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CIiLE PRACE

Vypracovat ptehled o problematice rakoviny, maligniho melanomu, 1é¢bé melanomu,
studovanych latek (betulinova kyselina, betulin a jeho derivaty, lupeol a jeho derivaty)
a apoptotickych markert.

Cilem experimentalni Casti bylo charakterizovat antiprolifera¢ni ucinky vybranych
derivati betulinu a lupeolu na nadorovou bunécnou linii G-361 (buiky odvozené
od lidského maligniho melanomu) in vitro a stanovit bunétnou proliferaci, detekci
bunééného cyklu a apoptosy prutokovou cytometrii, biochemickymi testy aktivity

caspas a Western blotem.



1 UVOD

wevr

umrtnosti. Kazdy rok zemfe na toto onemocnéni vice nez 50 000 pacientd (Pirard
a Vries, 2007). Pravé diky faktorim zhorSujicim zivotni prostiedi (zvySena expozice
UV zéafeni, nezdravy zivotni styl, zn&CiSténi atd.) se jeho incidence stale zvySuje
(200 000 pacientt ro¢né po celém svété, Mathers et al., 2001). I ptes Siroké portfolio
dostupnych 1é¢iv a pres vyznamny pokrok V medicingé zistava prozatim jednou
pouze 7-25 % (Balch et al., 1997; Bedikian et al., 2006). Usp&snost 16¢by maligniho
melanomu je tedy nizka a terapeuticka odpovéd’ nedostacujici, proto byly v této
predlozené praci zkoumany nové syntetizované derivaty lupanovych triterpent, které
vykazovaly vyznamnou cytotoxickou aktivitu proti bunkdm odvozenym od lidského
maligniho melanomu in vitro. Vyhodou derivati lupanovych triterpenti je také lepsi
farmakokineticky profil a hydrofilita (Sarek et al., 2011).

Triterpenoidy, predev§im volné triterpenoidy, saponiny, fytosteroly, ¢i jejich
prekurzory se dostaly do popiedi zajmu diky svym rozmanitym biologickym
vlastnostem. Triterpeny patii mezi pfirodni latky - terpeny (Connolly a Hill, 2005a;
Connolly a Hill, 2005b; Dzubak et al., 2006). Pfirodni latky jsou bohatym zdrojem
slou€enin s protirakovinnymi u€inky. Pravé pfirodni latky a latky od nich odvozené
tvofi vice nez 60 % protinadorovych agens. Pochéazi ptivodem z rostlin, motskych
zivo¢ichli a mikroorganismii. Vyuziti rostlin v 1é€bé lidskych chorob i rakovinného
onemocnéni ma dlouhou historii (Cragg a Newman, 2005).

Tato studie je zaméfena konkrétné na saponiny, pfirodni lupanové triterpeny, mezi
které¢ se tfadi kyselina betulinova, betulin a lupeol. I kdyZ jsou kyselina betulinova
a dalsi triterpeny znamy dlouhou dobu, az do nedévna nebyla zndma jejich selektivni
cytotoxicka aktivita proti bunkdm lidského melanomu (Cichewicz a Kouzi, 2004;
Eiznhamer a Xu, 2004; Salvador, 2010). Kyselina betulinova a betulin se nachazi
zejména v kufe biiz (Betula spp.), avSak lupeol se vyskytuje v ovoci a 1éCivych
rostlinach (Dzubak et al., 2006). Cilem zkoumani novych 1éCiv je zvySeni
terapeutického indexu latky, snizeni 1ékové rezistence a jejich cilené plisobeni pouze
v nadorovych bunkach. Vhodné modifikace jejich vychozi struktury nam mohou
poskytnout analoga svelmi zvySenou protinddorovou aktivitou. Proto jsou

syntetizovany jejich derivaty, jez mohou vykazovat nizsi toxicitu vii¢i nenadorovym



bunkdm. Pro syntézu derivati mohou byt jejich prekurzory snadno modifikovany
a substituovany v polohach C-3 a C-28 (Chatterjee et al., 2000; Pakulski, 2005; Dzubak
et al., 2006; Cmoch et al., 2008; Pakulski et al., 2009; Sarek et al., 2009; Kommera et
al., 2011).

Maligni melanom je nadorové onemocnéni kize vznikajici z melanocytli, bunék
neuroektodermalniho puvodu, bunék produkujicich pigment kize a o¢i. Nador neni
U lidské populace je jednim z nejvice smrtelnych nadorti bez u¢inné 1é¢by. Prestoze je
vétsina jedincl s diagnézou melanomu lécena chirurgickym odstranénim primarniho
nadoru, metastatické onemocnéni vzdoruje vSem soucasnym moznostem léCby a ma
Spatnou prognézu S medianem pieziti 6 mésicu. Pred vice nez 20 lety byl genom
melanomu podroben rozsdhlému zkoumani, jez vedlo K identifikaci nékolika gent
podilejicich se na genezi a progresi melanomu (Miller a Mihm, 2006; Dahl a Guldberg,
2007).

Dnes jiz existuje fada slibnych novych 1é¢iv, z nichz kazdé je G¢inné u malého
procenta pacientt. V piedkladané praci je uvedeno né€kolik souc¢asnych moznosti 1éCby
rakoviny kuze, jako lokalni farmakoterapie a 1é€by maligniho melanomu, jako
chemoterapie, polychemoterapie, biologicka lécba cytokiny, biochemoterapie a cilena
lé¢ba. Standardni 1éEbou zatim zlstava podavani vysokych davek interleukinu-2
a dakarbazinu. V budoucnu by pacienti mohli byt 1éCeni na zakladé molekularni
klasifikace nadoru selektivné cilenou lécbou, ktera bude urcena pro podskupiny
pacientll a bude zalozena na charakterizaci nddoru i charakterizaci imunitni odpovédi.
Vyznamny piinos VI1écbé maligniho melanomu predstavuje 1é¢ivo vemurafenib
(PLX4032) a genistein. Vemurafenib je inhibitor proteinu BRAF a ma protinadorové
ucinky proti melanomové bunééné linii nesouci mutaci BRAF V600E, ale ne proti
bunkam s nemutovanym BRAF (wild-type). Protein BRAF patii do rodiny raf/mil
serin/threoninovych proteinkinas a hraje roli v regulaci MAPK/ERK signalni drahy,
ktera ma vliv na bunééné déleni, diferenciaci a sekreci
(www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/673). Genistein je inhibitor fokalni adhesivni kinasy
(FAK), coz je protein-tyrosinkinasa (Jilaveanu et al., 2009; Chapman et al., 2011; Park
etal., 2012).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/673

2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Nadorové onemocnéni

Jednim z hlavnich divodu studia rakoviny je, Zze jedna pétina lidi zemie na toto
onemocnéni. Postupem casu bylo objeveno mnoho proteind, které vykazuji
abnormality béhem rakoviny a tyto abnormality mohou vést k nekontrolovatelnému
rastu, zvySenému déleni, potlaeni bunééné smrti, nebo K jejich abnormalnim
znakiim, jenz rakovinné buiiky vykazuji. Lidské t&lo obsahuje vice nez 10 bungk
a z toho miliardy bun¢k kazdy den mutuji. Av§ak mutace mize dat jedné z bunck
selektivni vyhodu, kdy rychleji roste, d€li se, preziva snadnéji nez jeji sousedni
bunky a dava zdklad dalSim mutantnim klonim. Nakonec za¢nou mutantni klony
prosperovat ze sousednich bun¢k. Tudiz mutace, konkrétné¢ kompenzacni mutace
zajiStujici prezivani nadorovych bunék patii mezi tzv. ,mission critical® udalosti
(klicové a kritické udalosti), jejichz konvergence je nutnd pro vyvoj vsech
zhoubnych nadorti. Dale je do téchto kritickych udalosti fazena deregulace bunécéné
proliferace, ktera je téméf ve vSech pfipadech spolu s potlatenim bunééné smrti
zasadni pro neoplastickou progresi. Dnes je zndmo, ze aktivujici mutace ovliviiujici
strukturu proteinu BRAF je soucasti 40 % lidskych melanomil, coz ma za nasledek
konstitutivni signalizaci pfes RAF Kk mitogenem aktivovanému proteinu (MAP)-
kinasové drahy (Evan a Vousden, 2001; Alberts et al., 2008a; Davies a Samuels,
2010). Protein RAF (faktor asociovany s RAS) je MAP kinasa kinasa kinasa
(MAP3K) a je soucasti MAPK/ERK drahy. Po aktivaci proteinem RAS (GTPasa)
mize RAF fosforylovat a aktivovat proteinkinasy MEK1 a MEK2, které aktivuji
serin/threonin specifické proteinkinasy ERK1 a ERK2. Aktivované ERK jsou
pleiotropni efektory bunééné fyziologie a hraji dualezitou roli v kontrole genové
exprese souvisejici s bunéénym délenim, apoptosou, diferenciaci a bunéénou migraci
(www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/5894).

