlesso et al., 1996; viz obr. €. 3c). KliCové transkrip&ni faktory podilejici se
na BCR-ABL signalizaci jsou STAT1 a STATS. Aktivace transkripcniho faktoru
STATS vede ke zvySené expresi antiapoptotického proteinu Bcl-XI. Souhra PI3K/Akt
a JAK-STAT drahy zpUsobuje odolnost buriky pfed programovanou bunéénou smrti
(Melo et Deininger, 2004).
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Obr. €. 2: Signalni drdaha MAPK a PI3K/Akt. a) Ve zdravé burice je MAPK kaskada
aktivovana po pfijeti mitogenu receptorem. Po autofosforylaci receptor interaguje
s proteinem GRB2, ktery poté vytvari vazbu s proteinem SOS. SOS aktivuje proteiny
RAS (vyména GDP za GTP; opacny efekt maji GAPS). RAS nasledné interaguiji
s fosforylacni kaskddou MAPK, coz pak v kone¢ném vysledku vede Kk iniciaci
proliferace bunék. Aktivovany RAS navic také aktivuje PI3K/Akt drahu. PI3K
fosforyluje PIP2 na PIP3 (negativni regulator je PTEN). Na PIP3 se vaze kinasa Akt
a jeji aktivator PDK1. Aktivovana Akt vstupuje do jadra, kde fosforyluje cilové
transkripéni faktory regulujici apoptotickou drahu. Akt napfiklad zvySuje bunécnou
proliferaci proteasomalni degradaci p27 (inhibitor CDKs) a aktivaci kinasy mTOR
(podrobnéjsi vysvétleni této drahy na obr. €. 3a). Akt také inaktivuje proapoptoticky
protein Bad a aktivuje transkripéni faktor NF-kB fosforylaci IKKs (podrobnéjsi popis
této drahy na obr. €. 4). b) BCR-ABL tyrosinkinasa neni zavisla na aktivaci
mitogenem. Po pfijeti ATP vytvafi vazbu s GRB2 a draha dale probiha analogicky

jako ve zdraveé bunce (schéma zjednoduseno).
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Obr. €. 3: Signalni draha mTOR a JAK-STAT a) Signalni draha mTOR se sklada ze
dvou komplext - mTORcomplex1 (mTORCH1; citlivy k rapamycinu) a mTORC2 (neni
citivy k rapamycinu). mTORC1 je dullezity pro kontrolu bunééného rustu. Je
aktivovan vnéjSimi podnéty, jako jsou rlstové faktory, aminokyseliny, energetické
hladiny nebo bunélny stres. Také muze byt aktivovan kinasou Akt, kterd inhibuje
tuberous sclerosis heterodimer (Tsc1/Tsc2). Tento komplex zabrarnuje funkci malé
GTPasy Rheb, ktera je dulezitym stimuldtorem mTORC1. Vysledkem aktivace
mTORC1 je pak fosforylace substratd, které podporuji anabolické procesy, jako jsou
syntéza proteinl nebo lipidd. Naopak jsou inhibovany procesy katabolické jako
napriklad autofagie. mMTORC2 je také aktivovan rustovymi faktory, ale presny
mechanismus aktivace neni zatim zcela objasnén. mTORC2 aktivuje Akt, Cimz
podporuje bunécné preziti. Také ovliviuje dynamiku cytoskeletu, kontroluje transport
iontd a rust bunky. Deregulace signalni drahy mTOR pfispiva ke vzniku cukrovky
typu 2, obezité, neurodegenerativnim a nadorovym onemocnénim (Hoeffer et Klann,
2010; Jacinto et al., 2004). b) Signalni draha JAK-STAT se ve zdravych bunkach
aktivuje po vazbé cytokinu na pfislusny receptor. Soucasti receptoru jsou JAKs, které
na ném vytvari fosforylaci tyrosinovych zbytk( vazebna mista pro STATs a po jejich
vazbé je fosforyluji. STATs poté dimerizuji a translokuji do jadra, kde stimuluji
transkripci pfislusnych genl. Receptory pro cytokiny mohou také aktivovat MAPK
nebo PI3K/Akt signalni drahu. c) Buniky CML nejsou zavislé na cytokinech ani na
JAKs. STATs se vazi na fosforylované tyrosiny onkoproteinu BCR-ABL, ¢imz
dochazi k jejich trvalé aktivaci (schéma zjednodu$eno).
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Obr. &. 4: Signalni draha transkripéniho faktoru NF-kB. NF-kB signalni draha muze
byt aktivovana rastovymi faktory, oxidativnim stresem, virovou nebo bakterialni
infekci, zanétlivymi cytokiny, chemoterapeutickymi latkami a mnoha dalSimi podnéty.
IkB, ktery tvofi v cytoplasmé komplex s NF-kB, je po aktivaci drahy fosforylovan
IKKs, poté je oznaCen ubikvitiny a degradovan v proteasomu. NF-kB translokuje do
jadra, kde specificky naseda na DNA a spousti transkripci cilovych gend (schéma

zjednoduseno; upraveno podle Dyson et Komives, 2012).

2.1.3 Bunécna podstata chronické myeloidni leukémie; faze nemoci
Jak jiz bylo zminéno, Filadelfsky chromosom vznika v kmenovych bunkach kostni

dfené. Kmenové buriky se déli bud symetricky, ¢imz vznikaji nové buriky kmenové
nebo nesymetricky, ¢imz vznika jedna burfka kmenova a jedna progenitorova, ktera
dale diferencuje do urc€itého typu krevni bunky. Diferenciace je podminéna zménou
genové exprese (exprese/represe gent pro danou krevni fadu), kterou Fidi
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transkripCni faktory, modulatory chromatinu, mikroRNA a dalSi molekuly (Davidson,
2010). Kmenoveé bunky lze charakterizovat jako multipotentni (diferencuji do vSech
typu krevnich bunék), se schopnosti sebeobnovy, nesymetrického déleni a také
migrace (Maximow, 1909; Becker, 1963). Diferencuji v myeloidni a lymfoidni fadu
bunék. Z myeloidni fady vznikaji Cervené krvinky (transport O, a CO,),
megakaryocyty, ze kterych se diferencuji krevni desticky (uloha pfi srazeni krve),
myeloblasty, z nichz se dale diferencuji monocyty a granulocyty. Granulocyty jsou
soucasti imunitniho systému a déli se na neutrofily, eosinofily a bazofily. Z monocyt(
vznikaji makrofagy (také ucast v imunitnim systému). Lymfoidni fada se diferencuje
v T- a B- lymfocyty a v buiiky nazyvané tzv. ,pfirozeni zabijeCi“ (natural killer cells -
NK bunky; Rieger et Schroeder, 2012; Akashi et al., 2000). Jak lymfoidni, tak
myeloidni fada je schopna diferencovat v bunky dendritické (soucasti imunitniho

systému; Traver et al., 2000; viz obr. €. 5).
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Obr. & 5: Schéma diferenciace kmenové bunky. Matefska kmenova burfika ma
schopnost sebeobnovy, nesymetrického déleni a diferenciace. Pfi nesymetrickém
déleni vznika jedna bufika kmenova a druha progenitorova, ktera pak dale
diferencuje bud v myeloidni nebo lymfoidni krevni linii. Z myeloidni fady bunék
vznikaji Cervené krvinky; megakaryocyty, ze kterych se diferencuji krevni desticky;
myeloblasty, z nichZ se dale diferencuji monocyty a granulocyty. Z monocytt vznikaji
makrofagy a granulocyty se dale déli se na neutrofily, eosinofily a bazofily. Lymfoidni
fada se diferencuje v T- a B- lymfocyty a v NK buriky. Jak lymfoidni, tak myeloidni
fada je schopna diferencovat v bunky dendritické (upraveno podle Rieger et
Schroeder, 2012; Passegué et al., 2003).

CML miva dvé az tfi faze. Prvni faze je chronicka, druha akcelerovana a ftreti
blasticka faze (blasticky zvrat). PoCatecni pfiznaky mivaji vétSinou pomaly nastup,
a proto jsou tézko odhalitelné (Vardiman, 2009). Pacientovi je CML vétSinou
diagnostikovana az pfi pravidelné |ékarské prohlidce, kdyz je u néj prokazano
zvy8ené mnozstvi leukocytd v krvi (Sawyers, 1999). Symptomy CML jsou napfiklad

unava, ztrata vahy, no¢ni poceni, snadna tvorba modfin nebo krvaceni. CML muze
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postihnout Clovéka jakékoliv vékové skupiny, avSak ve vétSi mife se projevuje
u starSich osob. Jako vnéjSi faktor vzniku této nemoci se prokazal vliv ionizujiciho
zareni (Clarkson et al., 1997).

Pro chronickou fazi je typicka leukocytosa (vice nez 10*10” leukocytl/ml), vyskyt
myeloblastl nebo promyelocytd (nezralé bilé krvinky) v kostni dfeni a néasledné
i v periferni krvi a splenomegalie (zvétSena slinivka bfisni; O'Dwyer, 2002; Spiers et
al., 1977; viz obr. &. 6). Pro akcelerovanou fazi je charakteristicky narust bilych
krvinek na urovni blastd v kostni dfeni a krvi, zvySené mnozstvi bazofild v krvi,
zvy8eni nebo sniZeni pocCtu trombocytd a sniZzeni nebo mirné zvySeni poctu
erytrocytll. Také byvaji pro tuto fazi typické rdzné chromosomalni abnormality
(Kantarjian et al., 1988). V blastové fazi sledujeme mnohonasobné zvySeny pocet
blastd (= 20 %) v kostni dfeni a krvi, pfi€¢emz blasty mohou byt lymfoidniho,
myeloidniho nebo smiSeného fenotypu (von Bubnoff et Duyster, 2010; Faderl et al.,
1999). Funkcni bunky (Cervené/bilé krvinky, krevni desticky apod.) v téle rychle
ubyvaji. Pouzivana chemoterapie prestava ucinkovat (zvySeny pocCet mutaci, vyssi
vyskyt rezistenci), proto je nejvhodnéjsi provést transplantaci kostni dfené (O'Dwyer,
2002). U nékterych pacientd se blasticky zvrat projevi jako extramedularni
(mimodrerfiovy), kdy stéry periferni krve a kostni dfené odpovidaji chronické fazi
nemoci, ale napfiklad slezina nebo lymfatické uzliny jsou infiltrovany velkym poc¢tem
klonalni evoluci (selekce mutovanych nadorovych bunék s vyhodou rastu)

a naruUstajicimi chromosomalnimi abnormalitami (Vardiman, 2009).

Obr. €. 6: Mikroskopicky pohled na stér kostni dfené u pacienta s blastickou fazi CML

(fialové znazornény blasty; upraveno podle Vardiman, 2009).
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2.1.4 Monitorovani pacienti s chronickou myeloidni leukémii

Uspésnost léby pacientd s CML se posuzuje na zakladé fady kritérii. VyuzZivaji se
testy hematologické, cytogenetické a molekularni (viz tab. €. 1). Vzorky se odebiraji
z periferni  krve nebo zkostni dfené. Molekularni testy jsou nejpresnéjsi
a zahrnujeme mezi né napriklad fluorescencni in-situ hybridizaci (FISH) nebo
reverzni transkripci spojenou s polymerasovou reakci (RT-PCR). Metoda FISH slouzi
k detekci fuzniho genu bcr-abl a metodou RT-PCR Ize detekovat BCR-ABL mRNA
transkripty (Kalidas et al., 2001).

Tab. &. 1: Monitorovani chronické faze CML v prubé&hu léEby imatinibem (Baccarani
et al., 20006).

Odpovéd na lécbu Monitorovani

V PK leukocyty < 10 * 10%/ml

V PK trombocyty < 450 * 10%/m

Kompletni hematologicka |V diferencialnim krevnim obraze Zadné prekurzory
odpovéd granulocytl

V PK <5 % basofilt

Slezina nehmatna

Kompletni: 0 % Ph+ bunék

Parcialni: 1-35 % Ph+ bunék

Cytogeneticka odpoved

X - 0 v
(z kostni dfend) Mala: 36-65 % Ph+ bunék

Minimalni: 66-95 % Ph+ bunék

Zadna: > 95 % Ph+ bunék

Kompletni. BCR-ABL transkripty nejsou detekovatelné

Molekularni odpovéd (detekce | Velka: vyjadiena jako pomér onkogenu bcr-abl a genu abl
pomoci RT-PCR) (nebo jiného kontrolniho genu), kdy tento pomér vychazi
<0,1

PK: periferni krev, Ph+: pfitomen Filadelfsky chromosom

2.1.5 Lécba chronické myeloidni leukémie
Diky pochopeni molekularnich a buné&nych mechanismu probihajicich v burikach pfi

CML je snadngjsi navrhovat léCiva, ktera budou cilené puasobit na jednotlivé
molekuly. LéCba je nejvice ucinna v chronické fazi CML. Pravdépodobnost uzdraveni
s pokroCilejSi fazi nemoci klesa (von Bubnoff et Duyster, 2010). CML je jednou
z mala nadorovych onemocnéni, u kterého je pfiCinou vzniku nemoci pouze jeden
onkogen - v tomto pfipadé pravé bcr-abl. Diky tomu je velmi vhodna molekularné
cilena terapie (Daley et al., 1990; Lugo et al., 1990).

Mezi ovéfena a pouzivana léCiva CML zahrnujeme dfive pouzivany oxid arsenity
(OA), dale busulfan nebo hydroxyureu (chemoterapie), interferon-a (IFN-a)
a v souCasné dobé jsou nejvyznamnéjSi TKls (O'Dwyer, 2002). Jednou z moznosti

|éCby je také alogenni transplantace kmenovych bunék kostni dfené, avSak pfi této
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metodé nebyva vysledek vzdy kladny. Tento krok pacient vétSinou podstupuje az
jako posledni Ié€ebnou variantu. Po transplantacich byva €asta smrt pacienta, nebo
transplantovany Stép kostni difené télo nepfijme a dochazi k infekcim (Gratwohl et al.,
1998; O'Dwyer, 2002).

2.1.5.1 Oxid arsenity
Z historického hlediska se pravé OA pouzival jako prvni IéCivo pfi terapii CML. Jiz

v roce 1800 bylo prokazano, ze OA ma protileukemické ucinky a roku 1930 byla tato
slou€enina poprvé pouzita pfi 1é€bé CML (Forkner et Scott, 1931). OA tvofi vazbu
s IkB, ¢imz zamezuje jeho degradaci a tim inhibuje transkripéni faktor NF-kB (Kapahi
et al., 2000). Arsenité slouceniny mohou pfispivat k tvorbé reaktivnich forem kysliku
(reactive oxygen species, ROS), které poskozuji mitochondrialni membranu, ¢imz
dochazi k uvolnéni cytochromu ¢ z mezimembranového prostoru mitochondrii do
cytosolu (Chen, Y.C, et al., 1998). Vysledkem je aktivace kaspas, které degraduji
strukturni, regulaéni proteiny a proteiny UCastnici se reparace DNA. Dulsledkem
téchto déju je apoptosa buriky. OA pusobi nejen na CML, ale i na ostatni leukémie
a pevné nadory (O'Dwyer, 2002). Napfiklad inhibuje tvorbu promyelocytic
leukemia/retinoic acid receptor a (PML/RARa) fuzniho proteinu u akutni
promyelocytarni leukémie (Shao et al., 1998; Chen, G. Q., et al., 1997).

2.1.5.2 Busulfan, hydroxyurea

Busulfan byl pro 1é€bu CML poprvé pouzit v roce 1953 (Galton, 1953). Pacienti po
terapii busulfanem vykazuji prodlouzeni zivota pfiblizné o 35-47 mésicu (Chronic
Myeloid Leukemia Trialists’ Collaborative Group, 1997). U busulfanu byly detekovany
zavazné nezadouci ucinky (utlum krvetvorby, srdeCni a jaterni potiZze, nevolnosti,
hore¢ky, neplodnost) a podezfeni, Ze napomaha progresi do pozdéjSich fazi nemoci
(Hehlmann et al.,, 1994). Proto je pouzivan az v pozdnich fazich CML, pfi zjisténé
rezistenci na hydroxyureu, jako jedna z poslednich variant mozné lécby (O'Dwyer,
2002).

O nékolik let pozdéji se zaCala misto busulfanu, k 1écbé& CML, pouzivat hydroxyurea.
Hydroxyurea je vhodna ke snizeni poctu leukocytl pfed zahajenim lécby pomoci
IFN-a nebo pro kombinovanou IéEbu ke zvySeni efektu terapie. Hydroxyurea vede ke
kompletni nebo ¢astecné hematologické odpovédi az u 80 % pacientu, ale pacientl
s kompletni cytogenetickou odpovédi nepfesahuje 5 % (Hehlmann et al., 1994).

Pacienti léceni hydroxyureou maji zivot prodlouzen pfiblizné o 48-67 mésicl
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(Hehlmann, 1988). Hydroxyurea byla prokazana jako silngéjsi léCivo u CML
a vykazuje mens$i mnozstvi nezadoucich Uc€inkd v porovnani s busulfanem (Bolin et
al., 1982). V souCasné dobé se chemoterapie hydroxyureou vyuziva v meéné
rozvinutych zemich, u lidi starSich 70 let, u osob netolerujicich IFN-a 1éCbu, u lidi
rezistentnich na TKI a jina lIéCiva nebo u pacientd, ktefi jsou v ekacim obdobi pred

transplantaci kostni dfené (von Bubnoff et Duyster, 2010).

2.1.5.3 Interferon-a

ZacCatky IFN-a terapie se datuji roku 1983, kdy Moshe Talpaz a spol. zjistili, ze IFN
leukocytl indukuje u CML cytoredukci (Talpaz et al., 1983). Roku 1986 The Food
and Drug Administration USA (FDA) schvalili IFN-a jako Iék (Asmana Ningrum,
2014). U IFN-a terapie je dosaZzeno kompletni hematologické odpovédi pfiblizné
u 80 % pacientd a kompletni cytogenetické odpovédi asi u 7-10 % pfipadd
(Kantarjian et al., 1995). Progrese nemoci je diky IFN-a zpomalena a zivot nékterych
pacientl prodlouzen az o deset let. Podava se pacientim ve formé podkozni injekce.
Negativni vlastnosti jsou Casté nezadouci ucinky (pfiznaky podobné chfipce;
hore¢ky, nechutenstvi, deprese, utlum krvetvorby, apod.; Deininger et al., 2003;
Hughes et al., 2006; Goldman, 2007)

IFN-a je protein z rodiny cytokint produkovany imunitnimi burikami dilezity v regulaci
imunitniho systému. Vaze se na receptor pro interferon, ktery je asociovan
s JAK-STAT drahou. Ta je po navazani ligandu aktivovana a spousti expresi IFN-a
indukovanych gent (Jonasch et Haluska, 2001). Dodnes neni zcela jasné, jak pfesné
IFN-a u bunék CML funguje. In vitro studie prokazaly, Ze IFN-a moduluje genovou
expresi, podporuje diferenciaci bunék a apoptosu, inhibuje rist bunék a proliferaci
a vyvolava imunitni odpovéd. ,Microarray analyzy“ ukazaly, ze IFN-a vyvolava
expresi vice nez 300 riznych genu (Der et al., 1998). Tyto geny kéduji proteiny
apoptosy (napf. FAS, kaspasu-4, kaspasu-8), imunomodulaéni proteiny (napf. MHC
| a ll), obranné proteiny (napf. IL-15 a IL-6) a transkripCni faktory (Chawla-Sarkar et
al.,, 2003). Presna funkce mnoha IFN-a indukovanych genovych produktd neni
znama. V progenitorovych bunkach CML IFN-a zvySuje expresi FAS receptoru
(-,receptor smrti“), €¢imz se zvysuje citlivost bunék na FAS ligand (Selleri et al., 1997).
Kromé aktivace apoptosy, IFN-a ovliviuje kliCové regulatory bunééného cyklu véetné
retinoblastomového proteinu (pRb; nadorovy supresor; dulezita role pfi buné&ném
cyklu), cdc25A (fosforylasa, odstranuje inhibiéni fosfat CDKs), cyklini a CDKs. Tato
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vlastnost IFN-a muze zablokovat nebo prodlouzit faze bunééného cyklu, coz mize
vést k diferenciaci bunék nebo k nastupu apoptosy (Kumar et Atlas, 1992;
Subramaniam et al, 1998). Dalsim ufinkem IFN-a je inhibice produkce
hematopoetickych stimulujicich cytokinl, které podporuji proliferaci progenitorovych
bunék v kostni dfeni (napf. IL-1f3; Peschel et al., 1996). Navic IFN-a muize zpUsobit
inhibici  proliferace progenitorovych bunék CML tim, Zze obnovi normalni
hematopoetické mechanismy. U zdravych progenitorovych bunék receptory
B1-integrinu zprostfedkovavaji adhezi bunék ke stromatu kostni difené a jejich
aktivaci je spustén antiproliferaCni signal. Tyto regulacni mechanismy jsou u bunék
CML nefunkéni, ale pravé IFN-a je mUze obnovit (Bhatia et Verfaillie, 1998).
Antiproliferaéni potencial IFN-a u progenitorll CML pravdépodobné vyzaduje aktivaci
MAPK p38 (Clen fosforylacni kaskady MAPK). Bylo prokazano, ze IFN-a fosforyluje
p38, ktery pak spousti expresi IFN-a indukovanych genl (Mayer et al., 2001; Zou et
Calame, 1999). Kromé inhibice proliferace je IFN-a schopen indukovat imunitni
bunky (B- a T- lymfocyty, dendritické bunky, NK bunky; Andrews et al., 1987; Weng
etal., 2012).