Nadorové buiiky se vyznacuji dvéma dédicnymi vlastnostmi: (1) reprodukuji se
navzdory omezovani buné¢ného rustu a déleni normalnich bunék; (2) napadnou
a kolonizuji oblast, kterd byla rezervovana pro dalSi buiky. Takto rostouci
a proliferujici abnormalni buniky nejsou kontrolovany a vedou ke vzniku tumoru.
Dokud se nadorové buiiky nesifi, mluvime o nddoru benignim a naprostého vyléceni
obvykle dosdhneme chirurgickym odstranénim. Jestlize je nador maligni, bunky

napadaji okolni tkdn¢, mluvime o rakovinném onemocnéni. Invazivni bunky pak
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vstupuji do krve nebo lymfatickych cév a vytvoii sekundérni nador, nazyvany
metastaze. Je znamo celkem Sest charakteristickych znakii maligniho nadoru, které
umoziuji rist nadoru a Sifeni metastazi. Mezi tyto zasadni vlastnosti rakovinnych
bunck patfi: Sobéstatnost v produkci ristovych signdlii, necitlivost k signalim
zastavujicim bunécny cyklus, poSkozeni apoptosy, neomezeny replikacni potencial,
schopnost angiogeneze a tvorba metastaz. Nicméné, vroce 2011 Hanahan
a Weinberg uvadeji dalsi ¢tyfi znaky maligniho nadoru: deregulace energetického
metabolismu, Gnik pfed imunitnim systémem, genomova nestabilita a mutace
a nadorem vyvolany zanét (Hanahan a Weinberg, 2000; Evan a Vousden, 2001,
Alberts et al., 2008a; Hanahan a Weinberg, 2011).

Jiz od svého pocatku se diky studiu molekularni podstaty rakovinného
onemocnéni stala 1é¢ba ucinngjsi. Témét ve vSech ptipadech jsou cile lécby
zamétfeny na deregulaci bunécéné proliferace, potlaceni bunéné smrti a spole¢né
poskytuji zédkladni platformu pro progresi nddoru. Rakovina je klasifikovana podle
bunécné tkané a typu bunc¢k, ze kterého vznikla. Stejné tak jako progrese nadoru
vedouci k nekone¢né kombinaci genetickych a epigenetickych zmén, jez provazeji
fadu riiznych onemocnéni, tak i 1é¢iva na rakovinné onemocnéni musi byt rozmanité
jako samotné onemocnéni. Karcinomy vznikaji z epitelidlnich bun¢k a fadi se
mezi nejcastéjsi rakoviny u lidi. Sarkomy vznikaji z pojivové tkané nebo svalovych
bunék. Dale rozlisujeme leukémie a lymfomy, odvozené od bilych krvinek a jejich
prekurzorti (hemopoetickych bun¢k), i glioblastom, odvozeny od bunék nervové
soustavy. VétSina nddorG je charakterizovana podle jejich plivodu. Napiiklad
karcinom bazalnich bun¢k vznika z keratinocytii v klizi a pokracuje syntézou
cytokeratinovych intermediarnich filament. Zatimco buniky melanomu jsou odvozené
od pigmentovych bun¢k v kiizi a ¢asto (ale ne vzdy) pokracuji tvorbou pigmentovych
granuli. Karcinom bazélnich bun¢k kize je lokalné invazivni a pouze vzacné
metastazuje, ale melanomy se stavaji ¢astéji maligni a tvofi metastaze. A proto je
karcinom bazalnich bunc¢k lécen okamzité chirurgicky nebo lokdlnim ozafenim,
avsak maligni melanom metastazuje a je obvykle smrtelny (Evan a Vousden, 2001;
Alberts et al., 2008a).

Obecné plati, ze rychlost vyvoje populace bun€k (i rakovinnych) zavisi na ¢tyfech

parametrech: (1) mutacni rychlosti, tzn. jakykoliv ¢len populace prodéla genetickou

zménu (pravdépodobnost na gen za jednotku Casu); (2) poctu reprodukujicich se jedinct

v populaci; (3) rychlosti reprodukce, tzn. primérny pocet generaci potomstva vytvoieny
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za jednotku Casu; (4) selektivni vyhod¢ vyuzivané uspéSnymi mutantnimi jedinci, tzn.
pomér poctu piezivsiho fertilniho potomstva vytvoreného za jednotku ¢asu na pomeér
poctu piezivsiho fertilniho potomstva vytvoifeného nemutantnimi jedinci (Alberts et al.,

2008a).

2.1.1 Maligni melanom

Melanom je Sestym nejcastéjSim rakovinnym onemocnénim a tento zhoubny nador ma
nejvyssi narast incidence (Rigel, 1997). Na zakladé ¢lanku Jemal et al. (2008) vyskyt
stale stoupa a vroce 2008 bylo odhadem ve Spojenych statech americkych 62 480
novych piipad (34 950 muzi, 27 530 Zeny) a 8 420 umrti (5 400 muzi, 3 020 Zeny).
Podle Mezinarodni agentury pro vyzkum rakoviny (IARC) patii Australie, Novy Zéland
mezi zemée s nejvyssSim vyskytem a Spojené staty americké se fadi az na sedmém misté
(Jilaveanu et al., 2009). Maligni melanom téZ moderné nazyvan ,,Cerny mor™, ponévadz
jeho vyskyt az epidemicky nartistd a ma vysokou imrtnost (Chin et al., 1998). Ackoliv
je vétsina jedincl S diagn6zou melanomu léc¢ena chirurgickym odstranénim primarniho
nadoru, metastatické onemocnéni vykazuje rezistenci na dostupnou 1é¢bu. Agresivita
melanomu je dana okamzitou tvorbou metastaz se Stfedni dobou preziti 6 mésici.
Melanom je relativné vzacny ve srovnani s jinymi druhy rakoviny kize (<5%), ale stalé
zodpovédny za 80 % vSech tmrti rakovin kiize (Miller a Mihm, 2006). Oproti dal§im
rakovinam toto nadorové onemocnéni ¢asto postihuje mladé a lidi stfedni véku. Vrchol
vyskytu je mezi 35 az 55 lety véku (Tsao et al., 2004).

Plivod vzniku melanomu neni pfesné¢ znam. Za rizikové faktory jsou povazovany
kozni fototyp, dysplastické névy, RTG zafeni, chronickd iritace, imunosuprese,
geneticky podklad (u 2-5 %) a jiné. Jedinym znamym rizikovym faktorem tykajiciho se
zivotniho prostiedi je vystaveni se ultrafialovému zafeni. A tedy zménam opalovacich
navyku lze alespoil z ¢asti mizeme pfipsat dramaticky nartist vyskytu za poslednich 50
let. Ve skutecnosti se melanom vyskytuje vice na strané kize, ktera je vystavena
sluneCnimu zafeni. Nicméné, je vztah mezi melanomem a expozici ultrafialovym
zatenim slozity. V kizi diferencované melanocyty reaguji na ultrafialové zateni tim, ze
produkuji melanin, jenz je pienesen do okolnich keratinocytl, coz vede k odpovedi
na opalovani. Je zndmo, ze vyskyt melanomu je niz§i u osob pracujicich venku
neZ u pracujicich uvnitf. Pracujici venku si totiz pokozku opaluji pomalu a jsou méné
nachylni kK melanomu. Pracujici uvnitf uz tak ¢asto nevystavuji pokozku slune¢nimu

zateni a maji vétsi sklon k slune¢nim spaleninam (Houghton a Viola, 1981; Tucker



a Goldstein, 2003; Cap et al., 2005). Rovnéz jsou vice ohroZeni jedinci kavkazoidni
(europoidni) rasy nez negroidni, se zrzavymi vlasy Ci svétlovlasi, S modryma nebo
zelenyma ocima a jedinci produkujici méné pigmentu kvili genetickym zménam
v receptoru pro melanokortin-1 (Holman et al., 1986; Valverde et al., 1995; Palmer et
al., 2000).

Maligni melanom vznikd =z epidermdlnich melanocyti nebo melanocytarnich
prekurzorovych bunék odvozenych z neuralni listy, migrujicich do kize a vlasovych
folikult béhem embryonalniho vyvoje (Bennett, 1993). Je piitomen na kazi trupu,
koncetin, na dlanich a ploskdch nohou a pod nehtovymi ploténkami. Mulze se
vyskytovat i v jinych lokalizacich, jako napf. na sliznici dutiny ustni, nosni, vedlejsich
nosnich dutinach, oblasti rekta a genitalu. Krom¢ toho mutize vznikat primarné v oku
a jatrech (Cép et al., 2005).

Iniciace a progrese melanomu jsou dale doprovazeny fadou histologickych zmén
popsanych v Clarkové modelu (Clark, 1991). Jinym dé€lenim na stadia klinického
onemocnéni je histologické podle Breslowa, zaloZzené na hodnoceni invaze melanomu
v milimetrech (Breslow, 1970). Clarkiv model zahrnuje celkem pét stadii: (1) névy
a benigni léze; (2) dysplastické névy vyznacujici se nahodnymi a nesouvislymi
cytologickymi atypiemi; (3) faze radidlniho rtstu, kde buiky ziskdvaji schopnost
proliferace intraepidermalné; (4) faze vertikalniho ristu, kde bunky penetruji skrz
bazalni membranu do spodni dermis a podkozni tkan¢; (5) metastazujici melanom
vyznacujici se Sifenim bunck do jinych ¢asti ktize a dalSich organti. Nejkriti¢téj$im
bodem je pravdépodobné piechod mezi tieti a Ctvrtou fazi. Rist keratinocytli neni
kontrolovan, coz odpovida tloustce tumoru, a je jednim z nejsiln€jSich ukazatell
metastazujiciho onemocnéni a nepiiznivych klinickych vysledku (Tsao et al., 2004).