Pfi 1éCbé pacientd s CML se Casto IFN-a kombinuje s jinymi léky, jako jsou TKI,
vinblastin, cytarabin a dalSimi (Wang et al., 2002).

2.1.5.4 Inhibice BCR-ABL tyrosinkinasy
PocCatkem roku 1990 védci zacali patrat po slouceningé, ktera by mohla inhibovat

BCR-ABL tyrosinkinasovou aktivitu (Druker et Lydon, 2000). Syntetizovali sérii
malych fenylaminopyrimidinovych molekul s potencionalni inhibi¢ni aktivitou. Mezi
nejvyznamnéjSi molekuly tohoto typu se zarfadil imatinib methansulfonat (Glivec,
Novartis, Switzerland; viz obr. €. 7). FDA uznali imatinib jako lék proti CML v kvétnu
roku 2001 (O'Dwyer, 2002). Imatinib obsazuje misto pro vazbu ATP na neaktivnim
proteinu BCR-ABL, diky ¢emuz nemuze dojit ke konformacni zméné nutné
k BCR-ABL aktivaci (Schindler et al., 2000; Gambacorti-Passerini et al., 1997). TKls
jsou pro léecbu CML v souCasné dobé nejvice pouzivané. Terapie imatinibem
dosahuje velmi pozitivnich vysledkd. Kompletni hematologicka odpovéd byla
diagnostikovana asi u 96 % pacienti a kompletni cytogeneticka odpovéd pfiblizné
ub57 % pacientd. | pfes ziskané pozitivni vysledky v nékterych pfipadech Iécba
selhava (rezistentni pacienti; Hochhaus et al., 2008b).

Rezistenci mUzeme rozdélit na primarni, kdy v olekavany &as neni dosazena
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kompletni cytogeneticka ani hematologicka odpovéd, a ziskanou, kdy se rezistence
projevi az béhem uspésné I|éCby. Ziskana rezistence se dale déli podle jeji
zavislosti/nezavislosti na genu bcr-abl (Marin et al., 2008; Quintas-Cardama et al.,
2009). Prikladem vzniku rezistence bcr-abl zavislé mize byt zvySena exprese diky
amplifikaci genu bcr-abl nebo diky deregulaci jeho exprese. Nej¢astéjSi priCinou
vzniku rezistence bcr-abl zavislé jsou bodové mutace genu bcr-abl, kterych je celé
spektrum. Mohou zpUsobit zmény na vazebné doméné pro imatinib nebo se
disledkem konformacni zmény snizi afinita imatinibu k BCR-ABL proteinu.
aminokyseliny isoleucinu za threonin, ktery je dulezity pfi vazbé TKiIs (le Coutre et al.,
2000; Mahon et al., 2000; Gorre et al., 2001). P¥i 1é¢bé rezistentnich pacientu se voli
riizné postupy. Jednou z moznosti je zvySeni davek imatinibu (zakladni davka je
400 mg/den), nebo podavani imatinibu v kombinaci s jinymi slouceninami (s IFN-a,
hydroxyureou, daunorubicinem nebo cytarabinem; Castagnetti et al., 2009; Thiesing
et al., 2000). Jinou mozZnou variantou je podavani TKls druhé generace jako jsou
dasatinib (Bristol-Myers Squibb, Princeton, NJ) a nilotinib (Novartis; Hochhaus et al.,
2008a; viz obr. €. 7).

Nilotinib je slou€enina strukturné podobna s imatinibem a pusobi pfi nizSich
koncentracich nez imatinib (Weisberg et al., 2005). Denni davka nilotinibu je 300 mg.
Dasatinib je sloucenina, ktera neni strukturné podobna s imatinibem a pusobi také pfi
nizSich koncentracich nez imatinib (Shah et al., 2004). Denni davka dasatinibu je
100 mg. Ve srovnani s nilotinibem je dasatinib vice cytotoxicky (Tokarski et al.,
2006). Nilotinib i dasatinib nahrazuji imatinib v situacich, kdy jeho ucinky selhavaji
v dusledku vzniku rezistenci. Jedinou vyjimkou je mutace T315l, kdy dochazi ke
vzniku rezistence jak vac&i imatinibu, tak i vici nilotinibu a dasatinibu (Hochhaus,
2006).

V dneSni dobé existuji také inhibitory tfeti generace, kam patfi napfiklad Ik
ponatinib, ktery je ucinny vuci vétSiné mutaci zpUsobujicich rezistenci na imatinib
vCetné T315I (O'Hare et al., 2009).

Rezistence nezavisla na bcr-abl genu mlze byt napfiklad zplsobena zvySenym
transportem [éCiva ven z buriky pomoci lékovych transportérd (ABCB1, ABCG2,
apod.) nebo deregulaci apoptotické drahy (Marktel et al., 2003; Cortes et al., 2003).
Imatinib, nilotinib i dasatinib jsou substraty ABC transportért (Sharom, 2008; Dohse

et al., 2010). Studie Lina-Yu Lu a spol. naznacuje, Ze ponatinib neni substratem ABC

23



transportért (Lu et al., 2015).
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Obr. €. 7: Chemicka struktura imatinibu, dasatinibu a nilotinibu.

Cilem terapie CML je snizit mnozstvi nadorovych bunék v organismu a zpomalit
progresi nemoci do dalSich fazi. Diky pokrokim v mediciné je zachrafovano stale
vice pacientld. V terapii CML existuje pokrok, nicméné i nejmodernéjSi |éCiva
postupné selhavaji v dusledku vzniku rezistenci u nadorovych bunék. Proto je

dilezité stale vyvijet nova a ucinnéjsi l1éCiva.

2.2 Kurkumin a jeho analog difenyl difluoroketon

2.2.1 Prirodni latky s Ié¢ivymi u€inky

Nékteré pfirodni latky mohou slouzit jako léCiva, ktera Ize vyuzit v klinické praxi.
Pfikladem protinadorovych pfirodnich |€Civ jsou vinkristin (z rostliny barvinek; Vinca
rosea), etopsid (z rostliny mandragora; Podophyllum peltatum) nebo taxol (z tisu;
Taxus brevifolia; Mans et al., 2000; Pan et al., 2012). Nékteré pfirodni latky, jako
napfiklad kurkumin (viz obr. €. 8) nebo gossypol (z baviniku; Gossypium; Band et al.,
1989) maji sice celou fadu pozitivnich vlastnosti, ale nemohou slouzit pfimo jako
léCiva kvuli negativnim vedlejSim Gcinkim, rychlému metabolismu v téle nebo
napfiklad nizké rozpustnosti. Tyto latky jsou pro védce molekularnim vzorem pro

syntézu novych uginnégjsich léku.
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Obr. €. 8: Chemicka struktura kurkuminu - (1E,6E) 1,7-bis(4-hydroxy-3-methoxyfenyl)
hepta-1,6-dien-3,5-dion

2.2.2 Vlastnosti a vyuziti kurkuminu

Kurkumin / diferuloyl methan / (1E,6E) 1,7-bis(4-hydroxy-3-methoxyfenyl)hepta-1,6-
dien-3,5-dion je pfirodni polyfenolicka Zluta latka. Ziskava se mletim suSenych
oddénku rostliny kurkumy dlouhé (Curcuma longa) patfici do rodiny zazvorovitych
(Zingiberaceae), ktera se péstuje v tropickych a subtropickych oblastech (Jagetia et
Aggarwal, 2007). Zoddénk( kurkumy dlouhé se neziska pouze kurkumin
(77 %), ale také latky strukturné podobné jako demethoxykurkumin (17 %),
bisdemethoxykurkumin (3 %) a cyklokurkumin (< 1 %). Souhrné se tyto latky nazyvaji
kurkuminoidy (Lao et al., 2006, Kiuchi et al., 1993).

Kurkumin je jedno z nejrozSifenéjSich kofeni na svété, které proslulo svou barvou
a chuti v kofeni kari. Také se pouziva jako barvivo, aroma nebo jako konzervacni
latka v hofcCici, masle nebo tfeba majonéze (Epstein et al.,, 2010). Kromé Castého
vyuziti v potravinarském primyslu, ma kurkumin, diky svym zdravi prospéSnym
uinkim a nizké toxicité, velmi hojné vyuziti v Iékafstvi. Po mnoho staleti byl
kurkumin pouzivan indické a cCinské mediciné. Od roku 1815, kdy byl kurkumin
poprvé z oddénku izolovan (Vogel et Pelletier, 1815), az do roku 1970 bylo vydano
jen nékolik ¢lankl tykajicich se jeho chemické struktury, syntézy a vlastnosti. Prvni
publikace o vyuziti kurkuminu jako léCiva vySla roku 1937 (Albert, 1937). Zajem o tuto
latku se zacCal zvySovat poté, co Bharat Aggarwal a spol. roku 1995 objevili jeji
protinadoroveé ucinky in vitro (Singh et. Aggarwal, 1995). Postupné byly prokazany (in
vitro popf. in vivo na mysSich) jeho proapoptotické, antiproliferacni (Kuttan et al.,
1985), protizanétlivé (Srimal et al., 1973), antioxida¢ni (Sharma, 1976; Kunchandy et
Rao, 1990), antiparazitické, antibakterialni, antivirové a antimykotické ucinky
(Schraufstatter et Bernt, 1949). Od tohoto Sirokého spektra u€inki se potom
odvozuje uplatnéni kurkuminu pfi 1é€bé mnoha onemocnénich jako jsou zanéty,
koZni onemocnéni, alergie, astma, jaterni nemoci, revmatismus, artritida, parazitické

nemoci, prajmy, zacpy, horecky a dalsi (kurkumin musi byt upraveny, aby byl v téle
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biologicky dostupny; Aggarwal et al., 2007; Ammon et Wahl, 1991).

2.2.2.1 Chemické vlastnosti kurkuminu

Kurkumin lze rozpustit v polarnich rozpoustédlech jako jsou ethanol, methanol,
acetonitril, chloroform nebo dimethylsulfoxid (Maheshwari et al., 2006). Z blizSiho
pohledu je kurkumin symetricka molekula s chemickym vzorcem C31H2006
a s molekulovou hmotnosti 368,38 g/mol. Strukturni vzorec se sklada ze dvou
aromatickych kruhl (O-methoxy fenoly) propojenych sedmi uhliky nesoucich
a, B-nenasycené B-diketony (Gupta et al., 2011; Priyadarsini, 2009; viz obr. €. 8).
B-diketonova skupina hraje dulezitou roli v antioxidacnich vlastnostech kurkuminu
a vykazuje keto- nebo enol- tautomerii podle pH prostfedi, kde se kurkumin nachazi
(Anand et al., 2008).

Kurkumin je stabilni v kyselém pH a podléha degradaci v neutralnim a bazickém pH
(Priyadarsini, 2009; Price et Buescher, 1997). Degradace kurkuminu probiha
pravdépodobné hydrolyticky pFfes [(-diketo skupiny. Kurkumin také podléha
rychlejSimu rozkladu pfi vystaveni sluneCnimu zafeni (Khurana et Ho, 1988;
Priyadarsini, 2009). Produkty degradace kurkuminu jsou ferulova kyselina, feruloyl
methan, feruloyl aldehyd a vanilin. Degradace muze byt vyznamné potlacena
pfitomnosti lipidQ, liposoma, albumind, cyklodextrinli, polymer a antioxidantl jako
jsou N-acetylcystein (NAC), kyselina askorbova nebo glutathion [(GSH; vazi se pres
B-diketo skupiny, ¢imz tato mista obsazuji a degradace je znemoznéna (Priyadarsini,
2009)].

Kurkumin snadno podléha oxidaci (je donorem vodik(), reversibilni a ireversibilni
nukleofilni adici (Michaelova adice), hydrolytické degradaci a enzymatickym reakcim.
VSechny tyto reakce vedou krlznym molekularnim zménam a zaroven Kk jinym

biologickym funkcim této latky.

Michaelova adice

Nenasycena B-diketo skupina kurkuminu se podili na nukleofilnich adi¢nich reakcich
(Michaelova adice). B-diketo skupina pfedstavuje elektrofilni iont a slouzi jako
akceptor elektrond. Anionty -OH’, -SH™ a -SeH" pfedstavuji nukleofilni ionty a slouzi
jako donory elektront. Aby reakce probihala spravné, tak je velmi dllezité pH
prostfedi. Michaelova adice byla velmi dulezitd pro pochopeni metabolismu
kurkuminu v zivych burikach (Awasthi et al., 2000; Lersel et al., 1996).

Zajimave jsou reakce kurkuminu s biologickymi thioly jako je GSH (maji -SH skupinu;
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Awasthi et al., 2000; Lersel et al., 1996). Vznik aduktu kurkumin-GSH vede postupné
k vyCerpani GSH v bunce a tim ke ztraté ochrany bunky pfed oxidativhim stresem.
| kdyz nékolik zprav naznacuje, ze by se mélo jednat o reversibilni reakce, tak
v zZivych systémech to zatim nebylo potvrzeno. Nékolik studii prokazalo, ze vyCerpani
thiold v buikach pfed podanim specifického Iéku, ma silngjSi protinadorovy efekt,
nez pouziti specifického Iéku samotného (Garcia-Ruiz et al., 2000). Podobna situace
nastava pfi adici thioredoxin reduktasy s kurkuminem. Thioredoxin reduktasa je
dllezita pfi udrzovani bunécéné redox-homeostazy. V aktivnim centru tohoto enzymu
se nachazi selenocystein. Skupina -SeH" je silny nukleofil a tvofi ochotné adukt

s kurkuminem. Interakce zpUsobi inhibici tohoto enyzmu (Gupta et al., 2011).

2.2.3 Pusobeni kurkuminu na molekularni arovni

Bylo prokazano, ze deregulace signalnich drah, které fidi zanétlivou reakci
v burikach, pfispiva ke vzniku nadorového onemocnéni (Sethi et al., 2012). Typicka
je zvysSena hladina zanétlivych cytokinl [interleukiny, TNF-a], zanétlivych enzymi
[COX-2, inducibilni syntasa oxidu dusnatého (iNOS)], matrixovych metaloproteinas
(MMPs), transkripénich faktord [NF-kB (Sethi et Tergaonkar, 2009)], STATs (Siveen
et al., 2014), Akt a ROS (Manning et Cantley, 2007; Aggarwal et al., 2006; Balkwill et
Mantovani, 2001).

Prulomové bylo zjisténi, ze kurkumin pusobi protinadorové in vitro a ovliviiuje celou
fadu biologickych drah zapojenych pravé do zanétlivych procesu, dale do onkogenni
exprese, metastazovani, angiogeneze, apoptosy, regulace bunécného cyklu,
bunécéné proliferace a rlstu (Bengmark, 2006).

V roce 2000 Douglas Hanahan a Robert A. Weinberg navrhli teorii, Ze nadorové
bunky sdileji nékolik spoleénych znakl dalezitych pro transformaci zdravé buriky na
burfiku nadorovou. Kurkumin pUsobi na vSech téchto Sest zakladnich znak
nadorovych bunék a tim dokaze zastavit vyvoj nadoru in vitro (Hanahan et Weinberg,
2000; viz obr. €. 9).
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Obr. €. 9: Pusobeni kurkuminu na Sest zakladnich znakl nadorovych bunék in vitro.

Kurkumin snizuje proliferaci inhibici drah NF-kB, PI3K, MAPK atd. ZvySuje expresi
nadorovych supresorovych genu (p53; pRb), proapoptotickych proteind (Bax, Bim,
Puma) a zaroven sniZuje expresi antiapoptotickych proteint (Bcl-2, Bcl-Xl). Inhibuje
angiogenezi snizenou expresi VEGF/VEGFR a angiopoetinu. Omezuje replikacni
nesmrtelnost bunék snizenim aktivity telomerasy (hTERT) a redukuje tvorbu
metastaz inhibici adheznich molekul (MMP, SLUG, SNAIL, apod.; upraveno podle
Bose et al., 2015).

Kurkumin brani nadmérné proliferaci bunék

Transkripéni faktor NF-kB zvySuje expresi genu podporujicich bunéénou proliferaci,
metastazovani, angiogenezi, chemorezistenci, radiorezistenci, zanét a potlacuje
expresi proapoptotickych genu (Sen et al., 2011; Sethi et Tergaonkar, 2009;
Shishodia et al., 2007). Produkty téchto gent jsou MAPKs, PI3K/Akt, c-myc, iNOS,
cyklin D, CDKs, VEGF, Bcl-2, Bcl-XI, X-vazané inhibitory apoptosy (XIAPs; inhibitory
kaspas), COX-2 a dalsi (Aggarwal et al., 2006; Cildir et al., 2013; Lin, 2004).
Konstitutivni aktivace NF-kB pfispiva ktvorbé€ nadoru. Kurkumin inhibuje
proteasomalni degradaci IkB (Tuorkey, 2014) a brani vstupu NF-kB do jadra (Kuttan
et al., 2007).

DalSim cilem kurkuminu je Wingless (Wnt)/B-katenin draha (Kuttan et al., 2007; Lin,

2007; viz obr. €. 10). Wnt/B-katenin draha je dulezita pro proliferaci, diferenciaci,
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adhezi, migraci kmenovych bunék a ma kliCovou roli v embryogenezi. Aktivace drahy
zacCina navazanim glykoproteinu Wnt na receptor Frizzled, ¢imz dojde k fosforylaci
koreceptoru LRP, ktery nasledné fosforyluje degradacni tetramer (3-kateninu. Ten se
sklada z proteinu Axinu, nadorového supresoru adenomatous polyposis coli (APC),
casein kinase 1a (CK1a) a glycogen synthase kinase-3p (GSK-3[). B-katenin je
efektorova molekula a v nepfitomnosti ligandu Wnt je fosforylovan tetramernim
komplexem a nasledné je degradovan v proteasomu. Po aktivaci drahy a rozpadu
komplexu je B-katenin translokovan do jadra, kde spousti genovou expresi cilovych
genl (Wodarz et Nusse, 1998). Deregulace Wnt drahy je znakem nékolika typ(
leukémii v€etné CML (Kikuchi, 2003). Kurkumin aktivuje GSK-3B, snizuje expresi
samotného B-kateninu a zaroven i jeho cilové molekuly - cyklinu D (Tuorkey, 2014).
Cyklin D je protoonkogen, jehoz expresi fidi NF-kB nebo Wnt/B-katenin draha.
Spolecné s CDK4 ma kliCovou roli v progresi bunécného cyklu a v proliferaci.
U mnoha typu nador( byva zvySena jeho exprese (Bharti et al., 2002; Choudhuri et
al., 2005). Inhibice exprese cyklinu D a CDK4 vede k zastaveni buné&cného cyklu
v G1/S fazi (Tuorkey, 2014). Jedna z moznosti, jak muze kurkumin inhibovat CDKs,
je zvySenim exprese inhibi¢nich proteint (p16, p21, p27; Srivastava et al., 2007).
U RAS hyperaktivovanych bunék kurkumin inhibuje Akt a jeho podfizené molekuly
(napf. mTOR), ¢imz podporuje zastaveni bunék v G2/M fazi buné€ného cyklu (Ono
et al., 2013).
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Obr. €. 10: Schéma signalni drahy Wnt. a) B-katenin je v nepfitomnosti ligandu Wnt
fosforylovan tetramernim komplexem a je degradovan v proteasomu. b) Po navazani
glykoproteinu Wnt na receptor Frizzled dojde k fosforylaci koreceptoru LRP, ktery
nasledné fosforyluje degradacCni tetramer [(-kateninu. Poté je aktivni B-katenin
translokovan do jadra, kde spousti expresi pfislusnych gend (upraveno podle Zhang

et Hao, 2015; schéma zjednodu$eno).