Pro rozpoznani zmén maligniho melanomu se uziva akronym piejaty z anglického
jazyka ABCDE (Asymetry - asymetrie, Border - okraj, Color - barva, Diameter -
primér, Enlargement — riist v Case). Pravé z pigmentovych névli vznikd 40 az 50 %
melanomi. Kromé nepravidelnych okrajti, rozmazanych, neostrych okraja
s nepravidelnymi zafezy a vybézky, skvrnité barvy (hnéd¢ az Cerné), velikosti vEétsi nez
5-6 mm a neustalého zvétSovani se mezi dalsi objektivni zndmky malignizace névu fadi
krvaceni, mokvani a nodularni riist vV pozdnich formach a zanétliva reakce v okoli névu
(Cap et al., 2005).

Dahl a Guldberg (2007) uvadeji, ze akumulace somatickych mutaci u klicovych
regulac¢nich gent (napf. proto-onkogeny NRAS, BRAF,CDK4 a tumor supresorové geny
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INK4A, TP53) je hnaci silou iniciace a progrese vyvoje melanomu. U melanocytarnich
nadoru byly zjistény tii molekularni drahy, u kterych ¢asto dochazi k dysregulaci. Jsou
to: RAS-RAF-MEK-ERK draha (prostfednictvim mutaci BRAF, NRAS nebo KIT),
p16™N *A.CDKA4-RB dréha (prostiednictvim mutaci INK4A nebo CDK4) a ARF-p53
draha (prostfednictvim mutaci ARF nebo TP53). Dale jsou znamy jest¢ dvé drahy,
u nichz dochazi k dysregulaci, avSak ne tak casto. Jsou to: PI3K-AKT driha
(prostiednictvim mutaci NRAS, PTEN ¢i PIK3CA) a tzv. kanonicka Wnt signalni draha
neboli B-cateninova draha (prostfednictvim mutaci CTNNB1 ¢i APC); (Dahl a Guldberg,
2007).

2.1.2 Eventuality 1é¢by maligniho melanomu
Tato kapitola se bude vénovat moznostem IéCby pomoci tzv. ,single-agent®
chemoterapie, polychemoterapie, biologické 1é¢by cytokiny, biochemoterapie a cilené

lécby.

2.1.2.1 ,Single-agent*“ chemoterapie
»dingle-agent® chemoterapie ma omezenou ucinnost. Néktera chemoterapeuticka
¢inidla vykazuji jisty u¢inek na maligni melanom, avSak mira odezvy je relativné nizka
(<25 %). Dakarbazin, slouceniny platiny, vinca alkaloidy, derivaty nitrosomocoviny
a taxany spadaji mezi aktivni chemoterapeutika (Jilaveanu et al., 2009). Cytotoxickou
chemoterapii je v nadorovych buitkidch indukovdna bunéénad smrt aktivaci apoptotické
kaskady, jez je iniciovana uvolnénim cytochromu ¢ z mitochondrie a aktivaci caspasy-9
(Searle et al., 1975; Soengas a Lowe, 2003).

Dakarbazin je alkylaéni cinidlo (terapeuticka odpoveéd 7-25 %), podava se
v monoterapii intraven6zné¢ a je Uc¢inny pro podkozi, lymfatické uzliny a plicni
metastazy  (Balch et al, 1997, Bedikian,  2006).  Temozolomid,
imidazotetrazinovy derivat dakarbazinu, pisobi na mozkové nadory, pro které je
dakarbazin neefektivni (Bleehen et al., 1995). U pacientt 1é¢enych temozolomidem byl
median pieziti 7,7 mésicl a u pacientti 1é¢enych dakarbazinem 6,4 mésicti (Middleton et
al., 2000).

Dalsi dvé latky majici aktivitu proti malignimu melanomu jsou cisplatina
a karboplatina. U cisplatiny byla zaznamenana terapeuticka odpoveéd’ az 16,3 %
(Glover, 2003) a u karboplatiny 19 % (Evans et al., 1987).

Vindesin, derivat vinblastinu, je zastupcem vinca alkaloidi. V jedné studii
zaznamenali miru odpovédi 20 %, o par let pozdéji ve studii z roku 2003 opét vyuzili
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vindesin jako chemoterapeutikum u druhé linie monoterapie, ale bez odezvy (Quagliana
et al., 1984; Emmert et al., 2003).

Mezi zastupce derivatii nitrosomoc¢oviny fadime karmustin, lomustin, semustin
a fotemustin. Tyto derivaty vykazovaly miru odezvy az 20 %, jestlize byly pouzity jako
monoterapie u pokrocilého stadia pacientd s melanomem. Jsou lipofilni a maji
schopnost prochdzet pies hematoencefalickou bariéru, proto byly zkoumdany
1 u mozkovych metastaz. Protinadorové ucinky véetné¢ odezvy u mozkovych metastaz
byly zaznamenany pouze u fotemustinu s mirou odpovédi 24,2 % (Costanza et al.,
1977; Jacquillat et al., 1990; Jones et al., 1992). Naopak v roce 2004 Auvril et al. (2004)
uvadgji ve své studii srovnani dakarbazinu s fotemustinem s terapeutickymi odpovéd'mi
7,2% a 15,5 %.

Paclitaxel a docetaxel zafazujeme do skupiny taxanti. Paclitaxel je rostlinny produkt
izolovany z ktry stromu Taxus brevifolia. Jeho median doby reakce je piiblizné 5
meésicti a mira odpovedi 15,6 %. Docetaxel je syntetizovan ze slouceniny (10-deacetyl—
baccatin I11) extrahované z jehli¢i Taxus baccata, jeho mira odezvy je 17 % a median
doby reakce 9 mésicu (Wiernik a Einzig, 1993; Aamdal et al., 1994; Bedikian et al.,
2004).

| kdyz vSechna chemoterapeuticka cinidla méla protinadorovou aktivitu, stale se
nejvice vyuzivd dakarbazin a ziistdva standardem monoterapie tohoto rakovinného
onemocnéni. Vzhledem k nizké mife odpovédi se chemoterapeutika ¢asto kombinuji

s jinymi chemoterapeutiky nebo biologickymi agens (Jilaveanu et al., 2009).

2.1.2.2 Polychemoterapie

V polychemoterapii se nejcastéji kombinovala rizna chemoterapeutickda cinidla
(slouceniny platiny, vinca alkaloidy nebo derivaty nitrosomocoviny) s dakarbazinem
s lécebnou odpovédi vrozmezi 14 az 37 %. Nicméné, neprokdzaly prevahu
nad monoterapii dakarbzinem (Costanza et al., 1977; Fletcher et al., 1988; Avril et al.,
1990). Nejvice pouzivanou polychemoterapii je kombinace cisplatiny, vinblastinu
a dakarbazinu nebo kombinace cisplatiny, dakarbazinu, karmustinu a tamoxifenu
s 1écebnou odpoveédi 30 az 50 % (Legha et al., 1989). Vzhledem k nedostatku dikaz,
ze polychemoterapie je lepsi nez monoterapie chemoterapeutikem, je 1écba maligniho
melanomu u prvni linie diskutabilni, jelikoZ toxicita spojena s polychemoterapii je vyssi

nez s monoterapii (Jilaveanu et al., 2009).



2.1.2.3 Lécba cytokiny

Nasledujici moznosti je 1é¢ba cytokiny, mezi které spada interferon-a. (IFN-a),
interleukin (IL)-2, IL-4, IL-6, IL-12 a IL-18, jakoz i faktor stimulujici kolonie
granulocytid a makrofagli (GM-CSF). Miry odezvy jsou nizké, ale trvalé. Zda se, ze
alesponi podskupina pacienti by mohla byt 1écena cytokiny. Ackoliv je tato léCba
nadé&jnd, vykazuje vysokou miru toxicity, coz omezilo jeji vyuziti v pokrocilé fazi
onemocnéni. ZvySeni ucinnosti a sniZzeni toxicity bylo dosazeno pouzitim menSich
davek spolu v kombinaci s chemoterapii (biochemoterapii). Rovnéz byly toxické ucinky
mén¢ vyrazné pouzitim pegylované¢ho IFN-o (PEG-IFN-a); (Cascinelli et al., 2001,
Dummer et al., 2006). Pokud byl podavan pouze interferon a, bylo dosazeno miry
odezvy 10 az 22 % a nebyla zavisla na davce (Robinson et al., 1986; Creagan et al.,
1987; Miller et al., 1989). Podavani vysoké davky IFN-a. je v soucasné dob¢ schvaleno
ve Spojenych statech americkych jako adjuvantni 1écba u pacientd s vysokym rizikem
relapsu po chirurgické resekci (Jilaveanu et al., 2009). U pacientl v pokro¢ilém stadiu
byl také podavan ve vysokych davkach interleukin-2. Jeho celkova terapeuticka
odpoveéd’ byla 16 % (6 % tplna, 10 % ¢aste¢na) a median pieziti 11,4 mésicu (Atkins et
al., 1999; Atkins et al., 2000).

2.1.2.4 Biochemoterapie

S cilem zvysit miru odezvy a miru pieziti byla kombinovana chemoterapeuticka agens
S biologickymi.  Dany  zpiisob 1é¢by nazyvame  biochemoterapie  neboli
chemoimunoterapie. Mira odpovédi u téchto 1éCiv byla vysoka, az 60 % (Legha et al.,
1996; Legha et al., 1997). Lécba biochemoterapii je zalozena na postupném Cci
soucasném podavani biologickych 1é¢iv (IFN-a, IL-2 nebo oboji) spolu s dal§imi
chemoterapeutiky. Ovsem u vSech se nepodafil prokazat statisticky vyznamny ptinos
oproti polychemoterapii. Jeji nevyhodou je toxicita (Flaherty et al., 2001; Ridolfi et al.,
2002). Az 52% miry odezvy bylo dosazeno kombinaci IFN-a, IL-2 a dakarbazinu (Neri
et al., 2006). Naopak Hauschild et al. (2001) srovnavaji ve své studii IFN-a, dakarbazin
snebo bez IL-2. Nebyl ale prokazan zadny vyznamny rozdil. Terapeuticka odpovéd’
pro dakarbazin, IFN-o byla 18,0 % a pro dakarbazin, IFN-o, IL-2 16,1 %.
Nejrozsitengjsi biochemoterapii s mirou odpovédi az 60 % je kombinace cisplatiny,
vinblastinu, dakarbazinu, IFN-a a IL-2. Bud’ jsou nejdiive podavany chemoterapeuticka
¢inidla a aZ poté nasleduje cytokinova 1é¢ba, nebo jsou podavany soucasné (Legha et

al., 1996; Legha et al., 1997; Eton et al., 2002; Bajetta et al., 2006; Hess et al., 2007).



| kdyz se zda, ze biochemoterapie je nejucinngjsi z hlediska miry odezvy, neni jasna
prevaha nad samotnou chemoterapii s ohledem na celkové pieziti a toxicitu. Tudiz je

stale nutné hledat alternativni ptistupy 1é¢by (Jilaveanu et al., 2009).

2.1.2.5 Cilena lécba

Lécba je cilena na inhibici nadexprimovanych a konstitutivné aktivovanych
specifickych proteini. Rovnéz je cilem vysSi mira odezvy a diky selektivité cilovych
mist u malignich bun€k snizeni toxicity. V cilené 1écbé se uplatnuji hlavné inhibitory
proteinkinas - Sorafenib (BAY 43-9006; Davies et al., 2002; Flaherty et al., 2004;
Karasarides et al., 2004; Wilhelm et al., 2004; Eisen et al., 2006; Flaherty, 2006, Fecher
et al., 2008), inhibitory cilového mista rapamycinu u savci — Temsirolismus (Margolin
et al., 2005), cilené protilatky na cytotoxicky T-lymfocytarni antigen — Ipilimumab
(Hamid et al., 2007; Weber et al., 2007), agonisté ,,toll-like receptori - CpG 7909
(Wagner et al., 2004), 1éciva cilena na Bcl-2 — Oblimersen (Jansen et al., 1998;
Bedikian et al., 2006), antiangiogenni léCiva cilena proti signalni draze VEGF
(vaskularni endotelialni ristovy faktor) - kombinace interferonu s bevacizumabem, PI-
88 (antiangiogenni a antimetastaticky inhibitor heparanasy), semaxanib, sunitinib, IMC-
1121B s dakarbazinem, aflibercept (Peterson et al., 2004; Thomson et al., 2005; Varker
et al., 2007) a inhibitory ,,heat shock* proteinu 90 (Grbovic et al., 2006; Kefford et al.,
2007; Chapman et al., 2011).

Bcl-2 je antiapoptoticky protein exprimujici Se u pokroc¢ilych melanomu a také je
spojovan s rezistenci k chemoterapii. Tudiz je vyuzivan oblimersen, coz je ,,antisense*
oligonukleotid, ktery se vaZe na mRNA pro Bcl-2 a tim blokuje jeho translaci. Pfidani
oblimersenu k dakarbazinu zlepsilo vysledky celkového pieziti (9 oproti 7,8 mésictiim)
a celkové miry odezvy (13 % oproti 7,5 %). Nicméné kvuli nedostatecnému zlepSeni
celkového preziti, celkové miry odezvy a zvySené toxicité na oblimersen nebyla tato

kombinace 1é¢iv schvalena (Jansen et al., 1998; Bedikian et al., 2006).

2.1.3 Lécba rakoviny kuZze lokalni farmakoterapii

Lokalni farmakologie se zaméiuje jednak na nemelanomové kozni nadory, tzv. ,,lentigo
maligma® (in situ melanoma, LM) a na metastazujici melanom (MM).
Mezi nemelanomové kozni nadory patii predevS§im aktinicka keratoza (AK),
bazocelularni karcinom (bazaliom, BCC) a spinocelularni karcinom (spinaliom, SCC).
Lze knim pritadit také Bowenovu chorobu (BD), erythroplasia Queyrat (EQ)
a extramamarni Pagetovu chorobu (EPD). Jestlize jsou lokalni 1éCiva pouZzivana

10



u nemelanomovych néadorl, je tfeba vzit v ivahu mnoho faktord, napf. schvalenou
indikaci, u¢innost, vedlejsi ucinky, preferenci 1ékaie, vyhovéni pacientovi a samoziejmé
cenu. Nejvyhodnéjsim, co se tyce ceny, je 5-fluorouracil. Imiquimod je zase
nejuniverzalnéj$i. Na 1é¢bu keratdozy je nejvhodnéjsi 3% diclofenakovy gel v 2,5%
kyselin¢ hyaluronové. Diky své Gcinnosti a kratké dobé¢ 1écby (2-3 dny) je nadéjnym
1écivem ingenol mebutat. 1 kdyZ jsou zapotiebi dalsi studie na vétSich sériich pacientt.
Vyuziti lokalni farmakoterapie pro EQ, EPD, LM a metastazujici melanom je omezeno
na uroven dikazu (,,level of evidence) IV (Chitwood et al., 2013; Micali et al., 2014).

2.2 Prirodni latky rostlinného piivodu

Vyuziti rostlin v [é¢bé lidskych chorob i rakovinného onemocnéni ma dlouhou historii
(Hartwell, 1982). Jsou dilezitym zdrojem uGéinnych protinadorovych latek. Vice nez
60 % protinadorovych latek ziskanych z pfirodnich zdroji, ptvodem z rostlin,
moiskych zivodichii a mikroorganismd, je vV soucasné dobé uzivano. Zajem o ptirodni
latky rostlinného ptivodu zacal vroce 1950 objevem a vyvojem vinca alkaloidu
(vinblastin, vinkristin) a podofylotoxini jako potencionalnich chemoterapeutik.
Postupem ¢asu vse vedlo k objevu dalSich 1é¢iv rostlinného puvodu véetné taxand,
derivati kamptotecinu (topotecan, irinotecan), derivati epipodofylotoxinu (etoposid)
a jejich zavedeni do klinické praxe. Maji vSak své nevyhody: omezenou rozpustnost
ve vodnych roztocich, uzky terapeuticky index a jsou toxické nejen vici rakovinnym,
ale i normalnim buikam. Z tohoto diivodu je cilem zkoumani novych 1éCiv se zaméfit
na zvySeni terapeutického indexu latky, a aby cilené pulsobily jen v nadorovych
bunikach. Dnes jsou primarnimi teréi vyvoje novych 1é¢iv molekuly signalnich
transduk¢nich drah, proteiny ucCastnici se nadorové angiogeneze a maligni kmenové
bunky. Slibnymi pfirodnimi latkami nebo latkami od nich odvozenych, které jsou
Vv klinickych a preklinickych studiich, jsou naptiklad silvestrol, betulinova kyselina,
combretastatin A-4, roscovitin ¢i flavopiridol (Newman et al., 2003; Cragg a Newman,
2005; Shoeb, 2006; Giaccia a Turcotte, 2010).

2.2.1 Saponiny
Saponiny jsou steroidni nebo triterpenoidni glykosidy vyskytujici se v rostlinach,
moiskych organismech (Mahato et al., 1982) a obsahujici hydrofilni mono- nebo

oligosacharidy pfipojené k hydrofobnimu sapogeninu. Jsou vyznamné pro své
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biologické a farmaceutické vlastnosti, predevsim protirakovinné (Chiang et al., 1991,
Hu et al., 1996; Nakamura et al., 1996), antiviralni (Ikeda et al., 2000), antifungicidni
(Hufford et al., 1988), protizanétlivé, anti-HIV, nebo napf. Ufinky proti malarii
(Yamashita et al. 2002; Mutai et al., 2004). Rovnéz maji vyznamny vliv na rust rostlin
(Ohara a Ohira, 2003).