Kurkumin podporuje expresi nadorovych supresoru

Nadorové buriky potlaéuji aktivitu nadorovych supresoru, které brani zdravé bufice,
aby se transformovala v buriku nadorovou. Protein p53 je dulezity nadorovy
supresor, ktery rozhoduje na zakladé bunéénych signald, zda ma burika proliferovat,
navodit senescenci nebo apoptosu. Inaktivace p53 a aktivace NF-kB byvaiji
zakladnimi znaky mnoha typl nadoru a hraji zasadni roli v jeho progresi (Dey et al.,
2008). Nékolik pokusu in vitro ukazalo, ze kurkumin zvySuje expresi proteinu p53,
indukuje jeho jadernou translokaci, zvySuje DNA vazebnou aktivitu p53 (Choudhuri et
al., 2002) a naslednou expresi p21 a proapoptotického proteinu Bax (Liontas et
Yeger, 2004; Kunnumakkara et al, 2008). Kurkumin také inhibuje fosforylaci
a naslednou degradaci pRb (Tsvetkov et al., 2005).

Kurkumin indukuje apoptosu u nadorovych bunék

Apoptosa je programovana bunécna smrt dulezita pfi emryogenezi a pfi udrzovani
homeostdze. Deregulace apoptosy pfispiva k neurodegenerativnim  nebo
autimunitnim onemocnénim (hyperaktivovana apoptosa). Pokud je apoptoticka draha
nefunkéni, dochazi ktvorbé nadord. Charakteristickym morfologickym rysem
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apoptosy je kondenzace chromatinu a cytoplasmy, tvorba membranovych vacka,
intaktni mitochondrie a lysosomy. Apoptosa neni spojena se zanétem, postihuje
jednotlivé buniky a pro cely proces je potfeba energie ve formé ATP. Apoptoticka
teéliska jsou pozdéji fagocytovana okolnimi burikami (Kerr et al., 1972). Dllezitym
biochemickym znakem apoptosy je aktivace kaspasovych proteas, které nasledné
aktivuji specifické endonukleasy a $tépi razné strukturni, regulacni a DNA reparacni
proteiny (Yuan et Horvitz, 1992; Enari et al., 1998).

Rozeznavame tfi biochemické drahy vedouci k aktivaci kaspas: vnitini
(mitochondrialni), vnéjSi (pfes ,receptory smrti“ a jejich ligandy) nebo prostfednictvim
cytotoxickych T-lymfocytd (CTL). Pokud burika podlehne ur€ité davce stresu, tak se
spousti vnitfni draha. Pomoci proapoptotickych proteind  z Bcl-2 rodiny
(Bax, Bid, Bak, atd.) dojde krozvolnéni vn&jSi mitochondrialni membrany.
Z mezimembranového prostoru se uvolni aktivatory bunéfné smrti, z nichz je
(apoptosom) s Apoptotic protease activating factor 1 (Apaf 1), prokaspasou-9 a ATP.
Prokaspasa-9 se aktivuje a proteolyticky $tépi dalSi podfizené kaspasy, které se
timto také postupné aktivuji. VnéjSi draha je zavisla na ,receptorech smrti“ (FAS,
TNF). Bunky imunitniho systému receptory rozpoznaji a uvoliuji ligandy, které se na
receptory vazi. Pfes adaptorové molekuly aktivuji kaspasu-8, ktera dale Stépi
podfizené kaspasy (Ashkenazi et Dixit, 1998). Treti biochemicka draha vedouci
k apoptose bunky spocCiva v exocytéze proteinové granule z CTL, ktera obsahuje
perforin a granzym B (proteasa Stépici cilové proteiny za zbytkem kyseliny
asparagove; Caputo et al., 1994). Granzym B se do buriky dostava pres specificky
receptor endocytosou. Perforin vytvafi v cilové burice pér, ktery zplsobi lokalné
osmoticky Sok a nasledné uvolnéni granzymu B z endosomu (Darmon et al., 1995),
ktery zaCne Stépit cilové molekuly (napf. kaspasu-3, protein Bid), coz vede
k apoptose bunky.

Signalni drahy vedouci k buné€né smrti jsou u nadorovych bunék deregulované.
Muze u nich dojit k inaktivaci p53 nebo alternativnimu zvySeni exprese
antiapoptotickych gena (Bcl-2, Bcl-XI) a molekul dualezitych pro preziti bunék
(IGF1/2). Zarovei mohou snizit expresi proapoptotickych gent (Bax, Bim, Puma)
nebo vyradit z funkce apoptotickou drahu zavislou na ligandech pro ,receptory smrti*
(Chakraborty et al., 2010).

Kurkumin  zvySuje expresi proapoptotickych molekul a snizuje expresi
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antiapoptotickych molekul in vitro (Mukhopadhyay et al., 2001). Zarovefn podporuje
Stépeni prokaspas a inhibuje XIAPs (Reuter et al., 2008; Bush et al., 2001). Kurkumin
také aktivuje lysosomalni proteasy, fosfatasy a lipasy, které spousti autofagii

(Karunagaran et al., 2005).

Kurkumin inhibuje angiogenezi

Angiogeneze je tvorba novych krevnich kapilar. Je velmi dllezita pro rozvod Zzivin
a kysliku do vSech organl a tkani a pro odvod oxidu uhli¢itého. Nové vznikajici
nadory nemaji toto krevni propojeni. Po dosazeni urcité velikosti nadoru, zaCinaji
nadorové buriky sekretovat rastové faktory, které interaguji s receptory endotelialnich
bunék okolnich krevnich kapilar, coz pak vede Kk iniciaci angiogeneze (Semenza,
2013).

Tvorbu novych kapilar udrzuje v rovnovaze transkripCni faktor hypoxia inducible
factor-1a (HIF-1a). Pfi dostatku kysliku (normoxie) je v bunkach HIF-1a oxidovan,
nasledné ubikvitinylovan a degradovan ve 26S proteasomu (Semenza, 2013). Pfi
nedostatku kysliku (hypoxie) dochazi v burice ke stabilizaci HIF-1a, ktery se vaze na
DNA a spousti expresi cilovych gentu (VEGF, FGF, MMPs, angiopoietin, apod.;
Schofield et Ratcliffe, 2004). Angiogeni molekuly spolu s jejich receptory jsou
kurkuminem inhibovany, ¢&imz je pFferuSsena cela angiogenni signalni draha
(Bhandarkar et Arbiser, 2007).

Kurkumin inhibuje trvalou telomerasovou aktivitu, ¢imz brani replikacni nesmrtelnosti
bunék

Enzym telomerasa slouzi ktomu, aby se DNA nezkracovala pfi jednotlivych
replikacich (k udrzovani délky telomer). V nadorovych bunkach je telomerasa trvale
aktivni, a proto buriky mohou neustale proliferovat. Kurkumin inhibuje telomerasu
a snizuje jeji expresi (MRNA). Bunka po zkraceni telomer aktivuje p53, ktery navodi

senescenci nebo apoptosu (Lee et Chung 2010).

Kurkumin brani invazi a metastazovani nadorovych bunék

Invaze a metastazovani jsou dulezité pro rozSifovani nadorovych bunék do cilovych
Casti organismu. Kurkumin snizuje expresi adheznich molekul, které jsou nezbytné
pro udrzeni metastaz [napfiklad intracelularni adhezni molekuly-1 (ICAM -1),
endotelialni adhezni molekuly leukocyt(-1 (ELAM-1) apod.; Shehzad et Lee, 2013;

Kumar et al., 1998]. Dale kurkumin inhibuje MMPs, coz jsou endopeptidasy zavislé
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na zinku, schopné degradovat slozky extracelularni matrix, ¢imz usnadfuji bunkam
metastazovat (Shanmugam et al., 2015). Kurkumin také brani ¢innosti transkripcnich
faktorll jako jsou SLUG, SNAIL, FAK, TWIST a dalSich, které hraji kliCovou ulohu pfi
metastazovani (Bose et al., 2015).

2.2.4 Metabolismus kurkuminu

| kdyz to vypada, Ze je kurkumin dokonaly a diky této latce mame ve vsech
nemocech vyhrano, tak opak je pravdou. Kurkumin nemulze byt klinicky vyuZit,
protoze ma velmi Spatnou vstrebatelnost pres stfevni epitel, je nerozpustny ve vodé
a ma velmi rychly metabolismus probihajici ve stfevé a v jatrech (Anand et al., 2007).
Pozitivni u€inky kurkuminu byly vétSinou prokazany in vitro nebo in vivo na mysich.
Pozitivni bylo zjisténi, Ze kurkumin i pfes své Spatné vlastnosti pusobi v téle nepfimo.
Zesiluje aktivaci stfevni alkalické fosfatasy, ktera je silnym antioxidantem
a protizanétlivou slozkou produkovanou ve stfevnim epitelu (Ghosh et al., 2014;
Lallés, 2014). Pfi metabolizaci kurkuminu v téle dochazi k O-konjugacim a redukcim.
Slouceniny vzniklé metabolizaci kurkuminu si zachovaly své prospésné vlastnosti,
ale v dusledku jejich naslednych reakci vtéle (daldi redukce, konjugace,
glukuronidizace) jsou z téla rychle vylouc¢eny. Produkty O-konjugace kurkuminu jsou
kurkumin sulfat a kurkumin glukuronid. Produkty redukce jsou dihydrokurkumin,
tetrahydrokurkumin, hexahydrokurkumin a oktahydrokurkumin (Anand et al., 2008).
DalSimi minoritnimi  produkty, které vznikaji pfi metabolizaci kurkuminu, jsou
dihydrokurkumin glukuronid, tetrahydrokurkumin glukuronid, ferulova Kkyselina
a dihydroferulova kyselina. Je znamo, ze tyto produkty vznikaji enzymatickou cestou,
ale stale se nevi, pfesné které enzymy stoji za jejich vznikem. Diskutovalo se takeé
nad procesem hydrolytické degradace probihajici pfes B-diketony. Ale protoze se
kurkumin vyskytuje v téle v komplexu s proteiny nebo i jinymi biomolekulami, které se
vazi pres p-diketo skupiny, tak jsou tato mista obsazend a degradace je
znemoznéna. Navic je hydrolyticka degradace mnohem pomalejsi nez enzymaticka
reakce. Kurkumin by byl touto cestou metabolizovan velmi pomalu, coz by se

vylu€ovalo s doloZzenym tvrzenim o jeho rychlé metabolizaci (Gupta et al., 2011).

2.2.4.1 Metody pro zlepSeni metabolismu kurkuminu v téle

Pro zlepSeni biologické dostupnosti kurkuminu se ukazalo jako slibné vyuziti piperinu
jako adjuvans (alkaloid izolovany z Cerného nebo dlouhého pepfe; Sehgal et al.,
2011), dale vyuziti nanotechnologii (Bisht et al., 2007) a také syntéza strukturnich
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analogu (He et al., 2015).

V pfipadé nanotechnologii védci zkouSi vyuzit pomocné systémy jako jsou liposomy,
nanocastice, micely, nanogely, nanoemulze a dalSi (Bonifacio et al., 2014; Kunwar et
al., 2006). Kurkumin je s témito casticemi drzen dohromady pomoci hydrofobnich
interakci. | kdyZz se nanotechnologie zdaji byt idealnim systémem pro dodani lIéku do
téla, tak jsou zde také komplikace. Musi byt vyfeSeno a ovéfeno, jak specificky cilit
lék k nadorovym burikam, jaka je nosnost nanocastice pro danou davku léCiva, jaky
bude osud nanocastice v in vivo systému (interakce s biologickycm mikroprostfedim,
akumulace v organech), jestli nejsou nosicové molekuly a jejich metabolity toxicke,
jaka je stabilita nosicovych molekul béhem dlouhodobého skladovani a jaké budou
celkové vyrobni naklady (Anand et al., 2007; Kunnumakkara et al., 2008).

2.2.5 Strukturni analog kurkuminu
2.2.5.1 Vlastnosti a vyuZziti latky EF24

Nejvice slibnou metodou se zda byt syntéza strukturnich analogt kurkuminu. Védci

vychazi pfi syntéze téchto molekul ze strukturniho vzorce kurkuminu a snazi se ho
pozménit tak, aby se eliminovaly jeho negativni vlastnosti a zvySily jeho vlastnosti
pozitivni. Syntetizovali analog kurkuminu: 3,5-bis(2-fluorobenzyliden)piperidin-4-on /
difenyl-difluoroketon / EF24 (Adams et al., 2004; viz obr. €. 11). Bylo prokazano, ze
tato krystalicka Zluta latka ma ve srovnani s kurkuminem vysSSi biologickou
dostupnost, 10x az 20x silnéjSi cytotoxicitu a je vice rozpustna ve vodé (Adams et al.,
2004; Subramaniam et al., 2008). O metabolismu latky EF24 zatim neni pfili§ znamo,
ale podobné jako kurkumin podléha Michaelové adici. U latky EF24 hraje hlavni roli
pfi adici karbonylova nenasycena skupina (viz obr. & 12). Aiming Sun a spol.
provedli konjugaci latky EF24 s GSH a cysteinem (obsahujici dipeptidy). Doslo ke
vzniku bezbarvych ve vodé rozpustnych aduktu, které byly charakterizovany pomoci
kapalinové  chromatografie = spojené s hmotnostni  spektrometrii  (liquid
chromatography/mass spectrometry, LC/MS). Jejich vysledky ukazuji, ze tyto vzniklé
adukty maji stejnou cytotoxicitu jako samotny EF24 a predstavuji slibnou Ffadu

stabilnich, ve vodé rozpustnych protinadorovych I&Civ (Sun et al., 2009).
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Obr. €. 11: Chemicka struktura latky EF24 [3,5-bis(2-fluorobenzyliden)piperidin-4-on].
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Obr. €. 12: Michaelova adice GSH na EF24 za tvorby mono- a bis-aduktu.

Stejné jako kurkumin, tak i latka EF24 pusobi na Sest zakladnich znak( nadorovych
bunék, které byly definovany D. Hanahanem a R. A. Weinbergem (Hanahan et
Weinberg, 2000).

Latka EF24 inhibuje signalni drahy dulezité pro prezivani a proliferaci bunék

Bylo prokazano, Ze latka EF24 ma silngjsi antiproliferaéni uc€inky nez kurkumin (Liu et
al., 2012; Liang et al., 2011; Subramaniam et al., 2008).

PI3K/Akt draha hraje dllezitou roli v pfezivani bunék (Cantley, 2002). Aktivovana Akt
spousti expresi mnoha protein( U€astnicich se regulace bunééného cyklu, stimulace
ristu bunék a inhibice apoptosy (Chang et al., 2003). EF24 inhibuje fosforylaci
a naslednou aktivaci Akt, ¢imz potlacuje celou PI3K drahu. EF24 také brani
fosforylaci MAPK, ¢imz tuto drahu inhibuje (Liu et al., 2012; Subramaniam et al.,
2008).

EF24 inhibuje IKK v signalni draze NF-kB. Diky tomu nedojde k degradaci IkB
a nasledné aktivaci transkripéniho faktoru NF-kB a jeho translokaci z cytoplasmy do
jadra. NF-kB genové produkty nejsou exprimovany (Bcl-2, COX-2, cyklin B1;
Shanmugam et al., 2015; Liang et al., 2011).
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EF24 indukuje apoptosu a zastaveni bunééného cyklu

Latka EF24 indukuje apoptosu pfi mnohem nizSich davkach nez kurkumin. Vysledky
Dharmalingama Subramaniama a spol. ukazuji, Ze EF24 aktivuje kaspasu-3 (klicova
molekula apoptotické drahy) u nadorovych bunék tlustého stifeva. Western blot
analyza prokazala snizeni exprese antiapoptotickych proteint (Bcl-2, Bcl-XI), zatimco
hladiny proapoptotického proteinu Bax byly beze zmény (Subramaniam et al., 2008).
Haitao Liu a spol. a Yingjian Liang a spol. prokazali, Ze EF24 zastavuje u nadorovych
bunék karcinomu vajecnikl a jater bunécny cyklus v G2/M fazi a zaroven spousti
apoptotickou drahu zvySenou expresi PTEN (Liu et al., 2012; Liang et al., 2011).
Western blot analyza ukazala snizeni exprese cyklinu B1, CDK2, Bcl-2, Bcl-XI
a zvySeni hladiny proteint p53, p21 a také Bax. Komplex cyklinu B1 a CDK2 je
kliCovym regulatorem kontrolniho bodu G2/M faze buné&ného cyklu. Nadorovy
supresorovy protein p53 je v neaktivnim stavu inhibovan proteinem mouse double
minute 2 homolog (MDM2; ubikvitin ligasa). Po pusobeni EF24 je hladina MDM2
snizena, p53 je aktivovan a v jadfe spousti expresi p21. Protein p21 se vaze na
komplex cyklinu B1 a CDK2, &imZ ho inaktivuje a bunka je zastavena v G2/M fazi
bunécného cyklu. Nasledné je navozena senescence nebo apoptosa (Agarwal et al.,
1995).

EF24 inhibuje rist nadoru

D. Subramaniam a spol. a Y. Liang a spol. zjistili, ze EF24 potlauje rust nadoru.

Pozorovali to na xenoimplantatech lidskych nadorovych bunék u nahych mysi.
U mysi IéCenych EF24 prestal nador po urcitém Case rust v porovnani s kontrolnimi

neovlivnénymi mySmi (Subramaniam et al., 2008, Liang et al., 2011; viz obr. €. 13).

Kontrola EF24
Obr. €. 13: Nador tlustého stfeva. Vlevo kontrolni neovlivnéné buriky, vpravo po

pusobeni EF24 (upraveno podle Subramaniam et al., 2008).

36



EF24 inhibuje expresi onkogent a angiogenezi

COX-2 je enzym, ktery pfi zanétlivych signalech pfijatych burikou zesiluje produkci
prostaglandidu, ktery zvySuje teplotu, bolestivé vjemy, prokrveni, apod. Zesilena
exprese COX-2 béhem tumorogeneze zplsobuje odolnost buriky vici apoptotickym
stimulm (Tsuijii et DuBois, 1995). EF24 inhibuje tvorbu enzymu COX-2.

Nadory o velikosti nad cca 1-2 mm?® potfebuji krevni zasobeni. VEGF a IL-8 jsou
silnymi induktory rastu kapilarni sité do nadoru. Prostaglandidy a dalSi tumorogenni
mediatory zesiluji expresi proteind VEGF a IL-8 v epitelialnich bufkach. Po plasobeni
EF24 jsou hladiny protein VEGF a IL-8 v burikach vyznamné snizeny (Liu et al.,
2012; Subramaniam et al., 2008).

2.3 Mnohocetna lIékova rezistence

Lékova rezistence je jedna =z hlavnich pfi€in selhani IéCby u nadorového
onemocnéni. Muldzeme ji rozdélit na dva hlavni typy, a to bud na primarni
(pfirozenou), nebo sekundarni (ziskanou) rezistenci. Primarni rezistence bunék se
projevuje jiz pfi prvnim podani IéCiva. Sekundarni rezistence se zalina projevovat az
v pribéhu uspésné I|éCby. Dale existuje zkfizena rezistence, pfi niz bunky
neodpovidaji na I1éCbu latek, které si jsou strukturou i mechanismem ucinku podobné
(Skovsgaard, 1978). Vyskytuji se i pfipady, kdy buriky pfestavaji odpovidat na 1é¢bu
latek, které si nejsou v nicem podobné. V takovém pfipadé hovofime o mnohocetné
lékové rezistenci (multidrug resistance, MDR). Pfi€iny vzniku MDR jsou rlazné:
a) zvySena aktivita genld ovliviujicich detoxikaci 1éCiv (glutathion-S-transferasa,
cytochromy P450, apod.);

b) zmény v regulaci bunééné smrti (aktivace proliferaCnich drah, zvySena exprese
antiapoptotickych proteinu, snizena exprese proapoptotickych protein();

c) alterace bunécného cyklu a zvySené opravy DNA (napf. zvySena aktivita
topoisomerasy ll);

d) zmény v transportu latek ven z bunék [zvySena exprese ATP binding cassette
transporters (ABC transportéra)];

e) dalSi neobvyklé mechanismy (napf. sekvestrace 1éCiva lysozomy; neni o nich pfilis
Znamo).

Zmény v transportu latek ven zbunék diky ABC transportérim jsou nejlépe

prozkoumanym mechanismem vzniku MDR (Gottesman et al., 2002).
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2.3.1 ABC transportéry
2.3.1.1 Obecné vlastnosti ABC transportért

ABC transportéry jsou transmembranové proteiny patfici do jedné z nejvétSich rodin
membranovych proteint (Dassa et Bouige, 2001; Locher, 2009). Bylo prokazano, ze
lidsky genom koéduje 48 ABC transportért (Dean et al., 2001; Sheps et al., 2004).
Tyto proteiny byly sefazeny podle fylogenetickych analyz do sedmi podrodin A - G
(Dean et al., 2001). V ramci eukaryot je jejich funkci aktivni transport pfislusnych
substratll ven pres cytoplasmatickou membranu nebo obéma sméry pfes membranu
organel (Dean et Annilo, 2005). Protoze transportér vyuziva energii ve formé ATP,
tak pfenos muze probihat i proti koncentraénimu spadu (Locher, 2009). U&astni se
pfenosu Sirokého spektra nizkomolekularnich hydrofobnich substratd. Patfi mezi né
lipidy, cholesterol, sacharidy, aminokyseliny, oligopeptidy, nukleotidy, endogenni
metabolity, ionty (pouze ABCC7) a dal$i. ABC transportéry jsou dulezité napfiklad pfi
prezentaci antigenl, transportu ZluCovych kyselin, homeostazi Zeleza
v mitochodndriich a regulaci ATP zavislych iontovych kanalu. Také hraji hlavni roli
v ochrané citlivych organt pred toxickymi cizorodymi latkami. Nejvice jsou
exprimovany v hematoencefalické bariéfe a organech, které se podileji na resorpci
nebo vylu€ovani riznych latek. Pfi zvySené expresi nékterych ABC transportérd
vznika MDR (Dean et al., 2001). Transportéry spojené s MDR jsou P-glycoprotein
(P-gp, MDR1, ABCB1), multidrug resistance protein 1 (MRP1, ABCC1) a breast
cancer resistance protein (BCRP, ABCG2; Ozvegy et al., 2001; Gottesman et al.,
2002). Naopak pfi selhani transportu substratu pfes lipidovou dvojvrstvu jsou
zpusobeny zavazné poruchy, jako jsou krvacivost (ABCA1; Albrecht et al., 2005),
hypercholesterolémie (ABCG5; Rudkowska et Jones, 2008), cysticka fibréza
(ABCC7; Riordan et al., 1989) nebo cukrovka (ABCCS8; Vaxillaire et al., 2007; Rees
et al., 2009).

2.3.1.2 Struktura ABC transportért
ABC transportéry maji, az na vyjimky, charakteristickou stavbu. VétSina transportért

ma dvé transmembranové domény (transmembrane domains, TMDs) a dvé nukleotid
vazajici domény (nucleotid binding domains, NBDs). Jedna TMD se vétSinou sklada
z Sesti a-helikalnich transmembranovych fetézcl a slouzi ke specifické vazbé
substratu (Pohl et al., 2005; viz obr. €. 14a). NBDs se nachazi v cytoplasmé, pficemz

vazi a nasledné hydrolyzuji ATP. Na rozdil od TMDs jsou vramci celé rodiny
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homologni. Variabilita TMDs souvisi s riznorodosti substratl vazajicich se na tuto
doménu. Jako vSude, tak i zde existuji vyjimky, které se svou strukturou IliSi.
Pfikladem jsou ABCB2 a ABCG2, tzv. ,poloviéni“ transportéry, které obsahuji jen
jednu NBD a jednu TMD. ABCB2 je funk&ni pouze ve formé heterodimeru (Momburg
et al., 1994) a ABCG2 transportér je funkéni pouze ve formé& homodimeru
(Gottesman et al., 2002; viz obr. €. 14b). Pfi expresi tzv. ,polovi€éniho® transportéru
jsou potfeba formalné dvé molekuly mRNA (v pfipadé heterodimeru dvé razné
MRNA) na rozdil od exprese celého transportéru, kde staci jedna molekula mRNA
(Szakacs et al., 2006).

a) b)

Obr. &. 14: SloZeni ABC transportéri. a) VétSina ABC transportéri ma dvé TMDs
a dvé NBDs. b) Nékteré ABC transportéry obsahuiji jen jednu NBD a jednu TMD - tzv.
,polovicni“ transportéry (napf. ABCB2; upraveno podle Stefkova et al., 2004).

2.3.1.3 Mechanismus prenosu substratu

VSe zacina vazbou substratu na TMDs, které se nachazi v tzv. otevifené konformaci
s vysokou afinitou ke svému substratu. Po vazbé substratu dochazi k navazani dvou
molekul ATP a k nasledné dimerizaci NBDs, které vytvafi uzavienou konformaci.
Hydrolyza prvni molekuly ATP vyvolava konformaéni zménu na TMDs a podpofi
translokaci substratu (Kreimer et al., 2000; Liu et Sharom, 1996). Hydrolyza druhé
molekuly ATP zméni uzavienou konformaci NBDs na otevienou. Uvolni se fosfor
a ADP (Rees et al., 2009; Locher, 2009; viz obr. €. 15).
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Obr. €. 15: Mechanismus pfenosu substratu. Substrat se vaze na TMDs, které se
nachazi v oteviené konformaci. Poté dochazi k navazani dvou molekul ATP
a k nasledné dimerizaci NBDs, které tvofi uzavienou konformaci. Hydrolyza prvni
molekuly ATP vyvolava konformacni zménu na TMDs a podpofi translokaci
substratu. Hydrolyza druhé molekuly ATP zméni uzavienou konformaci NBDs na
otevienou. Uvolni se fosfor a ADP (upraveno podle Locher, 2009).

Pro pfenos substratu ABC transportéry byly navrzeny tfi modely (viz obr. €. 16).
Historicky prvni model nebyl prokazan a funguje na principu klasického kanalu
vytvofeného TMDs. V druhém modelu, tzv. vakuovém CistiCi, se substrat distribuuje
v celé lipidové dvojvrstvé a poté interaguje s transportérem, ktery jej pfimo pfenasi
ven zbunky. NejpravdépodobnéjSi model popisujici transport substratu ABC
transportéry je tzv. flipazovy. Substrat opét vstupuje pfes vnitfni lumen, kde
interaguje s ABC transportérem a dochazi k jeho preklopeni do lumenu vnéjSiho.
Z vnéjSiho lumenu je pak vylou€en do extracelularniho prostoru (Jones et George,

2012).
a) b} c)

extracelularni prostor

wnéjsi lumen éé I:i g
viitini lumen
cytoplasma

[ hydrolyza ATP |M|f0|!u'21 ATP Iw{Ironzﬂ ATP

Obr. €. 16: Tfi navrzené modely pfenosu substratu ABC transportéry. a) Princip
klasického kanalu. b) Tzv. vakuovy Cisti€ interaguje se substratem, ktery je
distribuovan v lipidové dvojvrstvé, a pfimo jej transportuje ven zbunky. c) Tzv.
flipazovy model; substrat prochazi do vnitfniho Ilumenu, kde interaguje
s transportérem a je jim preklopen do lumenu vnéjSiho, odkud pak prochazi do
extracelularniho prostfedi (podle Tarling et al., 2013).
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2.3.1.4 ABC transportéry a mnohodetna Iékova rezistence; dalSi vyznamni &lenové

tfech hlavnich podrodin a jejich funkce

Jak jiz bylo zminéno, ABC transportéry souvisejici se vznikem MDR jsou ABCB1,
ABCC1 a ABCG2 (Ozvegy et al, 2001; Gottesman et al., 2002). Kromé
fyziologickych substratl tyto transportéry prfenaseji i IéCiva. Pfi aberantni expresi
zpusobuji zvySeny export chemoterapeutik, pouzitych pro |éCbu pacienta, ven
z bunék. Dlvodem zvysSené exprese téchto ABC transportérd mohou byt napfiklad
genové amplifikace (Riordan et al., 1985), epigenetické regulace [napf. demethylace
(Turner et al., 2006), acetylace histona (To et al., 2008)], regulace na urovni
transkripce (Hamada et al., 2001) nebo posttranskripéni regulace [napf. mikroRNA
(To et al., 2009)]. Nékteré organy, které maji fyziologicky vysokou miru exprese
téchto transportérd, jsou pfirozené rezistentni (pokud by v této tkani vznikl nador, tak

je primarné rezistentni).

ABCB podrodina

NejvyznamnéjSim Clenem této podrodiny, ktery stoji za vznikem MDR, je 170 kDa

velky ABCB1 transportér (struktura je uvedena na obr. ¢. 17a). Byl poprvé
identifikovan a popsan v roce 1976 (Juliano et Ling, 1976). Nachazi se na apikalni
membrané epitelidlnich bunék hematoencefalické bariéry, jater, ledvin,
gastrointestinalniho traktu, placenty a také je soucasti kmenovych bunék (Szakacs et
al., 2006; Cascorbi, 2006; Gottesman et al., 2002). Substraty ABCB1 jsou vétSinou
hydrofobni nebo amfifilni povahy o molekulové hmotnosti od 300 do 1000 Da.
Pfirozenymi substraty jsou lipidy, steroidni hormony, peptidy nebo i malé cytokiny
(Drach et al., 1996). DalSimi pfenasenymi latkami jsou napfiklad vinca alkaloidy
(vinblastin, vinkristin, vindesin), taxany (paclitaxel, docetaxel), antracykliny
(doxorubicin, daunorubicin), epipodofylotoxiny (etopsid) a TKls (imatinib, dasatinib,
nilotinib; Cascorbi, 2006). ABCB1 také transportuje antibiotika (erytromycin),
antihistaminika, analgetika (morfin), imunosupresivni latky (cyklosporin A), steroidy
nebo fluorescencni latky (Hoechst 33342, Rhodamin 123). Latky prenasené
transportérem ABCB1 jsou chemicky i funkéné odlisné, z ¢ehoz vyplyva, Zze vazebné
misto pro substrat je dosti flexibilni (Gottesman et al., 2002). ABCB1 byva vysoce
exprimovany u nador( vajecnikl, tlustého stfeva, ledvin, jater a u rlznych typ(
leukémii (Chan et al., 1991).

DalSimi transportéry patfici do této rodiny jsou napfiklad ABCB2, ABCB3, ABCB4,
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ABCB6, ABCB7, ABCB8, ABCB10 a ABCB11. ABCB2 a ABCB3 jsou tzv. ,polovi¢ni®
transportéry, které tvofi heterodimery a pfenasSi oligopeptidy z cytoplasmy do
endoplasmatického retikula (Momburg et al., 1994). ABCB4 je flipasa
fosfatidylcholinu a ABCB11 se ucastni pfenosu ZluCovych kyselin z jaternich bunék
do Zluéi (Van Helvoort et al., 1996). Mutace v genech téchto dvou transportérd maze
zpusobit rdzné formy progresivni familiarni intrahepatalni cholestaze (Strautnieks et
al., 1998). ABCB6, ABCB7, ABCB8 a ABCB10 jsou tzv. ,polovi¢ni“ transportéry
nachazejici se v mitochondriich a prenaSejici zelezo v komplexu s rGznymi
molekulami (Shukla et al., 2011).

ABCC podrodina
ABCC1 byl prvnim identifikovanym clenem této podrodiny a pozdé&ji u né&j bylo

prokazano, Ze stoji za vznikem MDR (Cole et al., 1992; struktura je uvedena na obr.
€. 17b). Nachazi se v bazolateralni membrané epitelialnich bunék a transportuje své
substraty do krve (Evers et al., 1996). Je exprimovan v plicich, ledvinach,
nadledvinkach, mocovém méchyfi, slezingé, Zzaludku, tlustém stfevé, placentg,
varlatech, kostni dfeni, erytrocytech, v pomocnych T-bunkach a ve svalovych
burikach. ABCC1 preferuje zaporné nabité substraty, které snadnéji pfenasi pokud
jsou konjugovany s GSH, sulfatem nebo glukuronidem. Transportuje napfiklad
chemoterapeutika [vinca alkaloidy, antracykliny, etopsidy, methotrexat, TKils
(Ishikawa et al., 2000)], fluorescencni latky (kalcein), antibiotika (difloxacin) nebo
prirodni latky (kurkuminoidy; Shukla et al., 2011). Aberantni exprese ABCC1 byla
prokazana u nadoru gastrointestinalniho traktu, plic, prsu, prostaty, vajecnikl, takeé
u melanomu a leukémii (Hipfner et al., 1999).

Také nékteré dalSi transportéry ztéto podrodiny se podileji na lékove rezistenci:
ABCC2, ABCC3, ABCC6 a ABCC10. Tyto transportéry ovSem nejsou spojeny
s MDR, ale pfenasi pouze skupiny IéCiv s podobnou strukturou. ABCC2 se nachazi
v jaternich a stfevnich bunkach. Transportuje bilirubin a rizna xenobiotika z jater do
ZluCovych cest (Dietrich et al., 2001). Pfi nespravné funkci tohoto transportéru vznika
onemocnéni znamé jako Dubin-Johnsontv syndrom (hyperbilirubinémie; Paulusma
et al., 1996). ABCC2 transportuje chemoterapeutika jako napfiklad vinkristin,
vinblastin, doxorubicin nebo etopsid (Cui et al., 1999). ABCC3 transportér se nachazi
v jatrech, stfevé, ledvinach a prenasi ZluCové kyseliny nebo konjugaty

s glukuronidem, sulfatem, GSH do krve (Konig et al., 1999). Z IéCiv transportuje
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napfiklad metothrexat nebo etopsid (Kool et al., 1999). ABCC6 je exprimovan
vjatrech a ledvinach a zchemoterapeutik pfenasi napfiklad doxorubicin,
daunorubicin nebo etopsid (Belinsky et al., 2002). ABCC10 transportuje IéCiva jako
jsou napfiklad vinkristin, vinblastin nebo nékteré taxany (Hopper-Borge et al., 2004).
Zvlastni postaveni v ABCC podrodiné ma atypicky transportér ABCC7 [cystic fibrosis
transmembrane regulator (CFTR); Tabcharani et al., 1991], ktery nepfenasi
substraty, ale tvofi iontovy kanal pro chloridové ionty. Pfi nespravné funkci tohoto
transportéru vznika autosomalné recesivni onemocnéni znamé jako cysticka fibréza
(Quinton, 1999).

ABCG podrodina
Vyznamnym ¢lenem této podrodiny stojicim za vznikem MDR je tzv. ,poloviéni®

transportér ABCG2 (struktura je uvedena na obr. €. 17c). ABCG2 se nachazi stejné
jako ABCB1 na apikalni membrané epitelialnich bunék a byva pfirozené exprimovan
v hematopoetickych kmenovych bunkach, hematoencefalické bariéfe, plicich,
jatrech, ledvinach, nadledvinkach, prsni  tkani, placenté, prostaté
a v gastrointestinalnim traktu (Doyle et al., 1998; Maliepaard et al., 2001).
Fyziologickymi substraty jsou lipidy, steroidni hormony nebo oligopeptidy (Sarkadi et
al., 2004; Mo et Zhang, 2012). Spektrum pfenasenych chemoterapeutik je blizké
transportéru ABCB1 [napfiklad antracykliny, mitoxantron, etopsid, topotekan, TKls
(Ozvegy-Laczka et al., 2005)]. DalSimi latkami, které ABCG2 transportuje jsou
napfiklad fluorescenéni barviva (Hoechst 33342, rhodamin 123), antibiotika
(norfloxacin) nebo pfirodni latky (kurkuminoidy; Sarkadi et al., 2004-Litman et al.,
2001). ZvySena exprese tohoto transportéru byla zjisténa u rlznych typu leukémii
(Ross et al., 2000), nadoru prsu (Robey et al., 2007), vaje¢nik( (Maliepaard et al.,
1999), tlustého stfeva (et al., 1999), zaludku (Stein et al., 2002) a plic (Kawabata et
al., 2001).
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Obrazek €. 17: Struktura ABC transportéru stojicich za vznikem MDR. a) ABCB1 se
sklada ze dvou TMDs a dvou cytoplasmatickych NBDs; N-konec i C-konec se
nachazi v cytoplasmé. b) Struktura ABCC1 je podobna s ABCB1, jen obsahuje navic
pét transmembranovych Sroubovic pfidanych na N-konci jedné TMD; N-konec
vyCniva do extracelularniho prostoru, C-konec se nachazi v cytoplasmé. c) ABCG2 je
tzv. ,polovicni“ transportér skladajici se zjedné TMD a jedné NBD; N-konec

i C-konec se nachazi v cytoplasmé (upraveno podle Gottesman et al., 2002).

2.3.1.5 Inhibitory ABC transportéru
Jedna z moznosti jak vyfeSit problém s MDR, ktera je zplsobena ABC transportéry,

je vyuziti inhibitord ABC transportéru, kterymi se omezi nadmérny transport
chemoterapeutik ven z bunék.

Inhibitory ABCB1 se déli do tfi generaci. Prvni generace zahrnuje cyklosporin A
a verapamil (Tsuruo et al., 1981; Slater et al., 1986). Problémem byla jejich nizka
specifita, relativné nizka ucinnost a v davkach potfebnych pro inhibici byly toxické.
Fungovaly na principu kompetitivni inhibice. Inhibitory druhé generace vykazovaly
vySSi u€innost pfi nizSich davkach, ovéem problémem byla stéle jejich nespecifinost
(Twentyman et Bleehen, 1991). Druha generace obsahovala ve vétSiné pfipadul
analogy latek z prvni generace. Pfikladem je valspodar (analog cyklosporinu A),
ktery ma az 10x vySSi ucinnost nez cyklosporin. DalSim inhibitorem této generace je

napfiklad biricodar. Inhibice funguje na principu kompetice. Do tfeti generace
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inhibitorll patfi zosuquidar (Dantzig et al., 1996), tariquidar (Roe et al., 1999),
elacridar (Hyafil et al., 1993) a dofequidar (Naito et al., 2002). Tyto inhibitory vykazuji
nizkou toxicitu, vysokou specifitu a vysokou uc€innost vuéi ABCB1. Funguji na
principu nekompetitivni inhibice.

Negativni vlastnosti vSech inhibitorl je, Ze blokuji ABCB1 i v jinych tkanich, kde je
tento transportér potfebny pro eliminaci chemoterapeutik, ktera jsou pacientovi
podavana zaroven s inhibitory. Dasledkem muaze byt zvySena cytotoxicita samotného
chemoterapeutika nebo doprovodnych I&Civ (Ling, 1997).