Triterpeny se fadi mezi piirodni latky, terpeny. Terpeny spolu se steroly tvofi
rozsahlou skupinu isoprenoidi. Mizeme je rozdélit dle poctu stavebnich molekul
isoprenu (2-methylbut-1,3-dienu) na monoterpeny, seskvi-, di-, sester-, tri-, tetra-
a polyterpeny (Dzubak et al., 2006). Vyskytuji se nejen ve vysSich rostlinach, ale
vzacné 1 v houbach anebo ojedinéle v mikroorganismech, plisnich a motskych
organismech (Connolly a Hill, 2005a; Connolly a Hill, 2005b). Do této skupiny bylo
zatazeno piiblizn€¢ 30 000 identifikovanych sloucenin. Diky svym rozmanitym
biologickym ucinkiim se v posledni dob¢ dostaly do poptedi zdjmu volné triterpenoidy,
saponiny, fytosteroly, ¢i jejich prekurzory (Dzubak et al., 2006). Na pocatku 50. let 19.
stoleti Ruzi¢ka a kol. zjistili, Ze veSskeré znamé CzyHs0O triterpenové alkoholy (do té
doby) byly biosyntetizovany podobné, a proto navrhli biogenetické isoprenové pravidlo
(soubor zasad), jimz mohou vysvétlit biosyntézu kazdého zakladniho skeletu triterpent.
Ze skvalenu pak vychazi biosyntéza samotnych triterpentt (Ruzicka et al., 1953,
Eschenmoser et al., 1955; Arigoni, 1959; Ruzicka et al., 1959; Razicka et al., 1963;
Xu et al., 2004).

Pohodlnym zpiisobem dodéni 1é¢iva do urcité lidské bunky je pomoci modifikace
saponini mono- ¢i trimannosylovymi zbytky a jejich interakci s mannosovymi
receptory. V glykoproteinech patogennich bakterii, kvasinek, vird a riznych parazitl se
vyskytuji a-D-mannopyranosylové koncové jednotky, jez jsou rozpoznavany receptory
makrofag (Ezekowitz a Stahl, 1988) a dendritickych bunék (Jiang et al., 1995; Sallusto
et al., 1995). Rozvétveny trisacharidovy 3,6-di-O-(a-D-mannopyranosyl)-a-D-
mannopyranosylovy ligand se s vysokou afinitou vdZe na tyto mannosové receptory
(Tanaka et al. 2000) a poskytuje mozny zpusob, jak transportovat antigeny nebo 1é¢iva
do lidskych dendritickych bunék ¢i makrofagti. Navic pfipojeni trimannosidovych
zbytkli na sapogenin zvySuje jejich rozpustnost (Cmoch et al., 2008).

Pozoruhodné se Shashidiné skupiné podatilo izolovat malou skupinu cholestanovych
glykosidovych saponinu z Ornithogalum saundersiae vykazujici cytotoxickou aktivitu
v nanomolarnich koncentracich (Kubo et al., 1992; Mimaki et al., 1997). Tyto saponiny
obsahuji nové 3, 16p, 17a-trihydroxycholest-5-en-22-onové aglykony s acetylovanym
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disacharidem na uhliku C-16. Nejvyznamnéj$im a nejaktivnéj$im saponinem je OSW-1.
Je 10-100 krat vice cytotoxicky wvii¢i nékterym nadorovym bunéénym liniim nez
klinicky pouzivané protirakovinné agens, jako je mitomycin C, adriamycin, cisplatina,
camptothecin a paclitaxel. Diky jeho cytotoxicité, jedineénému mechanismu ucinku
a selektivit¢ k malignim nadorovym bunkam maji OSW-1 a jeho analoga velky
potencial jako protirakovinné agens. Nicméné, samotné OSW-1 je cytotoxické nejen
k nadorovym bunkam, ale i k normalnim lidskym bunikam a ma tzké terapeutické okno.
Proto byly vyvinuty derivaty OSW-1. Derivaty jsou 40-150 krat citlivéjsi k rakovinnym
nez k normalnim lidskym bunkdm a jsou 15-3000 krat méné cytotoxické k normalnim
bunkdm nez OSW-1. VSe naznacCuje tomu, Ze analoga OSW-1 mohou mit Sirsi
terapeutické okno nez samotné OSW-1 (Zhou et al., 2005; Zhu et al., 2005; Maj et al.,
2011).

2.2.1.1 Betulinova kyselina, betulin a lupeol

Betulinova kyselina [3B-hydroxylup-20(29)-en-28-ova kyselina], betulin [3[3-28-
dihydroxylup-20(29)-en] a lupeol [3B-hydroxylup-20(29)-en] jsou slou¢eniny
rostlinného pivodu s dlouhou historii. Patii mezi saponiny, konkrétné mezi ptirodni
lupanové triterpeny (Cmoch et al., 2008).

Betulinova kyselina (Obr. 1) je bila krystalicka latka. Byla izolovana z mnoha
taxonomicky rozmanitych druha (Hayek et al., 1989; Maurya et al., 1989; Baglin et al.,
2003; Cichewitz a Kouzi, 2004; Krasutsky, 2006). Zna¢né mnozstvi nalezneme
ve vnéjsi kife riznych stromu, predev§im Vv biize, Betula spp. (Betulaceae), jez je také
primarnim zdrojem jejiho C-28 alkoholového prekurzoru, betulinu, z néhoz muize byt
snadno syntetizovana (Kim et al., 1997). Zajimavosti je, ze uz v minulosti byla bila

biezova kura (Betula alba) pouzivana v lidovém 1é¢itelstvi Indiany (Fulda S., 2009).

Obr. 1 Struktura kyseliny betulinové. Upraveno dle Cichewitz a Kouzi, 2004.
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Betulinova kyselina ma celou fadu biologickych vlastnosti (Pisha et al., 1995;
nejdalezitéjsi jsou vSak spojeny s inhibici replikace kmenti vird lidské imunodeficience
(HIV) a cytotoxicitou proti fadé¢ nadorovych bunéénych linii (Cragg a Newman, 2005;
Fulda, 2009). Az na ptelomu 90. let bylo popsano cytostatické plisobeni kyseliny
betulinové jako takové (Yasukawa et al., 1991). Pisha et al. (1995) uvad&ji praveé
cytotoxicky ucinek proti bunécnym liniim lidského melanomu. Nicméné novéjsi studie
ukazuji, ze ma $irsi spektrum G¢inku proti dal$im typtim nadorovych bunék (Schmidt et
al., 1997; Fulda, 1999; Zuco et al., 2002). Protinadorova aktivita je pfimo spojena
s produkci reaktivnich forem kysliku a s jeji schopnosti vyvolat permeabilizaci
mitochondridlni membrany, coz je hlavni dé€j v apoptotickém procesu, ktery spusti
bunécnou smrt. NaruSenim transmembranového potencidlu je uvolnén cytochrom c
a AIF (apoptosu indukujici faktor), poté jsou aktivovany caspasy-3 a -8, Stépeny
substraty s naslednou nuklearni fragmentaci (Fulda et al., 1998; Raghuvar Gopal et al.,
2005).

Rovnéz inhibuje in vitro aktivitu aminopeptidasy N (Melzig a Bormann, 1998) a ma
slabé inhibi¢ni Gcinky proti topoisomerase I a Ila (Syrovets et al., 2000). Jeji vlastnosti
je, ze je ucinna v prostiedi s niz§im pH (pH < 6,8), jez je vlastni vét§in¢ nadord (Noda et
al., 1997; Stubbs et al., 2000). Dale vykazuje selektivni protinadorovou aktivitu proti
neuroektodermalnim nadorim (Kim et al., 1998), zahrnujici lidsky melanom,
neuroblastom a Ewingtiv sarkom. Obzvlasté slibnou kombinaci v protirakovinné 1é¢bé
muze byt vyuziti kyseliny betulinové spolu s konvenénimi chemoterapeutiky Cci
radioterapii. Jeji derivaty vykazuji niz$i toxicitu vii¢i nenadorovym buinikam, a proto
jsou zkoumany. Ma celkem tfi mista pfistupna pro derivatizaci a to pozice: C-3
hydroxylovou skupinu, C-20 alken a C-28 karboxylovou skupinu (Pathak et al., 2002;
Sarek et al., 2010). Mohou byt piipraveny chemickou syntézou a biotransformaci
prostiednictvim bakterii (Chatterjee et al., 2000).

Betulin (Obr. 2) najdeme zejména v kuife biiz (Betula spp.), z nichz je odvozen také
jeho nazev. Diky pfitomnosti betulinu je bfezova kiira bila a ma specifické vlastnosti,
jako napf. protiplisnové a antibakterialni. Ale jeho derivaty disponuji dal§imi
biologickymi  vlastnostmi  (hepatoprotektivnimi,  anti-HIV,  protizanétlivymi,

protivirovymi, aj.), (Simonsen a Ross, 1957; Dzubak et al., 2006; www.betulinines.cz).
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Obr. 2 Struktura betulinu. Upraveno dle Cichewitz a Kouzi, 2004.