Vroce 1995 byl poprvé objeven inhibitor transportéru ABCG2 nazyvany
fumitremorgin C (Gekeler et al., 1995). Bohuzel u néj byla prokdzana neurotoxicita
(Rabindran et al., 2000). DalSim inhibitorem byl Ko143 (analog fumitremorginu; Allen
et al., 2002) a PZ-39 (Peng et al., 2009). PZ-39 se vaze na ABCG2 a zpuUsobuje jeho
endocytézu a naslednou degradaci vlysozomu. Pozdéji byly objeveny latky
s inhibiénim ucinkem jako napfiklad TKls (Houghton et al., 2004; Ozvegy-Laczka et
al., 2004), flavonoidy (resveratrol; Cooray et al., 2004) nebo pantoprazol. Bylo
prokazano, ze mnoho inhibitord ABCB1 jsou spole¢né s inhibitory ABCG2. Pfikladem
je elacridar (Bruin et al., 1999), reserpin (Wierdl et al., 2003), cyklosporin A (Qadir et
al., 2005), dofequidar, tariquidar (Robey et al., 2004), biricodar (Germann et al.,
1997) a kurkumin (Zhang et al., 2014).

Mezi inhibitory ABCC1 patfi napfiklad biricodar, flavonoidy, GSH derivaty a analogy
raloxifenu (Boumendiel et al., 2005).

MuZeme vidét, Ze nékteré inhibitory jsou zaroven substraty pfisluSnych transportérd
[napfiklad TKIs (Hegedus et al., 2002) nebo kurkumin (Sharom, 2008; Zhang et al.,
2014)]. Pfi podani vysSich koncentraci téchto latek byly prokazany jejich inhibicni
ucinky. Nékteré inhibitory plsobi proti vSéem tfem ABC transportérim stojicich za
vznikem MDR. To muzZe byt vyhodou pfi 1éEbé pacientl. BohuzZel ne vSechny
inhibitory mohou byt pouzity v klinické praxi.

Dal$imi moznostmi inhibice ABC transportér je vyuziti monoklonalnich protilatek,
které se vazi na lidsky ABCB1 a znemozfiuji transport substratd (Mechetner et
Roninson, 1992). Studuje se také technologie malych interferujicich RNA (small
interfering RNA, siRNA; ovliviuji expresi genu), ktera snizuje expresi abcb1 genu
(Widmer et al., 2007), nebo regulace transkripCnich faktoru, které inhibuji ABCB1 (Jin
et al., 2000). U téchto pfistupu stale chybi klinické studie k tomu, aby mohlo dojit

k jejich terapeutickému vyuziti.
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2.3.1.6 Kolateralni senzitivita

Kolateralni senzitivita je efekt, ktery by mohl pomoci pro 1éEbu pacientd s MDR, ktera
je zpusobena ABC transportéry. Vyznamnym prulomem bylo zji§téni, Ze nékteré latky
jsou vice cytotoxické u bunék exprimujicich ABCB1 nez u bunék, které ho
neexprimuji (Bech-Hansen et al., 1976). Princip zvySené cytotoxicity latek na burky
exprimujici ABCB1 zatim nejsou zcela objasnény. Negativni vlastnosti téchto latek je
opét blokace ABCB1 i v jinych tkanich, kde je tento transportér potfebny pro eliminaci
chemoterapeutik, ktera jsou pacientovi sekundarné podavana (Hall et al., 2009;
Pluchino et al., 2012; Gauthier et al., 2013).
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. Cile prace

Vypracovat reSersi pojednavajici o pfirodnich a syntetickych kurkuminech.

Zjistit, zda thioly (NAC, GSH) moduluji cytotoxicky ucinek latky EF24.

Zjistit, zda EF24 zpUsobuje oxidativni stres a depleci GSH u bunék chronické
myeloidni leukémie.

Zjistit, zda adukty EF24 s thioly (NAC, GSH) maji podobné cytotoxické ucinky
jako samotny EF24.

Zjistit, zda EF24 zvySuje expresi ,receptort smrti“ u bunék chronické myeloidni
leukémie.

Analyza exprese vybranych inhibitor( apoptosy.

Zjistit, zda exprese ABCG2 ovlivriuje citlivost leukemickych bunék k EF24.
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4. Material a metodika

4.1 Bunécné linie
Bunééna linie K562

Bunécna linie K562 je charakteristicka vyskytem tzv. Filadelfského chromosomu,

ktery koduje fuzni BCR-ABL tyrosinkinasu zodpovédnou za maligni transformaci
bunék (Sawyer, 1999). Tato bunécna linie byla ziskdna z ECACC (European

Collection of Cell Cultures, Velka Britanie).

Bunéc&na linie K562/ABCG2
Bunécna linie K§662/ABCG2 je odvozena z matefské bunécné linie K562 za pouziti

retrovirové transdukce, pficemz vektor nesl ,wild-type“ alelu ABCG2 transportéru
(Elkind et al., 2005). Tato bunécna linie byla laskavé poskytnuta na$i laboratofi
profesorem B. Sarkadim (National Blood Center and Semmelweis University,
Budapest, Hungary).

Kultivace bunécénych linii probihala v RPMI 1640 médiu s 10% obsahem fetalniho
hovéziho séra a s pfidavkem streptomycinu a penicilinu v koncentracich 0,1 mg/ml.

Kultivace byla provadéna v kultivacnich lahvich v inkubatoru (37°C, 5% obsah COy,).

4.2 Pouzité chemikalie a roztoky

1x phosphate buffered saline (PBS):130 mmol/l NaCl;10 mmol/l NaH2POy4; 2,7 mmol/l
KCI; 1,8 mmol/l KH2POy4; pH 7,4

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

NAC: Sigma-Aldrich, USA

GSH: Sigma-Aldrich, USA

KO143: Sigma-Aldrich, USA

Katalasa: Sigma-Aldrich, USA

4.3 Pouzité pristroje

CelCulture inkubator (ESCO, USA)

BioVortex V1 vortex (BioSan, LotySsko)

BOEco M-240 centrifuga (BioTech, Némecko)

HERMLE Z 326 K centrifuga (LaborTechnik, Némecko)

Vi-CELL ™XR analyzator poé&tu bunék a bunééné viability (Beckman

Coulter, USA)
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MSC-Advantage laminarni box (ThermoScientific, USA)

GENios Plus spektrofotometr (Tecan, Rakousko)

Cytomics fc 500 prutokovy cytometr (Beckman Coulter, USA)

XDS-3FL fluorescenéni mikroskop s kamerou (OPTIKA, USA)
Bio-TDB 100 termoblok (BioSan, Loty3sko)

0S-10 tfrepacka (BioSan, LotySsko)

MiniProtean-3 cell aparatura pro elektroforetickou separaci (BioRad, USA)
TransBlot SD aparatura pro western blotting (BioRad, USA)
PowerPac HC zdroj elektrického napéti (BioRad, USA)

API 3200 hmotnostni detektor s trojitym kvadrupdolem

(MDS SCIEX, Ontario, Kanada)

4.4 Stanoveni bunécéné proliferace a viability

Ke stanoveni bunécné proliferace a viability byl pouzit tzv. MTT test (Mosmann,
1983). Tento test vyuziva redukci tetrazoliové soli [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
difenyl tetrazolium bromid; MTT] metabolicky aktivnimi bufikami pomoci produkti
dehydrogenas na nerozpustny fialovy formazan, ktery se pak z bunék extrahuje
okyselenym ethanolem. MnoZstvi vzniklého formazanu odpovida poctu Zivych bunék.
Vyhodnoceni se provadi spektrofotometricky pfi 570 nm.

K1 ml bunélné suspenze se pfida 100 yl MTT a inkubace probiha 1 hod
v inkubatoru pfi 37° C. Buriky se sedimentuji centrifugaci (5 min, 3000 ot./min,
laboratorni teplota). Vznikly sediment bunék se extrahuje okyselenym ethanolem.
Roztok obsahujici formazan se procisti centrifugaci (5 min, 14 000 ot./min,
laboratorni  teplota). MnozZstvi  vznikléeho formazanu se  vyhodnocuje
spektrofotometricky pfi 570 nm. Absorbance neovlivnénych bunék odpovida 100 %.
Pouzité roztoky a chemikalie:

MTT roztok: 5 mg/ml 3-(4,5 dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl tetrazolium bromid

96% (v/v) ethanol s 0,04M HCI

4.5 Stanoveni poc¢tu zivych a mrtvych bunék

Podty Zivych a mrtvych bunék uréuje pfistroj Vi-CELL ™XR. Poéty bunék jsou
stanoveny pomoci kamery a odpovidajiciho softwaru pro analyzu obrazu. Pro
rozliSeni Zivych a mrtvych bunék se vyuziva barveni pomoci trypanové modfi.

Trypanova modi je latka, ktera se dostava jen do bunék s porusenou
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cytoplasmatickou membranou, které se timto obarvi. K méfeni se pouziva 600 pl
bunécné suspenze, u které pfistroj uri poCet bunék v mililitru média a vyhodnoti
viabilitu v procentech.

Pouzité roztoky a chemikalie:

Trypanova modf: Sigma-Aldrich, USA

4.6 Urceni poctu apoptotickych bunék

Pocet apoptotickych bunék se stanovuje podle zmény morfologie jader. Apoptotické
bufky zmen3uji svlj objem, dochazi u nich ke kondenzaci cytoplasmy a jadra
a nasledné fragmentaci chromatinu. Bunka vytvari apoptoticka téliska, ktera mohou
byt nasledné pohlcena ostatnimi bufkami. Jadra je mozné obarvit fluorescenénimi
latkami (napfiklad propidium jodidem), ktera se vazi na DNA a mohou byt
pozorovana pomoci fluorescencniho mikroskopu.

Fixace bunék: 1 ml bunélné suspenze se sedimentuje centrifugaci (5 min,
2500 ot./min, laboratorni teplota) a ke vzniklému sedimentu se pfida 500 pl fixacniho
roztoku.

Barveni bunék: 200 pl fixovanych bunék se sedimentuje centrifugaci (5 min,
2400 ot./min, laboratorni teplota). Sediment se rozsuspenduje pfidavkem barviciho
roztoku (25-50 ul). Morfologie jader se pozoruje pomoci fluorescenéniho mikroskopu
a pocitaji se poCty bunék s fragmentovanym chromatinem z celkového poctu 200-
300 bunék.

Pouzité roztoky a chemikalie:

Fixaéni roztok: 1x PBS : 96% (v/v) ethanol v poméru 3.7
Barvici roztok: 70 % (v/v) 1x PBS; 30 % (w/v) glycerinu; 1 pg/ml propidium jodidu

(Invitrogen, USA)

4.7 Bunécény cyklus

Fluorescen¢ni barviva, ktera tvofi stechiometricky komplexy s DNA, lze vyuzit
k urCeni obsahu DNA (napfiklad propidium jodid, ethidium bromid nebo DAPI). Tento
postup lIze vyuzit k urCeni fazi bunécného cyklu a k odhadnuti poc¢tu apoptotickych
bunék. Obsah DNA se v jednotlivych fazich bunééného cyklu méni. Bunky v G1 fazi
maiji diploidni po¢et chromosomu (2n), v S fazi se pocet chromosomu zdvojnasobuje
a v G2/M fazi je poCet chromosomu v burice tetraploidni (4n). Apoptotické bunky maji
vyrazné snizeny obsah DNA v disledku degradace DNA a jejiho uvolnéni do
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okolniho prostfedi (hypodiploidni buriky). Obsah DNA Ize méfit pomoci pratokového
cytometru.

1 ml bunécné suspenze se sedimentuje centrifugaci (5 min, 2400 ot./min, laboratorni
teplota). Vznikly sediment se rozsuspenduje v 500 pl Vindalova roztoku a inkubace
probiha 30 min ve tmé pfi laboratorni teploté. Nasledné se vzorek analyzuje
pratokovym cytometrem pfi 488/525 nm. Vysledny histogram znazorfiuje relativni
zastoupeni bunék v jednotlivych fazich bunéfného cyklu, pfipadné i pocty
apoptotickych (hypodiploidnich) bunék.

Pouzité roztoky a chemikalie:

Vindallv roztok: 0,1 % (v/v) Triton X-100 (Serva, Némecko); 200 ug/ml RNasa A;
20 pg/ml propidium jodid (Invitrogen, USA); 1x PBS

4.8 Stanoveni koncentrace proteinti pomoci metody Bradfordové

Metoda Bradfordové vyuziva barvivo Coomassie Briliant Blue G-250, které se
stechiometricky vaze na molekulu proteinu. Intenzita vysledného modrého zabarveni
odpovidajici mnozstvi proteinu se detekuje pomoci spektrofotometru pfi 595 nm.

K 1 ml Cinidla Bradfordové se pfida 1 pl prfeCisténého bunéného extraktu. Smés se
inkubuje 10 min pfi laboratorni teploté. Vzniklé zabarveni se vyhodnocuje na
spektrofotometru pfi 595 nm. Kalibrace se provadi pomoci hovéziho sérového
albuminu.

Pouzité roztoky a chemikalie:

Cinidlo Bradfordové (1 1): 50 mg/l Coomassie Brilliant Blue G-250; 50 ml methanolu;
100 ml 85% H3PO4; 850 ml deionizované vody

Hovézi sérovy albumin jako standard

4.9 Detekce aktivity kaspasy-3/7

Pfi apoptose hraji hlavni ulohu cysteinové proteasy nazyvané kaspasy, které stoji za
proteolytickym rozkladem bunék. Klicovou molekulou je kaspasa-3, jejiz aktivitu Ize
sledovat pomoci hydrolyzy fluorescen¢né znaCeného substratu Ac-DEVD-AMC.
Mnozstvi uvolnéného AMC odpovida aktivité kaspasy-3/7.

e Bunécna extrakce

Pfiblizné 3x10° bun&k se sedimentuje centrifugaci (5 min, 1500 ot./min, 4°C)
a sediment se promyje vychlazenym 1x PBS. K promytému sedimentu bunék se

pfida 100 pl extrakéniho roztoku. Bunky se extrahuji 30 min na ledu za ob¢asného
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promichani. Bunécny lyzat je precistén centrifugaci (10 min, 18 000 ot./min, 4°C).
V extraktu se stanovi mnozstvi proteind pomoci metody Bradfordové. Bunécny
extrakt se bud zamrazi nebo se pfimo pouZije pro stanoveni aktivity kaspasy-3/7.

e Analyza aktivity kaspasy-3/7

Do mikrotitraéni desky se napipetuje pufr pro méfeni kaspasové aktivity. Pfida se
bunélny extrakt obsahujici 50 pg proteinu a substrat do vysledné koncentrace
50 umol/l, €imz je zahajena reakce. Kazdy vzorek se méfi dvakrat. Jednou pouze se
substratem a podruhé se substratem a inhibitorem (do vysledné koncentrace
1 umol/l), ktery je nutny pro pfesné urCeni aktivity kaspasy-3/7, kvili odhaleni Stépeni
substratu nespecifickymi proteasami. Fluorescence vzorkl se méfi v urcitych ¢asech
na spektrofotometru pfi vinové délce 360/465 nm. Od naméfenych hodnot aktivit
(vzorek pouze se substratem) je odecCtena hodnota vzorku s pfidanym inhibitorem.
Rozdil téchto hodnot je skutecna aktivita kaspasy-3/7.

Pouzité roztoky a chemikalie:

Pufr pro méfeni kaspasové aktivity: 25 mmol/l HEPES; 5 mmol/l dithiotreitol; 2 mmol/l
EGTA; 2 mmol/l MgCly; pH 7,2

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

Substrat: acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-7-amino-4-methyl kumarin (Ac-DEVD-AMC)
Inhibitor: N-acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-CHO

4.10 Stanoveni intracelularni hladiny lé€iva

Bunécna suspenze se inkubuje se studovanou latkou 3-5 hod, poté se nanese na
vrstvu silikonového oleje a sedimentuje se centrifugaci (15 min, 5000 ot./min,
laboratorni teplota). Tim dojde k rychlému oddéleni bunék od ristového média. Po
odsati a vysuseni veSkerého média a vétSiny oleje, se pfida pfislusné mnozstvi
extrakCniho Cinidla a inkubuje se 10 min na ledu. Poté se vzorky sedimenuji
centrifugaci (10 min, 18 000 ot./min, 4° C) a k méfeni na LC-MS/MS se odebere Cisty
bunécny extrakt obsahujici studované latky.

Pouzité roztoky a chemikalie:

Silikonové oleje: 1,03 g/ml; Sigma-Aldrich

Extrakéni Cinidlo pro latku EF24: 500 ul 5% kyseliny mravenci (w/v)
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4.11 Stanoveni extracelularni koncentrace léciva v riistovém médiu

Stanoveni extracelularni hladiny EF24 v plnohodnotném rdstovém médiu se
sledovalo u latky EF24 samotné a v kombinaci s NAC nebo GSH. V danych ¢asech
se z reakéni smési odebiralo 100 pl, ke kterym se pfidalo 500 pl okyseleného roztoku
(pro zastaveni reakce). Vzorky se nasledné precistily centrifugaci (10 min,
18 000 ot./min, 4°C) a analyzovaly na LC-MS/MS.

4.12 Méreni oxidativniho stresu bunék

Buriky jsou chranény proti oxidativnimu stresu antioxidaCnimi enzymy a antioxidanty
(napfiklad GSH; Cadenas, 1997). Duvodem vzniku oxidativniho stresu byva obvykle
zvySena produkce ROS v dusledku chemické reakce, sniZzené produkce antioxidantu
nebo inhibice antioxidaénich enzymd. Zvysena produkce ROS muze vést k riznym
zménam v bunce a veétSinou vede k posSkozeni membran mitochondrii (ROS
poskozuiji lipidy) a k nasledné indukci bunécné smrti (apoptosy; Kovacic et al., 2005).
Pro pfimé mérfeni oxidativniho stresu bunék se vyuziva tzv. fluorescenénich sond,
coz jsou specialni slouCeniny, které se az po modifikaci a oxidaci v bunice méni ve
fluorescencni barviva. Pfikladem je 2‘,7‘-dichlorofluorescein diacetat (DCHF-DA), coz
je ester fluoresceinu, ktery je nepolarni a proto se jednoduse dostava pres bunécné
membrany. V burice existuji enzymy zvané esterasy, které DCHF-DA hydrolyzuji na
DCHF (odstrafiuji diacetat). V pfitomnosti ROS je DCHF oxidovan a méni se ve
fluorescencni latku (LeBel et al., 1992). Produkci ROS je pak mozné monitorovat bud
pomoci fluorescenéni mikroskopie, nebo pomoci pritokového cytometru

K1 ml bunécné suspenze se pfida DCHF-DA a inkubace probiha 30 min pfi 37° C.
Mnozstvi oxidovaného DCHF je stanoveno pomoci prutokové cytometrie pfi 488/525
nm.

Pouzité roztoky a chemikalie:

Fluorescencni barva: 2°,7'-dichlorofluorescein diacetat (Sigma-Aldrich)

4.13 Stanoveni intracelularniho obsahu redukovaného glutathionu

GSH je dulezita latka, ktera ma silné antioxidacni vlastnosti, podili se vyznamné na

redox-homeostazi bunék a ma detoxikaéni vlastnosti (vaze rlizna xenobiotika

a konjugat s GSH je nasledné eliminovan z téla ven; Pastore et al., 2001).

Bunécna suspenze byla zpracovana podobné jako u stanoveni intracelularni hladiny

léCiva (viz 4.10). Jako extrakéni Cinidlo bylo pouzito 500 pl 5% kyseliny
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mravenci (W/v).

Pouzité roztoky a chemikalie:

Silikonové oleje: 1,03 g/ml; Sigma-Aldrich

Extrakéni €inidlo GSH: 500 pl 5% kyseliny mravenc€i (w/v)

4.14 Analyza exprese TRAIL-R2 a FAS receptoru

.Receptory smrti“ TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor-R2 (TRAIL-R2)
a FAS aktivuji kaspasové proteasy prostrednictvim tzv. ,vnéjSi apoptotické drahy*.
Nadorové buriky ze zaCatku tyto receptory exprimuji ve vysoké mife. Imunitni systém
tyto bunky rozpozna a pomoci Jligandu smrti“ u nich navodi apoptosu. Az ¢asem
dochazi u nadorovych bunék ke zménam signalnich drah regulujicich buné€nou smrt
(mutace, sniZzena exprese receptort) a buriky zac¢inaji unikat imunitnimu systému.
Nadorové bunky dokazi napfiklad zvysit expresi tzv. ,decoy” receptorl, které
vychytavaji ,ligandy smrti“ bez iniciace apoptotické drahy (Ashkenazi et Dixit, 1999).
Nékteré latky jsou schopné u nadorovych bunék indukovat zvySenou expresi
Jreceptord smrti“ a tim u nich navodit apoptosu. Analyza exprese ,receptord smrti®
TRAIL-R2 a FAS se provadi pomoci fluorescencné znacenych protilatek, které jsou
specifické pro extracelularni doménu receptoru. Méfeni se provadi na pritokovém
cytometru pfi 488/525 nm.

Bunécna suspenze se sedimentuje centrifugaci (5 min, 2400 ot./min, laboratorni
teplota) a rozsuspenduje se do vysoké hustoty (cca 2x10° bunék/ml). K50 pl
koncentrované suspenze bunék se pfida fluorescenéné znacCena protilatka proti
danému receptoru. Suspenze se inkubuje za stalého michani 1 hod pfi 4° C. Poté
se vzorek promyje 1x PBS a opét se sedimentuje centrifugaci (5 min, 2400 ot./min,
laboratorni teplota). K peletu se pfida 500 yl nového 1x PBS. Mnozstvi navazané
protilatky odpovidajici expresi receptoru je méfeno pomoci pritokové cytometrie.
Pouzije se isotypova kontrola podle doporu€eni prodejce (nespecificka fluorescencné
protilatka).

Pouzité roztoky a chemikalie:

Protilatka proti receptoru TRAIL-R2: Monoclonal Antibody to CD262/TRAIL-R2
fluorescein conjugated; 1F-461-C100

Protilatka proti receptoru FAS: Monoclonal Antibody to CD95/FAS fluorescein
conjugated; 1F-362-T100
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4.15 Stanoveni exprese proteint survivin a XIAP pomoci metody western
blotting
Survivin a XIAP patfi do rodiny proteint inhibitort apoptosy (inhibitor of apoptosis
proteins, IAPs; Crook et al., 1993). IAPs inhibuji kaspasy a plsobi pouze na
kaspasu-9, kaspasu-7 a kaspasu-3. Jsou inaktivovany faktory z mezimembranového
prostoru mitochondrii - Smac/Diablem a Omi/HtrA2. U Clovéka bylo popsano osm
¢lenu rodiny IAPs: Apollon/BRUCE, clAP-1, clAP-2, IAP-like protein-2 (ILP-2), Livin,
Neuronal apoptosis inhibitory protein (NAIP), survivin a XIAP (Obexer et
Ausserlechner, 2014). Nadorové buriky mohou mit expresi IAPs zvySenou, ¢imz je u
nich potlaena indukce apoptosy. Survivin je exprimovany pouze v nadorovych
bunkach popfipadé v embryonalnich bufikach (Sah et al., 2006). XIAP je silny
inhibitor kaspasy-9 a kaspasy-3/7 a souCasné je popsan jeho funkéni vztah k NF-kB
(Galban et Duckett, 2010; Deveraux et al., 1997). IAPs mohou byt nékterymi latkami
inhibovany, ¢imz je zvySena citlivost nadorovych bunék k apoptotickym signalim
(Almagro et Vucic, 2012).
e Bunécna extrakce
3 x 10° bunék se sedimentuje centrifugaci (5 min, 1500 ot./min, 4°C) a sediment se
promyje vychlazenym 1x PBS. K promytému sedimentu bunék se pfida 100 pl
extrakCniho RIPA pufru. Buriky se extrahuji 30 min na ledu za obcCasného
promichani. Bunécny lyzat je precistén centrifugaci (10 min, 18 000 ot./min, 4°C).
V extraktu se stanovi mnozstvi proteinll pomoci metody Bradfordové. Vzorky se
zamrazi nebo se pfimo pouziji pro SDS-PAGE.
e Prfiprava vzorkl pro SDS-PAGE
Vzorky se nafedi vodou do vysledné koncentrace 5 pjg/ul a denaturuji se
v pfitomnosti Laemmliho pufru (95° C, 5 min).
e Vzorky nanaSime na 10% akrylamidovy gel a provede se elektroforéza
v pfitomnosti dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE; 80 V/120 V).
e Separované proteiny se pfenasi z gelu na membranu (semi-dry western blotting;
0,15 A na jednu membranu; 30 min). Membrana se blokuje 1 hod v 5% blokovacim
mléce. Nanese se primarni protilatka nafedéna v mléce na koncentraci doporu¢enou
vyrobcem (inkubace pfes noc pfi 4° C). Membrana se promyva v 1x PBS + 0,1%
TWEENZ20. Nanese se sekundarni protilatka, ktera je konjugovana s pfisluSnym

enzymem (opét se fedi v mléce do vysledné koncentrace doporuc¢ené vyrobcem;
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inkubace 1 hod pfi laboratorni teploté). K promyté membrané se ve fotokomore pfida
ECL kit obsahujici substrat pro enzym navazany na sekundarni protilatce. Diky
vznikajici chemiluminiscenci Ize pozorovat na fotografickém filmu Cerné prouzky,
které odpovidaji jednotlivym proteinim (GE HealthCare). Film se naskenuje do

pocitace a intenzita jednotlivych prouzkl se vyhodnoti pfisluSnym programem.

Pouzité roztoky a chemikalie:

RIPA pufr: 150 mM NaCl; 1% NP-40 pufr; 50mM TRIS; 50mM NaF; 5mM EDTA;
5mM pyrofosfat sodny dekahydrat (NAPP); dH,O + koktejl inhibitori proteas +
fosfatas (Roche); pH 8

Nanaseci Laemmliho pufr (6x): 12% SDS; 0,3M TRIS (pH 8,9); 0,3% bromfenolova
modf; 60% glycerol; 0,75M dithiotreitol (DTT)

Standard molekulovych hmotnosti: Spectra Multicolor (Thermo Scientific)
Elektrodovy pufr (1 1): 100 ml Running pufr 10x; 100 ml 10% SDS; 900 ml dH,0O

10x Running pufr (1 1): 30 g TRIS; 145 g glycinu; 1 1 dH20

Transfer pufr (1 1): 100 ml Running pufru; 200 ml methanolu; 700 ml dH,O

5% blokovaci mléko (100 ml): 5 g suSeného mléka (bez tuku); 100 ml 1x PBS + 0,1%
TWEEN20

1x PBS + 0,1% TWEEN20 (1 I): 100 ml 10x PBS; 1 ml TWEEN20; 900 ml dH,O
Primarni protilatka: Survivin (71G4B7) Rabbit mAb; XIAP (D228W) Rabbit mAb; Cell
Signaling Technology

Sekundarni protilatka:  Polyclonal Swine antiRabbit immunoglobulins/HRP
(horseradish peroxidase; Dako)

ECL kit: GE HealthCare (UK)

Vyvojka: G354 (AGFA)

Ustalovac: G150 (AGFA)
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5. Vysledky
5.1 Vliv thioll na cytotoxické ucinky latky EF24

Pfedchazejici vysledky znaSi laboratofe ukazaly, Zze EF24 inhibuje proliferaci
a indukuje bunéCnou smrt s morfologickymi a biochemickymi znaky apoptosy
u bunék K562 (Skoupda, bakalafska prace, 2014). Nedavné vysledky ukazaly, ze
molekula EF24 mUze tvofit adukty s thioly Michaelovou adici (napf. s GSH) a Ze tyto
adukty maji stejné cytotoxické ucinky jako samotna latka EF24 u bunék MDA-MB-
435 in vitro (Sun et al., 2009). ProtozZe je tento vysledek ponékud prekvapivy, tak

jsme se rozhodli zjistit, zda podobny efekt Ize pozorovat i u bunék K562.

e VIliv thiold na proliferaci a viabilitu bunék ovlivnénych EF24
Burniky K562 byly vystaveny plsobeni latky EF24 a EF24 v kombinaci s 2mM NAC
nebo 2mM GSH po dobu 24 hod. Méfeni pomoci MTT testu ukazalo signifikantni

protektivni ucinek jak po pusobeni NAC, tak po pusobeni GSH (viz obr. &. 18).
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Obr. €. 18: Vliv NAC a GSH na proliferaci a viabilitu K562 bunék inkubovanych
v pfitomnosti EF24. Buriky K562 byly kultivovany ve standardnim rdstovém meédiu
v pfitomnosti latky EF24 a EF24 v kombinaci s 2mM NAC nebo 2mM GSH (24 hod,
37° C). Vysledky predstavuji primérnou hodnotu ze tfi méfeni se smérodatnou
odchylkou. *...statisticky vyznamny rozdil mezi bunkami K562 po plsobeni EF24
a kombinace latky EF24 s 2mM NAC (P<0,05); #... statisticky vyznamny rozdil mezi
bufkami K562 po pusobeni EF24 a kombinace latky EF24 s 2mM GSH (P<0,05).
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e Vliv thiold na indukci apoptosy u bunék ovlivnénych EF24
Bunky K562 byly vystaveny plsobeni latky EF24 a EF24 v kombinaci s 2mM NAC
nebo 2mM GSH po dobu 24hod. Nasledné byla provedena analyza morfologickych

a biochemickych zmén, které doprovazi apoptosu. Morfologicka analyza jader
ukazala, Ze pocty apoptotickych bunék po plsobeni kombinace latky EF24
s 2mM NAC nebo 2mM GSH se vyrazné snizily (viz obr. €. 19). Analyza obsahu DNA
pomoci prutokové cytometrie rovnéz potvrdila signifikantné snizeny pocet
hypodiploidnich bunék po plisobeni latky EF24 v kombinaci s 2mM NAC nebo 2mM
GSH (viz obr. €. 20). Také méfeni enzymové aktivity kaspasy-3/7 ukazuje, ze buriky
po plsobeni latky EF24 v kombinaci s 2mM NAC nebo 2mM GSH vykazuji nizkou
aktivitu kaspasy-3/7. Naopak bunky po plsobeni samotné latky EF24 vykazuji

vyrazné zvyseni aktivity kaspasy-3/7 (viz obr. €. 21).
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Obr. €. 19: Vliv NAC a GSH na morfologii jader bunék K562 inkubovanych
v pfitomnosti EF24. Burniky K562 byly kultivovany ve standardnim rdstovém médiu
v pritomnosti latky EF24 a EF24 v kombinaci s 2mM NAC nebo 2mM GSH (24 hod,
37° C). Vysledky predstavuji primérnou hodnotu ze tfi mérfeni se smérodatnou
odchylkou. *...statisticky vyznamny rozdil mezi bufikami K562 po pusobeni EF24
a kombinace latky EF24 s 2mM NAC (P<0,05); #... statisticky vyznamny rozdil mezi
bunkami K562 po plsobeni EF24 a kombinace latky EF24 s 2mM GSH (P<0,05).
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Obr. €. 20: Vliv NAC a GSH na vyskyt hypodiploidnich bunék K562 inkubovanych
v pfitomnosti EF24. Buriky K562 byly kultivovany ve standardnim rdstovém meédiu
v pfitomnosti latky EF24 a EF24 v kombinaci s 2mM NAC nebo 2mM GSH (24 hod,
37° C). Vysledky predstavuji primérnou hodnotu ze tfi méfeni se smérodatnou
odchylkou. *...statisticky vyznamny rozdil mezi bunkami K562 po plsobeni EF24
a kombinace latky EF24 s 2mM NAC (P<0,05); #... statisticky vyznamny rozdil mezi
bufkami K562 po pusobeni EF24 a kombinace latky EF24 s 2mM GSH (P<0,05).
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Obr. €. 21: Vliv NAC a GSH na aktivitu kaspasy-3/7 u bunék K562 inkubovanych
v pfitomnosti EF24. Burnky K562 byly kultivovany ve standardnim rdstovém médiu
v pfitomnosti latky EF24 a EF24 v kombinaci s 2mM NAC nebo 2mM GSH (17 hod,
37° C). Vysledky predstavuji primérnou hodnotu ze tfi méfeni se smérodatnou
odchylkou. *...statisticky vyznamny rozdil mezi bunkami K562 po plsobeni EF24
a kombinace latky EF24 s 2mM NAC (P<0,05); #... statisticky vyznamny rozdil mezi
bufkami K562 po pusobeni EF24 a kombinace latky EF24 s 2mM GSH (P<0,05).

VySe uvedené vysledky ukazuji, ze NAC i GSH maji protektivni u€inek na bunky
K562 ovlivnéné latkou EF24. Na =zakladé téchto vysledkl nicméné nelze
predpokladat, Ze adukty vzniklé mezi EF24 a NAC nebo GSH maji stejné cytotoxické
ucinky jako samotné EF24. V dalSi ¢asti prace jsme se zaméfili na mechanismus této
protekce a na cytotoxické vlastnosti aduktd EF24 s thioly, zejména na cytotoxické
vlastnosti mono-aduktu EF24-NAC.

5.2 Analyza oxidativniho stresu po pusobeni latky EF24

Buriky jsou chranény proti oxidativnimu stresu antioxidaCnimi enzymy a antioxidanty
(napfiklad GSH). Oxidativni stres se obvykle manifestuje zvySenou produkci ROS
v disledku chemické reakce, snizené produkce antioxidantd nebo inhibice

antioxida¢nich enzym0. ZvySena produkce ROS muze vést k indukci bunééné smrti.
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e VIliv thioltl na intracelularni hladinu GSH u bunék ovlivnénych EF24

Nejdfive bylo sledovano, zda samotné EF24 ovliviuje intracelularni hladinu
redukovaného GSH u bunék K562. Podle predpokladi se ukazalo, Zze EF24 od
koncentrace 1uM zpUsobuje signifikantni snizeni GSH (po 3 i 6 hod; viz obr. €. 22).
Nasledné byl zkouman vliv extracelularniho NAC a GSH na intracelularni hladinu
GSH. Bunky byly kultivovany ve standardnim rastovém médiu v pfitomnosti zvySujici
se koncentrace EF24 v kombinaci s 2mM NAC nebo 2mM GSH. Zobr. & 22 je
ziejmé, ze NAC i GSH maji protektivni ucinky a inhibuji snizovani intracelularni

hladiny GSH v porovnani s pisobenim samotné latky EF24.
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Obr. €. 22: Vliv NAC a GSH na intracelularni obsah redukovaného GSH u bunék K562
inkubovanych v pfitomnosti EF24. Buriky byly kultivovany ve standardnim rdstovém médiu
v pfitomnosti zvySujici se koncentrace EF24 a EF24 v kombinaci s 2mM NAC nebo 2mM
GSH (37° C). a) Analyza intracelularniho obsahu GSH po 3 hod. b) Analyza intracelularniho
obsahu GSH po 6 hod. Vysledky predstavuji primérnou hodnotu ze tfi méfeni se
smérodatnou odchylkou. *...statisticky vyznamny rozdil v intracelularnim obsahu GSH
u bunék K562 po plsobeni EF24 v porovnani s kontrolou (P<0,05); #...statisticky vyznamny
rozdil v intracelularnim obsahu GSH mezi burikami K562 po pusobeni EF24 a kombinace
latky EF24 s 2mM NAC (P<0,05); +...statisticky vyznamny rozdil v intracelularnim obsahu
GSH mezi burikami K562 po pusobeni EF24 a kombinace latky EF24 s 2mM GSH (P<0,05).
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e VIliv thioltl na produkci ROS u bunék ovlivhénych EF24

Pro pfimé méfeni oxidativniho stresu bunék se vyuziva tzv. fluorescenénich sond,
coz jsou specialni slou€eniny, které se az po modifikaci a oxidaci v bufice méni ve
fluorescencni barviva (napf. DCHF-DA; LeBel et al., 1992). Produkci ROS je pak
mozné monitorovat bud pomoci fluorescenéni mikroskopie nebo pomoci pratokového
cytometru.

Nejdfive bylo sledovano, zda samotné EF24 ovliviiuje produkci ROS u bunék K562.
Ukazalo se, ze EF24 od koncentrace 0,5uM zpUsobuje signifikantni zvySeni ROS (po
3 hod; viz obr. €. 23). Nasledné byl zkouman vliv extracelularniho NAC a GSH na
produkci ROS. Bunky byly kultivovany ve standardnim rdstovém médiu v pfitomnosti
zvysujici se koncentrace EF24 v kombinaci s 2mM NAC nebo 2mM GSH. Pridavek
NAC i GSH zpuUsobuje signifikantni snizeni produkce ROS v porovnani s pusobenim
samotneé latky EF24.
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Obr. &. 23: Vliv NAC a GSH na produkci ROS u bunék K562 inkubovanych v pfitomnosti
EF24. Burnky byly kultivovany ve standardnim ristovém médiu v pfitomnosti EF24 a EF24
v kombinaci s 2mM NAC nebo 2mM GSH (3 hod; 6 hod; 37° C). a) Typické obrazky analyzy
oxidativniho stresu: i) Kontrolni neovlivnény vzorek (3hod); ii) Vzorek po pusobeni 2uM EF24
(3hod). b) Vliv NAC a GSH na produkci ROS u bunék K562 inkubovanych v pfitomnosti
EF24 po dobu 3 hod; c) Vliv NAC a GSH na produkci ROS u bunék K562 inkubovanych
v pfitomnosti EF24 po dobu 6 hod. Stfedni hodnota fluorescence u kontrolniho vzorku byla
polozena Cislu 1. Vysledky pfedstavuji primérnou hodnotu ze tfi méfeni se smérodatnou
odchylkou. *...statisticky vyznamny rozdil v produkci ROS u bunék K562 po pusobeni EF24
v porovnani s kontrolou (P<0,05); #...statisticky vyznamny rozdil v produkci ROS meazi
burikami ovlivnénymi samotnym EF24 a EF24 v kombinaci s NAC (P<0,05); +...statisticky
vyznamny rozdil v produkci ROS mezi burikami ovlivnénymi samotnym EF24 a EF24
v kombinaci s GSH (P<0,05).
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Z vySe uvedenych vysledk( je patrné, Ze latka EF24 indukuje apoptosu, kterou
predchazi snizeni intracelularni hladiny GSH (viz obr. €. 22) a zvySena produkce
ROS (viz obr. €. 23). Protoze NAC i GSH jsou silné antioxidanty a také zabranuji
depleci GSH, bylo by mozné protektivni u€inky obou latek vysvétit timto
jednoduchym zplsobem. DalSi analyza vSak ukazuje, ze vySe popsanym zplsobem

protektivni uCinky NAC a GSH na K562 buriky ovlivnéné EF24 nelze zcela vysvétlit.

¢ Inhibice produkce ROS a indukce apoptosy u bunék ovlivnénych EF24

Dale jsme studovali, do jaké miry zpUsobuje zvy$ena produkce ROS apoptosu.
Buriky K562 jsme proto inkubovali v pfitomnosti EF24 a EF24 v kombinaci
s katalasou. Oxidativni stres ovSem pravdépodobné neni hlavni pfiinou indukce
bunécné smrti, protoZe katalasa snizila pocCet apoptotickych bunék signifikantné
pouze pro 2uM EF24 (viz obr. €. 25), ackoliv signifikantni pokles produkce ROS byl
nameéfen pro 1uM i 2uM EF24 (viz obr. €. 24).
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Obr. €. 24: Vliv katalasy na produkci ROS u bunék K562 inkubovanych v pfitomnosti
EF24. Buriky byly kultivovany ve standardnim ristovém médiu v pfitomnosti EF24
a EF24 v kombinaci s katalasou (250 U/ml; 3 hod, 37° C). Kontrolni hodnota byla
poloZzena ¢Cislu 1. Vysledky pfedstavuji prdmérnou hodnotu ze tfi méfeni se
smérodatnou odchylkou. *...statisticky vyznamny rozdil v produkci ROS u bunék
K562 po pusobeni EF24 a EF24 v kombinaci s katalasou (P<0,05).
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Obr. €. 25: Vliv katalasy na vyskyt apoptotickych bunék K562 inkubovanych
v pfitomnosti EF24. Buriky K562 byly kultivovany ve standardnim rdstovém meédiu
v pritomnosti latky EF24 a EF24 v kombinaci s katalasou (250 U/ml; 24 hod, 37° C).
Vysledky predstavuji prmérnou hodnotu ze tfi méreni se smérodatnou odchylkou.
*...statisticky vyznamny rozdil mezi bufikami K562 po pusobeni EF24 a kombinace
latky EF24 s katalasou (P<0,05).