V poloze C-3 ma sekundarni B-hydroxylovou skupinu a v poloze C-28 primarni
hydroxylovou skupinu, kter¢é mohou byt snadno modifikovany a substituovany
pro syntézu derivati (garek et al., 2003; Sarek et al., 2005; Cmoch et al., 2008; Sarek et
al., 2010; Kommera et al., 2011).

Lupeol (Obr. 3) najdeme v 1é¢ivych bylinach (Minocha a Tiwari, 1981; Oliveira et
al., 2002) a v ovoci, napt. mangu, jablku (Anjaneyulu et al., 1982). Vyznaduje se
chemopreventivnimi Ucinky: potlacuje benzoylperoxid (BPO), ktery indukuje kozni
toxicitu prostiednictvim aktivace enzymovych antioxidantl inaktivovanych BPO.
Do skupiny enzymovych antioxidanti spadad glutationtransferasa, glutathionreduktasa,
glukosa-6-fosfatdehydrogenasa, glutathionperoxidasa a katalasa (Saleem et al., 2001).
1996), antiartritické (Kweifio-Okio et al., 1995; Geetha et al., 1998) a antimutagenni
ucinky (Guevara et al., 1996). Také ma antioxidac¢ni a antiangiogenni uc¢inky (You et
al., 2003; Saleem et al., 2001). Na zakladé téchto zjisténi mize byt vyuzit u nemoci
vyvolanych volnymi radikaly (Saleem et al., 2001). Jeho derivaty vykazuji i jiné
biologické vlastnosti, napiiklad cytotoxické (Sarek et al., 2003; Mutai et al., 2004;
Dzubak et al., 2006; Pakulski et al., 2009; Sarek et al., 2010).
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Obr. 3 Struktura lupeolu. Upraveno dle Cichewitz a Kouzi, 2004.

2.2.1.2 Cytotoxicka aktivita vybranych lupanovych triterpenii a jejich
syntetickych derivata
Byl testovan vliv lupanovych triterpentt ajejich  syntetickych  derivati
na zivotaschopnost normalnich a nadorovych bunécnych linii rtzného
histopatologického pivodu. Konkrétné byla stanovena protinadorova aktivita lupeolu
a jeho derivatu substituovaného v polohach C-3 a C-28 (latka s kddovym oznacenim 3),
betulinu a jeho derivata substituovanych v poloze C-3 (latky s kdédovym oznacenim 1,
2) a kyseliny betulinové. Byly porovnany in vitro cytotoxické aktivity vybranych
lupanovych triterpent a jejich syntetickych analog proti lidskym koznim fibroblastim,
BJ, a nddorovym bunécnym liniim, zahrnujici nddorové bunétné linie odvozené od T-
lymfoblastické leukémie, CEM, adenokarcinomu prsu, MCF7, cervikalniho karcinomu,
HelLa, a maligniho melanomu, G-361. Pied stanovenim viability bunék byly burky
vystaveny Sesti koncentracim v triplikditech po dobu 72 hodin. Hodnoty ICs
(koncentrace latky inhibujici Zivotaschopnost 50 % bunék) ziskané z Calcein AM testu
cytotoxicity jsou uvedeny v Tabulce 1. Hodnoty ICsy prekurzora betulinu
a lupeolu a kyseliny betulinové jako pozitivni kontroly byly testovany jiz v roce 2008
Laboratofi ristovych regulatorti, Ptirodovédeckd fakulta, Univerzita Palackého
v Olomouci publikované v Cmoch et al. (2008) a hodnoty ICsy syntetickych derivati

byly testovany Vv roce 2013 ve stejné laboratofi.
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Tab. 1 Hodnoty ICs (uM) ziskané Calcein AM testem cytotoxicity v zavislosti na testovanych
nadorovych a normalnich bunéénych liniich. Priméry + SD byly ziskany ze tii nezavislych
meéfeni provedenych v triplikatech

Slouceniny Bunééné linie (ICsp, uM)

CEM MCF7 HelLa G-361 BJ
Betulinova 40 +£2.8 >50 476+19 >50 >50
kyselina
Betulin 21,2+3,4 >50 >50 13,4+0,8 48,6 +0,1
Lupeol 276+14 >50 >50 >50 >50
1 55+0.1 26+04 15+04 1,1+0,1 6,9+0,7
2 6,7+1,1 6,6+15 54+0,8 55+0,8 54+0,8
3 13,7+4,9 78+1,7 4,7+0,3 48+0,7 18,0+0,8

“Betulinova kyselina byla pouzita jako pozitivni kontrola. Hodnoty ICsy kyseliny betulinové,
betulinu a lupeolu byly pfevzaty z Cmoch et al., 2008 a hodnoty ICs, latek 1, 2 a 3 byly méfeny
v Laboratofi rastovych regulatort, P¥irodovédecka fakulta, Univerzita Palackého v Olomouci.

Vsechny tfi derivaty mély oproti svym prekurzorim vyrazny cytotoxicky ucinek
na pouzité nadorové bun&cné linie v nizkych mikromolarnich koncentracich (ICsg 1,1 +
0,1 az 13,7 £ 4,9 uM). Nicméné, vykazovaly znac¢nou toxicitu i proti normalnim
bunkam (BJ fibroblastiim, ICsy 5,4 + 0,8 az 18,0 + 0,8 uM). Terapeuticky index latky 2
neni piili§ vysoky vzhledem k jeji vysoké cytotoxicité na normalni lidské fibroblasty,
ale latky 1 a 3 vykazovaly 3 - 6 nasobny rozdil cytotoxicity na G-361 bunky proti BJ
buitkkdm. Prekurzory, betulin a lupeol, mély podobné hodnoty ICsy jako pozitivni
kontrola kyselina betulinova, kterd byla neaktivni nebo vykazovala minimalni
cytotoxickou aktivitu (ICsp 40 £ 2,8 uM) vai¢i CEM bunééné linii. Avsak betulin byl
navic aktivni proti nadorovym bunéénym liniim odvozenym
od maligniho melanomu, G-361 (I1Cs, 13,4 + 0,8 uM) a od T-lymfoblastické leukémie,
CEM (ICsp 21,2 £+ 3,4 uM), kdezto lupeol byl aktivni v mensi mife pouze proti CEM
bunééné linii (ICso 27,6 £ 1,4 uM). Nejacinngjsi slouceninou byla latka 1, jez
vykazovala cytotoxickou aktivitu proti vSem nadorovym bunécnym liniim, ale proti
G-361 bunécné linii vykazovala vysokou selektivitu (ICso 1,1 = 0,1 uM). Vysledky
ziskané¢ Calcein AM testem znazoriiuji tii jedineCné synteticky piipravené derivaty
lupanovych triterpentt s protinadorovou aktivitou na nékolik nadorovych bunécnych

linii, zejména na bunécné linie G-361 a Hela, v nizkych mikromolarnich koncentracich.
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2.3 Proteiny souvisejici s apoptosou

Apoptosa neboli programovana buné¢éna smrt je disledkem tfady pfesné regulovanych
udalosti, které se Casto méni v nadorovych buiikach. To nam poskytuje prilezitost
pro selektivni klinickou intervenci k indukci programované smrti nadorovych bunék,
v idealnim piipad¢ bez ovlivnéni normalnich bunék (Kerr et al., 1994; Kasibhatla
a Tseng, 2003). Mnohobunécny organismus eliminuje nadbytecné, poskozené nebo
infikované buiiky pravé pomoci apoptosy. Mechanismy zapojené v procesu apoptosy
v sav¢ich bunkach popsal Horwitz (1999) na hlistici. Apoptosa je fyziologicky proces
vyznacujici se ur¢itymi znaky (Kondenzaci chromatinu, kondenzaci cytoplasmy, intaktni
mitochondrii, intaktnimi lysozomy, tvorbou membranovych vesikulli, postihuje
jednotlivé bunky, hydrolyzou chromatinu, neni spojena se zanétem atd.), (Kerr et al.
1972; Whyllie et al., 1980; Kerr, 2002). Nicméné, teprve az v 90. letech byla
programovana bunécna smrt spojena s aktivaci cysteinovych proteas — caspas, které
stépi klicové intracelularni substraty (Cerretti et al., 1992; Nicholson et al., 1995;
Alnemri et al., 1996; Liu et al., 1996; Thornberry a Lazebnik, 1998). Existuji dvé hlavni
signalni drahy zprostiedkovavajici apoptotickou bunéénou smrt: vnéjSi receptorova
a vnitini mitochondrialni (Trauth et al., 1989; Itoh a Nagata, 1993; Ashkenazi a Dixit,
1998; Green a Reed, 1998; Danial a Korsmeyer, 2004).