5.3 Tvorba adukti EF24 s thioly

Dale jsme zkoumali vznik aduktd EF24 s thioly v ristovém médiu a uvnitf bunék.

a) Stabilita latky EF24 ve standardnim rustovém médiu po pusobeni thiolu

Do standardniho média bylo pfidano EF24 nebo EF24 v kombinaci s NAC, pfipadné
EF24 v kombinaci s GSH. V €asovych intervalech byly odebirany vzorky a obsah
volného EF24 byl analyzovan pomoci LC-MS/MS. Samotny EF24 je ve standardnim
médiu relativné stabilni, k mirnému poklesu koncentrace této latky dochazi zifejmé
zduvodu reakci s komponenty média. Po pusobeni NAC nebo GSH dochazi
k vyraznému ubytku volného EF24, coz naznacuje, Zze pravdépodobné dochazi ke

vzniku pfislusnych adukta (viz obr. . 26).
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Obr. &. 26: Vliv NAC a GSH na stabilitu EF24 ve standardnim rdstovém médiu. Do
standardniho média byla pfidana 1uM EF24 nebo 1uM EF24 v kombinaci s 2mM
NAC nebo 1uM EF24 v kombinaci 2mM GSH. Po pfidani NAC (kysela sul) a také
GSH (okyseleny roztok pro zabranéni oxidace GSH) klesne pH média na hodnotu
6,8. V Casovych intervalech byly odebirany vzorky a obsah volného EF24 byl
analyzovan pomoci LC-MS/MS. Vysledky pFedstavuji primérnou hodnotu ze C&tyF
méreni se smérodatnou odchylkou. *...statisticky vyznamny rozdil mezi extracelularni
koncentraci latky EF24 (nM) bez/v kombinaci s NAC v €ase (P<0,05); #... statisticky
vyznamny rozdil mezi extracelularni koncentraci latky EF24 (nM) bez/v kombinaci
s GSH v Case (P<0,05).

b) Charakteristika aduktl EF24 s thioly

Podle literatury jsme usuzovali, Zze pokles volného EF24 po pusobeni NAC nebo

GSH je zpusoben vznikem pfisluSnych mono- a bis-aduktd (Sun et al., 2009).
ProtoZze jsou bis-adukty minoritni produkty Michaelovy adice (Sun et al., 2009),
zamerili jsme se pouze na detekci a charakteristiku pfisluSnych mono-aduktu.
LC-MS/MS analyza mono-aduktu EF24-NAC a mono-aduktu EF24-GSH je uvedena
na obr €. 27 a 28.
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Obr. €. 27: Charakteristika aduktu EF24 s NAC ve vodném roztoku. Ve vodném
roztoku byla namichana smés 20uM EF24 v kombinaci s 2mM NAC (pH 5,5) a obsah
mono-aduktu EF24-NAC byl analyzovan pomoci LC-MS/MS. HPLC analyza
s hmotnostni detekci mono-aduktu EF24-NAC: a) Chromatogram EF24 a mono-
aduktu EF24-NAC (prekursorovy molekularni ion m/z 312,2, pfipadné 475,0;
produktovy molekularni ion m/z 149,0 pro oba ionty); b) Hmotnostni spektrum
molekularniho iontu mono-aduktu (m/z 475,0), fragmentace na produktovy ion
EF24+H (m/z 312,2) a CgH;NF+H (m/z 149,0).
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Obr. €. 28: Charakteristika aduktu EF24 s GSH ve vodném roztoku. Ve vodném
roztoku byla namichana smés 20uM EF24 v kombinaci s 2mM GSH (pH 5,5) a obsah
mono-aduktu EF24-GSH byl analyzovan pomoci LC-MS/MS. a) Chromatogram EF24
a mono-aduktu EF24-GSH (prekursorovy molekularni ion m/z 312,2, pfipadné 619,0;
produktovy molekularni ion m/z 149,0 pro oba ionty); b) Hmotnostni spektrum
molekularniho iontu mono-aduktu (m/z 619,0), fragmentace na produktovy ion
EF24+H (m/z 312,2), GSH+H (m/z 308,0) a CoH;NF+H (m/z 149,0).
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c) Tvorba aduktd EF24 s thioly v ristovém médiu

Nejdfive jsme zjiStovali, zda dochazi k tvorbé aduktd EF24 s thioly v ristovém médiu
bez pfitomnosti bunék. Do standardniho média bylo pfidano EF24 nebo EF24
v kombinaci s NAC (nebo s GSH). V Casovych intervalech byly odebirany vzorky
a obsah aduktd byl analyzovan pomoci LC-MS/MS. Z analyzy je zfejmé, ze
v ristovém médiu bez bunék dochazi krychlé tvorb& mono-adukti EF24-NAC
a EF24-GSH (viz obr. €. 29). Tyto vysledky naznacuji, Zze ubytek volného EF24 |ze
vysvétlit tvorbou pfislusnych aduktd v ristovém médiu s pfidavkem NAC nebo GSH,
ikdyzZ nemame k dispozici pfesna kvantitativni data a tvorba pfislusnych bis-aduktd

nebyla analyzovana.
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Obr. &. 29: Semikvantitativni analyza aduktd EF24 s thioly ve standardnim ristovém
meédiu. Do standardniho média bylo pfidano 1uM EF24 a 1uM EF24 v kombinaci
s 2mM NAC nebo 2mM GSH. V €asovych intervalech byly odebirany vzorky a obsah
aduktt byl analyzovan pomoci LC-MS/MS. Vysledky pfredstavuji primérnou hodnotu
ze tfi méfeni se smérodatnou odchylkou. a) Analyza aduktl ve smési 1uM EF24
s 2mM NAC. *..statisticky vyznamny rozdil mezi extracelularnim obsahem aduktu
EF24 bez a v kombinaci s NAC v Case (P<0,05). b) Analyza aduktd ve smési 1uM
EF24 s 2mM GSH. *...statisticky vyznamny rozdil mezi extracelularnim obsahem

aduktu EF24 bez a v kombinaci s GSH v ¢ase (P<0,05).
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d) Stabilita latky EF24 v burikach K562 po plUsobeni thiold

Buriky byly inkubovany s latkou EF24 a EF24 v kombinaci s 2mM NAC nebo 2mM
GSH (37° C). V danych casovych intervalech byl pomoci LC-MS/MS analyzovan
intracelularni obsah volného EF24. Je vidét, Z2e 2mM NAC a 2mM GSH

zpusobuiji signifikantni ubytek intracelularniho obsahu volného EF24 (viz obr. &. 30).
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Obr. €. 30: Vliv NAC a GSH na stabilitu EF24 v bunkach K562. Bunky byly
inkubovany s 1uM EF24 a 1uM EF24 v kombinaci s 2mM NAC nebo 2mM GSH
(37° C). V casovych intervalech byl pomoci LC-MS/MS analyzovan intracelularni
obsah volného EF24. Vysledky pfedstavuji primérnou hodnotu ze tfi méfeni se
smérodatnou odchylkou. *...statisticky vyznamny rozdil mezi burikami K562 po
pusobeni EF24 a kombinace latky EF24 s 2mM NAC (P<0,05); #... statisticky
vyznamny rozdil mezi bufikami K562 po pusobeni EF24 a kombinace latky EF24
s 2mM GSH (P<0,05).

e) Tvorba intracelularnich aduktt EF24 s thioly

Dale jsme méfili vznik intracelularnich aduktt s thioly. Buriky obsahuji vysokou
koncentraci GSH, a tak intracelularni tvorba mono-aduktu EF24-GSH byla zjisténa
podle predpokladl (viz obr. €. 31a). Pfidavek extracelularniho NAC indukoval vznik
intracelularnino mono-aduktu EF24-NAC a inhiboval vznik mono-aduktu EF24-GSH
(viz obr. €. 31b). Podobné pfidavek extracelularnihno GSH inhiboval vznik
intracelularnino mono-aduktu EF24-GSH (viz obr. €. 31c).
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Tyto vysledky naznacuji, ze patrné hlavnim protektivnim u€inkem NAC a GSH je

rychla konverze extra i intracelularnino EF24 na pfislusné adukty.

a)

b)

Intracelularni obsah aduktu EF24-GSH (a.u.)

1

1

Intracelularni obsah aduktu EF24-NAC (a.u.)

2000 ~

O 1uM EF24
B 1M EF24 + 2mM NAC

0000

8000 +

6000 +

4000 +

2000 +

40000 ~

35000 +

30000 -

25000

¢as (hod)

@ 1uM EF24

B 1uMEF24 + 2mMNAC

20000

15000

10000 -

5000

¢as (hod)

73



12000 +

O 1uMEF24
e B 1M EF24 + 2mM GSH
S 10000
T
[72]
Q
<
8000
[10)
2
E *
S 6000 - * %
N
(]
(2]
o)
(o)
£ 4000
©
=)
D
o
T 2000
IS

0

1 3 6
¢as (hod)

Obr. €. 31: Intracelularni tvorba mono-aduktu EF24 s thioly. Buriky byly inkubovany
s 1M EF24 a1uM EF24 v kombinaci s 2mM NAC nebo 2mM GSH (37° C).
V Casovych intervalech byl pomoci LC-MS/MS analyzovan intracelularni obsah
aduktl EF24-NAC a EF24-GSH. Vysledky pFedstavuji primérnou hodnotu ze tfi
méfeni se smérodatnou odchylkou. a) Intracelularni tvorba mono-aduktu EF24-GSH
po plUsobeni samotné latky EF24 a EF24 v kombinaci s 2mM NAC. *...statisticky
vyznamny rozdil mezi burikami K562 po plUsobeni EF24 a kombinace latky EF24
s 2mM NAC (P<0,05). b) Intracelularni tvorba mono-aduktu EF24-NAC po pusobeni
samotné latky EF24 a EF24 v kombinaci s 2mM NAC. *...statisticky vyznamny rozdil
mezi burfikami K562 po plsobeni EF24 a kombinace latky EF24 s 2mM NAC
(P<0,05). c) Intracelularni tvorba mono-aduktu EF24-GSH po pusobeni samotné
latky EF24 a EF24 v kombinaci s 2mM GSH. *...statisticky vyznamny rozdil mezi
bufkami K562 po pusobeni EF24 a kombinace latky EF24 s 2mM GSH (P<0,05).

f) Analyza cytotoxickych u&inkd aduktl na bunky K562

VySe uvedené vysledky rovnéz nepfimo ukazuji, ze vznikajici adukty nemaji stejné
cytotoxické uc€inky jako samotné EF24. Abychom potvrdili tuto hypotézu, provedli
jsme nasledujici experimenty.

Do standardniho média byla pfidana latka EF24 do vysledné koncentrace 50uM
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a NAC do vysledné koncentrace 2mM (to stejné bylo provedeno pro GSH; vysledky
neukazany). V €asovych intervalech byly odebirany vzorky a obsah volného EF24 byl
analyzovan pomoci LC-MS/MS. Cilem bylo zjistit, kdy bude polovina EF24 v reak¢ni
smési konvertovana na adukty (viz obr. €. 32; Sipkou oznacen Cas, kdy je polovina
EF24 konvertovana na adukty). Tato smés pak byla pfidana k bufkam v rlistovém
médiu tak, aby nominalni koncentrace EF24 byla 0,25; 0,5; 1 a 2uM EF24 (realna
koncentrace volného EF24 ve smési je vS8ak polovicni). Po 24 hod se méfil
cytotoxicky efekt této smési na buriky K562 v porovnani se samotnym EF24.
Residualni koncentrace extracelularnino NAC (80uM; pfitomné po pfidani k bunécné

suspenzi) neméla vliv na intracelularni obsah volného EF24 (vysledky neukazany).
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Obr. €. 32: Vliv NAC na stabilitu EF24 ve standardnim rdstovém médiu. Do
standardniho média bylo pfidano 50uM EF24 a 50uM EF24 v kombinaci s 2mM
NAC. V Casovych intervalech byly odebirany vzorky a obsah volného EF24 byl

)
}

Extracelularni koncentrace EF24 (nM’

analyzovan pomoci LC-MS/MS. Sipkou je oznaden &as, kdy je polovina smési
zkonjugovana a polovina je tvofena volnym EF24. Vysledky predstavuji prmérnou

hodnotu ze Ctyf méfeni se smérodatnou odchylkou.

Vliv aduktl EF24 s NAC na proliferaci a viabilitu bunék
Buriky K562 byly vystaveny plsobeni latky EF24 a reakéni smési EF24 s NAC, kde

polovina EF24 byla pfeménéna na adukty. Po 24hod inkubaci byly porovnavany
cytotoxické ucinky pomoci MTT testu. Méfeni jasné ukazalo, ze samotné EF24 ma
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signifikantné vyssi cytotoxicky ucinek nez EF24, které je z poloviny pfeménéné na
adukty (viz obr. €. 33).

O EF24
* BEF24 + NAC

100 | ==

(5}
o
|

(2}
o
|

N
o
|

ABS 570 nm (%)

N
o
|

0 0,25 0,5 1 2

Koncentrace EF24 (uM)

Obr. &. 33: Vliv aduktt EF24 s NAC na proliferaci a viabilitu K562 bunék. Buriky K562
byly kultivovany ve standardnim ristovém médiu v pfitomnosti latky EF24 a smési,
ktera obsahuje jednu polovinu EF24 pfeménénou na adukty s NAC (24 hod, 37° C).
Vysledky pfedstavuji primérnou hodnotu ze tfi méfeni se smérodatnou odchylkou.
*...statisticky vyznamny rozdil mezi burfikami K562 po plsobeni EF24 a smési latky
EF24 s NAC (P<0,05).

Vliv aduktt EF24 s NAC na indukci apoptosy u bunék K562
Bunky K562 byly kultivovany v pfitomnosti latky EF24 a reakcni smési EF24 s NAC,

kde polovina EF24 byla pfeménéna na adukty. Po 24hod inkubaci byla provedena
analyza morfologickych a biochemickych zmén spojenych s apoptosou. Morfologicka
analyza jader ukazala, Ze v pfitomnosti samotného EF24 dochazi k signifikantnimu
zvySeni poctu apoptotickych bunék nez po pusobeni EF24, které je z poloviny
preménéné na adukty (viz obr. €. 34). Analyza obsahu DNA pomoci pritokové
cytometrie rovnéz potvrdila signifikantné zvySeny pocet hypodiploidnich bunék po

pusobeni samotného EF24 (viz obr. €. 35).
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Obr. &. 34: Vliv adukti EF24 s NAC na morfologii jader bunék K562. Buriky K562 byly
kultivovany ve standardnim rustovém médiu v pfitomnosti latky EF24 a smési, ktera
obsahuje jednu polovinu EF24 pfeménénou na adukty s NAC (24 hod, 37° C).
Vysledky predstavuji prmérnou hodnotu ze tfi méreni se smérodatnou odchylkou.
*... statisticky vyznamny rozdil mezi burikami K562 po pusobeni EF24 a smési latky
EF24 s NAC (P<0,05).
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Obr. €. 35: Vliv aduktd EF24 s NAC na vyskyt hypodiploidnich bunék K562. Burky
K562 byly kultivovany ve standardnim rudstovém médiu v pfitomnosti latky EF24
a smési, ktera obsahuje jednu polovinu EF24 pfeménénou na adukty s NAC (24 hod,
37° C). Vysledky predstavuji primérnou hodnotu ze tfi méfeni se smérodatnou
odchylkou. *...statisticky vyznamny rozdil mezi bunkami K562 po plsobeni EF24
a smési latky EF24 s NAC (P<0,05).
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VySe uvedené vysledky ukazuji, ze adukty EF24-NAC vykazuji signifikantné nizsi

cytotoxické ucinky nez samotna latka EF24 u bunék K562.

5.4 Vliv EF24 na expresi receptorti TRAIL-R2 a FAS

Prace jinych autord naznaluji, ze EF24 zesiluje svlj proapoptoticky u&inek
prostfednictvim zvySené exprese a sekrece ligandu FAS u bunék karcinomu
vajeCnikl (Selvendiran et al., 2007). ZvySena sensitivita bunék vuc¢i vnéjSim
proapoptotickym stimulim muze byt podobné& navozena zvySenou expresi tzv.
Jreceptord smrti“. Nékteré latky jsou schopné u nadorovych bunék indukovat
zvySenou expresi téchto receptorl. Proto jsme studovali, zda latka EF24 zvySuje
expresi receptord TRAIL-R2 a FAS u leukemickych bunék K562. Tyto ,receptory
smrti“ aktivuji kaspasovou kaskadu tzv. ,vné&jsSi apoptotickou drahou®.

Bunky byly vystaveny plsobeni 0,25 a 0,5uM EF24 (tyto koncentrace nejsou pro
bunky tolik cytotoxické). Po 24 hod byla provedena analyza exprese receptor(
TRAIL-R2 a FAS pomoci fluorescenéné znacCenych protilatek a vzorky byly méfeny
na pratokovém cytometru. Jako pozitivni kontrola byl zvoleny quercetin, ktery
indukuje zvySenou expresi téchto receptorli. Obr. €. 36 a 37 zobrazuji typické
zaznamy a grafy analyzy exprese receptoru TRAIL-R2 a FAS u bunék K562 po
pusobeni latky EF24. Z vysledkd mUzeme usoudit, Ze latka EF24 nema vyznamny
vliv na expresi receptori TRAIL-R2 a FAS (viz obr. €. 36 a 37).
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Obr. €. 36: Analyza exprese TRAIL-R2 receptoru u bunék K562. Buriky byly
kultivovany ve standardnim rustovém médiu v pfitomnosti latky EF24 a quercetinu
jako pozitivni kontroly (24 hod, 37° C). a) Typicky zaznam analyzy exprese receptoru
TRAIL-R2 u bunék K562 po pusobeni latky EF24; b) Vliv latky EF24 na expresi
receptoru TRAIL-R2. Vysledky pfedstavuji primérnou hodnotu ze tfi méfeni se
smérodatnou odchylkou. *...statisticky vyznamny rozdil mezi neovlivnénymi bunkami

a bunikami po plsobeni latky EF24 nebo quercetinu (P<0,05).
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Obr. €. 37: Analyza exprese FAS receptoru u bunék K562. Buriky byly kultivovany ve
standardnim rustovém médiu v pfitomnosti latky EF24 a quercetinu jako pozitivni
kontroly (24 hod, 37° C). a) Typicky zaznam analyzy exprese receptoru FAS u bunék
K562 po plsobeni latky EF24; b) Vliv latky EF24 na expresi receptoru FAS. Vysledky
predstavuji primérnou hodnotu ze tfi méfeni se smérodatnou odchylkou.
*...statisticky vyznamny rozdil mezi neovlivnénymi burikami a bufikami po pusobeni
latky EF24 nebo quercetinu (P<0,05).
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5.5 Analyza exprese proteint inhibitort apoptosy
Survivin a XIAP patfi do rodiny IAPs (Crook et al., 1993). IAPs inhibuji kaspasy

ajsou inaktivovany = Smac/Diablem a Omi/HtrA2, coz jsou faktory
z mezimembranového prostoru mitochondrii. U savcl bylo identifikovano osm &lenu
rodiny IAPs: Apollon/BRUCE, clAP-1, clAP-2, ILP-2, Livin, NAIP, survivin a XIAP
(Obexer et Ausserlechner, 2014). Nadorové bunky mohou mit expresi IAPs
zvySenou, €¢imZ je u nich potlatena indukce apoptosy. Napfiklad survivin je
exprimovany pouze Vv nadorovych bunkach popfipadé v embryonalnich bunkach
(Sah et al., 2006). XIAP je nejen vyznamnym inhibitorem kaspasy-9 a kaspasy-3/7,
ale jeho exprese je komplexnim zplsobem provazana s NF-kB (Galban et Duckett,
2010; Deveraux et al., 1997). Nékteré latky mohou inhibovat IAPs a tim zvysSit
citlivost nadorovych bunék k apoptotickym signalim (Almagro et Vucic, 2012). Proto
jsme se v dalSich experimentech zaméfili na Ulohu téchto faktor v procesu indukce
bunééné smrti latkou EF24.