Vngj$i draha je iniciovana vazbou extracelularniho ligandu (napt. FasL)
na transmembranovy ,,receptor smrti“ (napf. Fas receptor), coz indukuje oligomerizaci
a aktivaci receptoru (Trauth et al., 1989; Itoh a Nagata, 1993; Danial a Korsmeyer,
2004). Po aktivaci se na intracelularni doménu receptoru (napt. FADD - Fas associated
death domain-containing protein) vazi adaptorové proteiny a poté se cely komplex
dochazi k jejich dimerizaci a aktivaci. Tyto komplexy jsou oznacovany jako DISC
neboli signalni komplexy indikujici bunécnou smrt (Kischkel et al., 1995). Aktivovana
caspasa-8/10 pak muze piimo Stépit a aktivovat efektorové caspasy, jako caspasu-3.
V nékterych bunécnych typech je vnéjSi drdha dostacujici k iniciaci bunécné smrti
(bunécny typ 1), ale v jinych buikach (bunécny typ II) musi caspasa-8 navic zapojit
I mitochondrie, coz je popsano nize (Obr. 4) jako vnitini draha (Li et al., 1998; Luo et
al., 1998; Scaffidi et al., 1998). Dalsimi receptory smrti (DR), jeZ se stejné jako FasL-
Fas receptor mohou Ucastnit vnéjSich apoptotickych drdh jsou komplex TNF ligand-

TNF-R1 a komplexy DR4/5-Apo2 L/TRAIL ligand.
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membrané, kde ligand (FasL) interaguje s transmembranovym receptorem (Fas), coz
indukuje oligomerizaci receptoru. Fas receptor ma intracelularni DD (death domain), ktera
umoziiuje navazani adaptorového proteinu FADD z cytoplasmy pfes jeho DD. K tomuto
komplexu se vaze caspasa-8 prostiednictvim interakce mezi DED (death effector domain)
na FADD a podobnou sekvenci DED caspasy-8. Aktivni caspasa-8 mize pak pfimo
aktivovat caspasu-3, nebo muze Stépit protein Bid, jez napomaha uvolnéni cytochromu c
z mitochondrie. Caspasa-9: caspasou-9 je aktivovana wvnitini mitochondrialni drahou.
V mitochondrii anti-apoptoticti ¢lenové rodiny Bcel-2 (napt. Mcl-1, Bcl-2, Bcl-X,) inhibuji
uvolilovani cytochromu € z mitochondridlniho mezimembranového prostoru. Naopak pro-
apoptoticti ¢lenové rodiny Bcl-2 (naptf. Bax, Bak) usnadiiuji uvoliiovani cytochromu c.
Pouze proteiny smotivem BH3 pomahaji regulovat rovnovahu mezi pro- a anti-
apoptotickymi Cleny rodiny Bcl-2. Také je aktivita proteinii rodiny Bcl-2 regulovana
na rdznych urovnich: na urovni exprese gent (ovlivnéné napf. proteinem p53),
fosforylace/defosforylace proteint aj. Kontrolnim bodem vnitini drahy apoptosy je pomér
Bax/Bcl-2, po jehoz zvyseni je jiZz apoptosa ireverzibilni, a je regulovan anti-apoptotickymi
(Rb, Mcl-1, Bcl-2 atd) a pro-apoptotickymi proteiny (Bax, p53 atd.).
Po translokaci cytochromu ¢ do cytoplasmy se cytochrom ¢ vaze na Apaf-1, diky ¢emuz
dochazi ke konforma¢nim zménam v Apaf-1 a oligomerizaci do heptamerické struktury
caspasa-9 pak piimo $tépi efektorové caspasy, jako caspasu-3. Nasledné aktivovana caspasa-
3 stépi protein PARP. Pfevzato a upraveno z Parrish et al., 2013.
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Ve vnitini draze hraji centralni roli mitochondrie. Nejprve caspasa-8 §tépi protein
Bid, ktery aktivuje pro-apoptotické ¢leny rodiny Bcl-2 a antagonizuje anti-apoptotické
proteiny. Nasledné¢ dochazi k permeabilizaci vnéj$i mitochondridlni membrany
a uvolnéni jedné z komponent dychaciho fetézce - cytochromu ¢ z mezimembranového
prostoru mitochondrie do cytoplasmy. Cytochrom c¢ interaguje s adaptorovym
proteinem Apaf-1 (faktor aktivujici apoptotické proteasy-1). Poté se na tento komplex
vaze pro-caspasa-9, diky ¢emuz dochazi k jeji aktivaci, a vznika heptamericky komplex
apoptosomu (Liu et al., 1996; Zou et al., 1997; Acehan et al., 2002; Boatright et al.,
2003). Aktivovana caspasa-9 §té€pi a aktivuje ,,downstream® efektorové caspasy (Obr.
4), naptiklad caspasu-3 (Slee et al., 1999). Mitochondrialni draha je regulovana
pozitivnimi a negativnimi regulatory. Mezi tzv. spoustéée se mohou fadit — onkogeny,
nedostatek kysliku (hypoxie), deprivace rustovych faktorti, volné radikaly, virové
infekce, hypertermie, radiace, toxiny a dalsi stresové signaly. Kromé cytochromu c
mohou byt do cytoplasmy uvolnény i proteiny Smac/DIABLO a AIF (Du et al., 2000;
Saelens et al., 2004).

2.3.1 Caspasa-3

Caspasy jsou cysteinové proteasy (cysteinyl aspartate-specific proteases) a jsou
syntetizovany v bufice jako neaktivni zymogeny (pro-caspasy) aktivujici se
proteolytickym Stépenim (Thornberry et al., 1992; Earnshaw et al., 1999). Deset
vykonné (caspasy-3, -6, -7) a zanétlivé (caspasy-1, -4, -5); (Cohen, 1997; Rai et al.,
2005). Dale byly identifikovany caspasy-11, -12, -13 a -14 (Hu et al., 1998; Nakagawa
et al., 2000, Koenig et al., 2001; Kang et al., 2002).

Caspasa-3 (CPP32, apopain) je nejlépe charakterizovana efektorova caspasa
(Fernandes-Alnemri et al., 1994; Nicholson et al., 1995; Tewari et al., 1995). Ma
jednak odlisné, ale i pfekryvajici se funkce s caspasou-7 a caspasou-6 (Slee et al., 1999;
Lakhani et al., 2006; Luthi a Martin, 2007; Inoue et al., 2009). Caspasa-3 je aktivovana
zprosttedkovava zpétnou vazbu na caspasu-9 (Srinivasula et al., 1998; Slee et al.,
1999b). Je stale regulovana prostiednictvim riznych posttranslacnich modifikaci. Je
fosforylovana PKCd (proteinkinasa C, pro-apoptoticka kinasa) a p38 (fosforyluje
Ser150, inhibuje caspasu-3). Proteinfosfatasa 2A naopak zase Serl50 defosforyluje
a obnovuje aktivitu caspasy (Voss et al., 2005; Alvarado-Kristensson et al., 2004;
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Alvarado-Kristensson a Andersson, 2005). Také je modifikovana ubikvitinylaci (Huang
et al., 2000).

2.3.2 PARP-1 [poly(ADP-ribosa) polymerasa-1]

Poly(ADP-ribosa) polymerasa-1 vyuziva jako substrat B-NAD®, syntetizuje a pienasi
polymery ADP-ribosy na glutamatové, aspartatové a lysinové zbytky akceptorovych
proteind, ¢imZz méni jejich funkéni vlastnosti (Chambon et al., 1963; D*Amours et al.,
1999; Shall a Murcia, 2000; Schreiber et al., 2006; Yelamos et al., 2008). Tato
posttranslacni modifikace je dynamicky proces a je podrobena degradaci pomoci
enzymu poly(ADP-ribosa) glykohydrolasy (PARG) a poly(ADP-ribosa) hydrolasy 3
(ARH3), (Mayer-Ficca et al., 2004). Poly(ADP-ribosyl)ace zprostiedkované PARP-1
a PARP-2 zptisobuji dekondenzaci chromatinu kolem mist posSkozeni, aktivuji DNA
opravny aparat a urychluji opravu DNA. Proteiny PARP-1 a -2 maji v podstaté dvoji
roli v reakci na poSkozeni DNA, jako sensory DNA poSkozeni a signalni transducery
pro ,,down-stream” efektory (Ménissier-de Murcia et al., 1997; Trucco et al., 1998;
d’Adda di Fagagna et al., 1999; Vodenicharov et al., 2000; Schreiber et al., 2006;
Yelamos et al., 2008). V apoptickych bunkach dochazi ke $tépeni celkového jaderného
proteinu PARP-1 (113 kDa) caspasou-3 na 24 kDa a 89 kDa fragmenty. PARP je tedy
inaktivovan St€penim, nedochazi k opravam DNA a je podporovana fragmentace DNA.
K inaktivaci dochazi v burnikach, u nichz je poskozeni DNA rozsahlé (Kaufmann et al.,
1993; Casiano et al., 1996; Gobeil et al., 2001; Doetsch et al., 2012).