Bunécna linie K562 byla inkubovana s latkou EF24 (17 hod, 37° C). Byla provedena
izolace proteinli, nasledna elektroforeticka separace proteinl a western blotting.
Z vysledkl je vidét, ze exprese proteinu XIAP se signifikantné snizila, zatimco

exprese survivinu se signifikantné zvysila (viz obr. €. 38).
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Obr. €. 38: Vliv latky EF24 na expresi XIAP a survivinu. a) Typické obrazky western
blottu: XIAP - 1: kontrola; 2: 1uM EF24; 3: 2uM EF24; Survivin - 1: kontrola; 2: 1uM
EF24; 3: 2uM EF24; Hsp 90 - 1: kontrola; 2: 1uM EF24; 3: 2uM EF24;
b) Denzitometrické kvantitativni hodnoceni exprese XIAP a survivinu. Kontrolni
hodnota byla poloZena Cislu 1. Hodnoty byly normalizovany na mnozstvi vneseného
proteinu Heat shock protein 90 (Hsp90). Denzitometrické kvantitativni hodnoceni
exprese proteini bylo provedeno pomoci programu Imaged. Vysledky pFedstavuji
primérnou hodnotu ze tfi méfeni se smérodatnou odchylkou. *...statisticky vyznamny
rozdil v expresi XIAP mezi neovlivnénymi burfikami a burfikami po pusobeni latky
EF24 (P<0,05); #..statisticky vyznamny rozdil v expresi survivinu mezi

neovlivnénymi bufikami a burikami po pusobeni latky EF24 (P<0,05).
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5.6 Vliv exprese ABCG2 na cytotoxické ucinky EF24

V pfedchazejicich experimentech jsme ukazali, ze ABCB1 neovliviiuje citlivost
leukemickych bunék k EF24 (Skoupa, bakalarska prace, 2014). Proto jsme se
rozhodli vyzkousSet vliv této latky také na dalSi vyznamny lékovy transportér - ABCG2.
V experimentech jsme pouzili buriky K562/ABCG2/E7, které maiji fenotyp MDR diky
zvySené expresi ABCG2.

e Vliv exprese ABCG2 na proliferaci a viabilitu bunék ovlivnénych EF24

Bunky K562/ABCG2/E7 byly vystaveny plsobeni latky EF24 a EF24 v kombinaci
s 0,3uM KO143 (inhibitor transportéru ABCG2) po dobu 24 hod. Bunky K562, které
neexprimuji ABCG2, byly pouzity jako kontrola. Méfeni pomoci MTT testu prekvapivé
ukazalo, Ze bunky K562/ABCG2/E7 jsou citlivéjSi nez burniky K562. Inhibitor nemél

vliv na citlivost bunék vici EF24 (viz obr. €. 39).
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Obr. €. 39: Vliv exprese ABCG2 na proliferaci a viabilitu bunék inkubovanych
v pfitomnosti EF24. Buriky K562 byly kultivovany ve standardnim rdstovém médiu
v pfitomnosti latky EF24 a EF24 v kombinaci s 0,3uM KO143 (24 hod, 37° C).
Vysledky pfedstavuji primérnou hodnotu ze tfi méfeni se smérodatnou odchylkou.
*...statisticky vyznamny rozdil po pUsobeni latky EF24 mezi bunkami K562
a K562/ABCG2/E7 (P<0,05).
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o Vliv exprese ABCG2 na indukci apoptosy u bunék ovlivnénych EF24
Bunky K562 a K562/ABCG2/E7 byly vystaveny plsobeni EF24 a EF24 v kombinaci
s 0,3uM KO143 po dobu 24h. Nasledné byla provedena analyza morfologickych

a biochemickych znakl apoptosy. Morfologicka analyza jader ukazala narast
apoptotickych bunék u linie K5662/ABCG2/E7 v porovnani s kontrolnimi  bunkami
K562. Po pfidani inhibitoru nebyl detekovan rozdil (viz obr. &. 40).

Analyza obsahu DNA pomoci prutokové cytometrie rovnéz ukazala, ze u bunék
K562/ABCG2/E7 doslo ke zvySeni pocCtu hypodiploidnich bunék v porovnani s K562.
Inhibitor opét nemél vliv na citlivost bunék vaci EF24 (viz obr. &. 41).
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Obr. & 40: Vv exprese ABCG2 na morfologii jader leukemickych bunék
inkubovanych v pfitomnosti EF24. Bunky K562 byly kultivovany ve standardnim
ristovém médiu v pfitomnosti latky EF24 a EF24 v kombinaci s 0,3uM KO143
(24 hod, 37° C). Vysledky predstavuji primérnou hodnotu ze tfi méfeni se
smeérodatnou odchylkou. *...statisticky vyznamny rozdil po pusobeni latky EF24 mezi
bufkami K562 a K562/ABCG2/E7 (P<0,05).
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Obr. €. 41: Vliv exprese ABCG2 na vyskyt hypodiploidnich leukemickych bunék
inkubovanych v pfitomnosti EF24. Buriky K562 byly kultivovany ve standardnim
ristovém médiu v pfitomnosti latky EF24 a EF24 v kombinaci s 0,3uM KO143
(24 hod, 37° C). Vysledky predstavuji primérnou hodnotu ze tfi méfeni se
smérodatnou odchylkou. *...statisticky vyznamny rozdil po pusobeni latky EF24 mezi
bufkami K562 a K562/ABCG2/E7 (P<0,05).

Vysledky naznacCuji, ze exprese ABCG2 nesnizuje cytotoxické ucinky EF24 na
leukemické bunky K562. Prekvapivé byla sledovana signifikantné vysSi citlivost
u bunék K562/ABCG2/E7 vié&i latce EF24. Slo by uvaZzovat o kolateralni sensitivité,
ale tato hypotéza byla vyvracena experimentem s K562/ABCG2/G7 burnkami, které
maji podobnou expresi ABCG2 transportéru jako K562/ABCG2/E7. Vysledky u téchto
bunék ukazaly srovnatelnou citlivost s kontrolnimi burikami K562 (vysledky

neukazany).

e Vliv exprese ABCG2 na intracelularni hladinu EF24

ABC transportéry zpUsobuji svoji aktivitou snizeni intracelularni hladiny |éciva
v bunikach, &imz dochazi ke vzniku rezistence. Aby se potvrdily pfedchazejici
vysledky, tak byla méfena intracelularni hladina EF24 u bunék K562
a K562/ABCG2/E7. Bunky byly inkubovany s latkou EF24 a EF24 v kombinaci
s 0,3uM KO143 po dobu 3 hod pfi 37° C. Intracelularni obsah latky EF24 se u bunék
K562 a K562/ABCG2/E7 vyrazné neli§i a to ani po pfidani inhibitoru ABCG2

transportéru (viz obr. €. 42).
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Obr. €. 42: Intracelularni obsah EF24 u bunék K562 a K562/ABCG2/E7. Buriky K562
byly kultivovany ve standardnim rdstovém médiu v pfitomnosti latky EF24 a EF24
v kombinaci s 0,3uM KO143 (3 hod, 37° C). Vysledky pfedstavuji prumérnou hodnotu

ze tfi méfeni se smérodatnou odchylkou.

Vysledky ukazuji, ze EF24 neni substratem ABCG2 transportéru.
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6. Diskuse

Teoreticka Cast této diplomové prace popisuje nadorové onemocnéni CML a pfehled
léCebnych postupu v historickém kontextu. DalSi ¢ast uvodu se zabyva hledanim
alternativnich protinadorovych [éCiv, jejichz pfedlohy Ize nalézt v pfirodé. V této
souvislosti je zde popsan terapeuticky potencial analogu kurkuminu EF24 a jeho vliv
na transkripCni faktor NF-kB. Zavérecna Cast teoretického uvodu popisuje ulohu ABC
transportéru pfi vzniku fenoménu MDR u nadorovych bunék.

Experimentalni ¢ast zahrnuje zejména vysledky vlivu thiold na cytotoxické ucinky
latky EF24 na modelové linii bunék chronické myeloidni leukemie K562.

Nedavné vysledky v literatufe ukazaly, Ze molekula EF24 mize Michaelovou adici
tvofit adukty s thioly, konkrétné s GSH, a ze tyto adukty maji stejné cytotoxické
uCinky jako samotna latka EF24 u bunék MDA-MB-435 in vitro (Sun et al., 2009).
Protoze se nam zdal tento vysledek prekvapivy, rozhodli jsme se zjistit, zda podobny
efekt Ize pozorovat i pro jiné thioly (napfiklad NAC) a u jinych bunék (K562).

Z pfedchazejicich experimentu jsme védéli, Ze EF24 ma silné antiproliferaéni ucinky
a indukuje bunéfnou smrt s morfologickymi a biochemickymi znaky apoptosy
u bunék K562 (Skoupa, bakalarska prace, 2014).

Nové ziskané vysledky v ramci této diplomové prace ukazaly, Zze EF24 indukuje
apoptosu, kterou predchazi snizeni intracelularni hladiny GSH (viz obr. €. 22)
a zvySena produkce ROS (viz obr. ¢ 23). Dale jsme zjistili, ze pfidavek
extracelularniho NAC a GSH k bunkam ovlivnénym latkou EF24 ma signifikantni
protektivni ucinek a inhibuje indukci apoptosy (viz. obr. €. 18-23). Vzhledem k tomu,
Ze NAC i GSH jsou znama antioxidacni Cinidla, ktera navic zabranuji depleci GSH,
nabizi se jednoduché vysvétleni protektivnino u€inku. DalSi detailni experimenty
nicméné ukazuji, ze vySe popsanym zplUsobem nelze zcela vysvétlit protektivni
ucinky NAC a GSH na bunky K562 ovlivnéné EF24.

Podle vysledkd LC-MS/MS analyz jsme zjistili, ze pfidavek NAC nebo GSH do
ristového média vede k rychlému ubytku volného EF24, a to extra i intracelularné
(viz obr. €. 26; 30). Z dalSich analyz je zfejmé, ze v rustovém médiu (i bez bunék)
dochazi k rychlé tvorbé& mono-aduktl EF24-NAC a EF24-GSH (viz obr. &. 29).
K tvorbé pfislusnych mono-aduktl EF24-NAC a EF24-GSH dochazi i intracelularné
(viz obr. €. 31). Tyto vysledky jsou v souladu s literarnimi udaji (Sun et al., 2009)
a naznacuji, ze ubytek volného EF24 je ziejmé mozné vysvétlit tvorbou pfislusnych
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aduktd v rastovém médiu s pfidavkem NAC nebo GSH. Vznikem pfislusnych bis-
aduktl jsme se nezabyvali, vzhledem k tomu, Ze jsou minoritnim produktem reakce
(Sun et al., 2009). Uplnou kvantitativni analyzu jsme nebyli schopni provést, protoze
jsme neméli standardy pfisluSnych aduktu.

VySe uvedené experimenty zaroven naznacuji, ze adukty EF24 s NAC nebo GSH
nemaji stejné cytotoxické ucinky jako samotny EF24 (viz obr. €. 18-21).

Abychom potvrdili naSe predpoklady, ze adukty EF24 s thioly nemaji stejny
cytotoxicky ucinek jako samotné EF24, pusobili jsme na bunky smeési, ktera
obsahovala polovinu volného a polovinu pfeménéného EF24 na adukty s NAC
a cytotoxické pusobeni této smési jsme porovnavali se samotnym EF24. Nase
vysledky jasné ukazaly, ze samotné EF24 ma signifikantné vyssi cytotoxicky ucinek
nez EF24, které je z poloviny pfeménéné na adukty (viz obr. €. 33-35).

Analogické experimenty pro GSH nebyly dokonceny. Na zakladé vySe uvedenych
experimentld se domnivame, Ze hlavni cytoprotektivni efekt NAC (a patrné i GSH)
spoc€iva v rychlé konverzi EF24 na pfislusné adukty, které maji signifikantné nizsi
cytotoxicky uc€inek nez samotné EF24. Pfimy dlkaz, ze i adukty EF24 s GSH jsou
méné toxické nez samotné EF24 nemame.

V literatufe je zminéno, Ze EF24 zesiluje svuj proapoptoticky ucinek prostfednictvim
zvySené exprese a sekrece ligandu FAS u bunék karcinomu vaje¢nikl (Selvendiran
et al., 2007). Protoze zvySena citlivost bunék vuci vnéjSim proapoptotickym stimulim
muze byt také navozena zvySenou expresi tzv. ,receptort smrti“, tak jsme sledovali,
zda latka EF24 zvySuje expresi receptord TRAIL-R2 a FAS u bunék K562.
Z dosazenych vysledkl muzZeme usoudit, Ze latka EF24 nema vyznamny vliv na
expresi receptort TRAIL-R2 a FAS (viz obr. €. 36; 37).

Dale jsme studovali vliv EF24 na expresi vybranych antiapoptotickych proteinG
z rodiny IAPs. Zaméfili jsme se pouze na dva, konkrétné survivin a XIAP, které maji
podstatny vyznam pro prezivani fady nadorovych bunék. Je znamo, ze survivin je
exprimovany pouze v nadorovych popfipadé v embryonalnich bunkach a je
povazovan za vyznamny faktor, ktery ¢ini nadorové buriky méné citlivé vici signalim
bunééné smrti (Sah et al., 2006). Exprese XIAP je komplexnim zplusobem propojena
s drahou transkripcniho faktoru NF-kB, kromé toho uc€inné inhibuje kaspasove
proteasy (Galban et Duckett, 2010; Deveraux et al., 1997). Z vysledku je patrné, Ze
EF24 ma protichudné ucinky na expresi vybranych antiapoptotickych proteinu
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z rodiny IAPs, které se patrné navzajem eliminuji: exprese survivinu byla pfekvapivé
zvySena a exprese XIAP byla snizena (viz obr. €. 38).

V predchazejicich experimentech bylo prokazano, Zze ABCB1 neovliviuje citlivost
leukemickych bunék k EF24 (Skoupa, bakalarska prace, 2014). Proto jsme se
rozhodli vyzkouSet vliv této latky také na ABCG2 transportér. Z vysledku Ize usoudit,
Ze exprese ABCG2 transportéru nezpusobuje rezistenci u bunék K562/ABCG2/E7
vuci latce EF24 (viz obr. €. 39-42). Pfekvapivé byla sledovana signifikantné vyssi
citlivost u bunék K562/ABCG2/E7 (viz obr. €. 39-42). Hypotéza o mozné kolateralni
sensitivité byla nicméné vyvracena experimentem s K562/ABCG2/G7 burnikami, které
maji podobnou expresi ABCG2 transportéru jako K562/ABCG2/E7. Vysledky u téchto
bunék ukazaly srovnatelnou citlivost s kontrolnimi bunkami K562 (vysledky
neukazany). Z dosazenych vysledkl je patrné, ze EF24 je velmi slibnou latkou s
potencialem pro Ié¢bu pacientd s MDR fenotypem spojenym se zvySenou expresi
ABC transportért, protoze EF24 neni substratem dvou nejdllezitéjSich Iékovych
transportérd: ABCB1 (Skoupa, bakalarska prace, 2014) a ABCG2 (vysledky této

prace).
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. Zaver

Apoptosu indukovanou EF24 pfedchazi pokles intracelularni hladiny GSH
a zvySena produkce ROS.

NAC i GSH zamezuji snizeni intracelularni hladiny GSH, inhibuji produkci ROS
a snizuji proapoptotické ucinky EF24.

Protektivni u€inky NAC i GSH spocivaji zejména v tom, Ze v jejich pfitomnosti
dochazi k rychlé extra a intracelularni konverzi EF24 na pfislusné adukty, jejichz
cytotoxické ucinky jsou pravdépodobné nizsi.

Prokazali jsme, Ze mono-adukt EF24-NAC ma signifikantné nizZSi cytotoxické
ucinky nez samotny EF24.

EF24 neovliviiuje expresi receptortd TRAIL-R2 nebo FAS.

Vliv EF24 na expresi sledovanych inhibitord apoptosy ma protichlidné ucinky.
Exprese ABCG2 neovliviuje intracelularni hladinu EF24 a nesniZuje citlivost
bunék k EF24.
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9. Seznam pouzitych zkratek a symbolu

ABC transportéry

abl
Ac-DEVD-AMC
Apaf 1

APC

ATP

bcr

bcr-abl

BCRP, ABCG2
Cdc

CDKs

CFTR

CK1a
CML
COX-2
CTL
DCHF-DA
ECACC
EF24
ELAM-1
FDA
FGF
FISH
GAPS
GDP
GRB2
GSK-3p3
GSH
GTP
Hsp90
hTERT

ATP binding cassette transporters

Abelson Murine Leukemia Virus

acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-7-amino-4-methyl kumarin

Apoptotic protease activating factor 1
adenomatous polyposis coli
adenosintrifosfat

breakpoint cluster region

fuzni leukemicky gen

breast cancer resistance protein

cell division cycle

cyklin dependentni kinasy

cystic fibrosis transmembrane regulator

(transmembranovy regulator na cystickou fibrozu)

casein kinase 1a

chronicka myeloidni leukémie
cyklooxygenasa-2

cytotoxické T-lymfocyty
2',7°-dichlorofluorescein diacetat
European Collection of Cell Cultures
3,5-bis(2-fluorobenzyliden)piperidin-4-on
endotelialni adhezni molekuly leukocyti-1
The Food and Drug Administration USA
fibroblastovy ristovy faktor
fluorescencni in-situ hybridizaci
GTPase-Activating Proteins
guanosindifosfat

growth factor receptor-bound protein 2
glycogen synthase kinase-33

glutathion

guanosintrifosfat

Heat shock protein 90

telomerasa
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HIF-1a
ICAM -1
IFN-a
kB

IKK
IL-6 (1)
ILP-2
iNOS

JAK-STAT

LC/MS
MAPK
MDM2

MDR

MDR1, ABCB1, P-gp
MMPs
MRP1, ABCC1
mTOR
mTORC1 (2)
MTT

NAC

NAIP

NBDs
NF-kB

NK bunky
OA

PBS

PDK1
PI3K/Akt
PIP2

PIP3
PML/RARa

hypoxia inducible factor-1a

intracelularni adhezni molekuly-1

interferon-a

inhibitor-kappaB

IkB kinasa

interleukin-6 (1)

|IAP-like protein-2

inducible nitric oxide synthase (inducibilni syntasa oxidu
dusnatého)

Janusova tyrosinkinasa-signal transducer and activation
of transcription

liquid chromatography/mass spectrometry

mitogenem aktivované proteinkinasy

mouse double minute 2 homolog

multidrug resistance (mnohocetna Iékova rezistence)
P-glycoprotein

matrixové metaloproteinasy

multidrug resistance protein 1

mechanistic target of rapamycin

mTORcomplex1 (2)
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl tetrazolium bromid
N-acetylcystein

neuronal apoptosis inhibitory protein

nucleotid binding domains (nukleotid vazajici domény)
nuclear factor-kappaB

natural killer cells

oxid arsenity

phosphate buffered saline
3-phosphoinositide-dependent protein kinase 1
fosfatidylinositol-3-kinasa
fosfatidylinositol-(4,5)-difosfat
fosfatidyl-inositol-3-fosfat

promyelocytic leukemia/retinoic acid receptor a
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pRb

PTEN

ROS
RT-PCR
SDS-PAGE

siRNA
SOS
STAT
SH2

SUR

TF

TKls
TMDs
TNF-a
Tsc1/Tsc2
TRAIL-R2
VEGF

Wnt/B-katenin
XIAPs

retinoblastomovy protein

phosphatase and tensin homolog

reactive oxygen species

reverzni transkripci spojenou s polymerasovou reakci
elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za pfitomnosti
dodecylsiranu sodného

small interfering RNA

Son of Sevenless

signal transducer and activator of transcription

Src homology 2

sulfonylurea receptor

tkanovy faktor

tyrosinkinasové inhibitory

transmembranové domény

tumor necrosis factor-a (tumor nekrotizujici faktor-a)
tuberous sclerosis heterodimer

TNF-related apoptosis-inducing ligand-receptor 2
vascular endothelial growth factor (vaskularni endotelialni
rustovy faktor)

Wingless/p-katenin

X-vazané inhibitory apoptosy
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