2.3.3 Protein p53

Protein p53 byl objeven pted vice nez pétatiiceti lety (Lane a Crawford, 1979; Linzer
a Levine, 1979; DelLeo et al., 1979). Téz je ptezdivan jako ,,strazce genomu* (Lane,
1992). Nadorovy supresor TP53 je u rakovinného onemocnéni nejcastéji mutovanym
genem, kdy je gen p53 ptiblizn€ u 50 % piipadi nadorovych onemocnéni mutovan. Pres
80 % mutaci p53 se vyskytuje v DNA-vazebné doméné (DBD). Diky mutacim je jeho
transkripéni funkce inaktivovana (Donehower et al, 1992; Jacks et al., 1994; Hainaut
a Hollstein, 2000; Feki a Irminger-Finger, 2004; Petijean et al., 2007). Je to kli¢ovy
protein, jenz odstrafiuje geneticky nestabilni buiiky indukci zastavy bunééného cyklu
nebo apoptosy prostfednictvim transkripéni regulace nebo piimé interakce
s apoptotickymi proteiny (Vogelstein et al., 2000; Jia a Levine, 2004; Steele a Lane,

2005). Muze byt aktivovan v reakci na poskozeni DNA, aktivaci onkogenti, hypoxii,
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zkracovani telomer a inaktivovan posttranslaéni modifikaci, mutaci ¢i uvolnénim
vazebnych proteint. Jako transkripéni faktor je schopen aktivovat nebo potladit expresi
mnoha cilovych geni. Stovky cilovych genti proteinu p53 byly identifikovany,
charakterizovany a jsou zapojeny do riiznych biologickych procest, vcetné¢ zastaveni
bunééného cyklu, apoptosy, opravy DNA, diferenciace, angiogeneze, autofagie,
senescence a metabolismu (Giaccia a Kastan, 1993; Lohrum a Vousden, 1999; Yee
a Vousden, 2005; Riley et al., 2008; Green a Kroemer, 2009). Podili se na transkrip¢ni
aktivaci téchto genu: Ras, p21, Bax, BH3- geny Noxa a Puma, PIG3 (p53 inducible
gene 3), Killer/DR5 (death receptor-5), CD95 (cluster of differentiation 95, Fas),
p53AIP1 (p53-regulated apoptosis-inducing protein 1) a Perp (p53 apoptosis effector
related to PMP-22). Mnozi znich jsou ¢lenové pro-apoptotickych geni. Naopak
transkripéni funkci anti-apoptotickych gent potlacuje. (Zhang a Reed, 2001; Nikolaev
et al., 2003; Zhao a Liao, 2003; Yee a Vousden, 2005; Liu et al., 2007; Riley et al.,
2008; Green a Kroemer, 2009; Zilfou a Lowe, 2009; Olivier et al., 2010; Lu et al.,
2011). Mezi jeho nejvice studované cilové geny patii p21*@™, Puma a Noxa, které jsou
zapojeny do zastavy bunééného cyklu, procesu apoptosy a také udrzuji tumor supresivni
funkci proteinu p53 (Valente et al., 2013). Na rozdil od vysokého vyskytu mutaci p53
(50-70 %) zaznamenaného u rakoviny plic a tlustého stfeva je p53 mutovan pouze u 10-
20 % lidskych melanomut (Mar et al., 2013).

2.3.4 Mdm-2 (murine double minute-2)

Mdm-2 byl pivodné identifikovan jako gen amplifikujici se na zdvojenych drobnych
(double minute) chromosomech u transformovanych mysich fibroblasti (Fakharzadeh
et al., 1991). Nasledn¢é bylo prokazano, Ze interaguje s tumor supresorovym proteinem
p53 a negativné reguluje jeho funkci. Ktomu dochazi pomoci dvou zakladnich
mechanismu. Za prvé, prostiednictvim piimé vazby Mdm-2 na N-termindalni konec p53
inhibuje jeho transkripéné aktivacni funkci (Momand et al., 1992; Oliner et al., 1993).
Za druhé, Mdm-2 ma ubikvitin ligasovou aktivitu, ktera modifikuje p53 a poté jej
oznaci k degradaci 26S proteasomem (Haupt et al., 1997; Honda et al., 1997; Kubbutat
et al., 1997). Lidsky Mdm-2 je slozen z 491 aminokyselin. Byly u n¢j charakterizovany
celkem Ctyfi domény (Marine et al., 2007; Wade et al., 2010). Na N-konci je hlavni
vazebné misto pro p53. V centralni ¢asti je kyseld doména a doména zinkového prstu,
zatimco na C-konci se nachazi ,,RING finger* doména. Rada proteini (nadorovy

supresor pl4”“%, ribozomalni a nukleolarni) interaguje s Mdm-2 v centralni &asti.
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»RING finger* je zodpoveédna za ubikvitin ligasovou aktivitu a také slouzi jako vazebné
misto pro Mdm-X (Tanimura et al., 1999). Mdm-2 je rovnéz regulovan proteinem p53.
Transkripce genu Mdm-2 je aktivovana volnym proteinem p53. Tato negativni zpétna
vazba, jez je mezi Mdm-2 a p53, byla Lahavem (2008) na trovni jednotlivych bunék
potvrzena. Pravé ruzné stresové signaly (poskozeni bunééné DNA, posttranslacni
modifikace aj.) maji za nasledek naruSeni interakce Mdm-2 a p53 (Barak et al., 1993;
Juven et al., 1993; Perry et al., 1993).

2.3.5 Rb (retinoblastomovy) protein

Gen RDb byl naklonovan pied vice nez pétadvaceti lety (Friend et al., 1986). Protein jim
kodovany byl identifikovan jako univerzalni regulator bunééného cyklu. Lidsky Rb se
sklada z 928 aminokyselin a byly u néj popsany 3 domény (Weinberg, 1995; Dyson,
1998). Je to nadorovy supresor a fidi prechod z G; do S faze buné¢ného cyklu (Pardee,
1989). Jestlize je Rb vyrazen z funkce, dochazi k neregulované progresi bunécného
cyklu a podpote rustu nadoru. U vétSiny nadort je inaktivovan a to bud’ mutaci Rb
genu, nebo ¢astéji zmeénou exprese regulatord Rb zahrnujici cyklin D, CDK4, CDK6
a jejich dualezity inhibitor p16 (Knudson, 1971; Friend et al., 1986). Jeho aktivita je
fizena fosforylaci/defosforylaci. V hypofosforylovaném stavu interaguje s transkripénim
faktorem E2F (E2 promoter binding factor) a brani expresi genti pro vstup do S faze.
Postupnou fosforylaci CDK je vazba rusena, dochazi k uvolnéni transkripéniho faktoru
E2F a nasledn¢ je aktivovana transkripce gent specifickych pro ptechod G1/S (Ewen et
al., 1993; Kato et al., 1993; Smith et al., 1996; Dyson, 1998; Lundberg a Weinberg,
1998). Komplexy E2F jsou definovany na zaklad¢ jejich schopnosti vazat se
na sekvenéni element, ktery byl identifikovan pivodné v adenovirovém E2 promoteru
(Kovesdi et al., 1987; La Thangue a Rigby, 1987; Yee et al., 1987). p16 inhibuje
aktivitu CDK a inhibici Rb fosforylace reguluje transkripéni program bunécné
proliferace. Rb je pritomen v bunkach neustale, akorat v pribéhu bunééného cyklu se
stiida jeho fosforylace a defosforylace (Smith et al., 1996; Dyson, 1998; Lundberg
a Weinberg, 1998; Classon a Harlow, 2002).

2.3.6 Bcl-2 (B-cell CLL/lymphoma 2, B-buiiky CLL/lymfom 2)

Proteiny rodiny Bcl-2 zahrnuji kliové regulatory bunééného ptezivani, které mohou
potlacit (napf. Bcl-2, Bcl-X,, Mcl-1) nebo podpoftit (napt. Bad, Bax, Bak) apoptosu
(Reed, 1995a; Reed et al., 1996; Weller, 1997; Gross et al., 1999). Nejméné 15 ¢lent
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rodiny Bcl-2 bylo identifikovano u savct a nékolik dalSich u virt (Vaux et al., 1988;
Strasser et al., 1991; Garcia et al., 1992; Cory et al., 1994; Cory, 1995; Yang et al.,
1995; Yang a Korsmeyer, 1996; Strasser et al., 1997; Zou et al., 1997; Chao
a Korsmeyer, 1998). Kazdy ¢len ma alespon jeden ze ¢tyf motivi znamych jako Bcl-2
homologni domény (BH1-BH4), (Adams a Cory, 1998; Kelekar a Thompson, 1998;
Reed, 1998). Pouze ¢lenové s motivem BH3 bud’ pfimo aktivuji pro-apoptotické ¢leny
rodiny Bax a Bak, nebo antagonizuji anti-apoptotické ¢leny (Chen et al., 2005; Chipuk
et al.,, 2010). Konkrétné¢ je pro-apoptotickymi proteiny lokalizovanymi na vné&jsi
mitochondridlni membran¢ indukovana wvnitini apoptotickd drdha.  Vnitini
mitochondrialni drdha je spusSténa v zavislosti na nékolika bunécénych stresorech.
Predpoklada se, Ze Bax a Bak homooligomerizuji a tvofi pory ve vnéjsi mitochondridlni
membrang, ¢imz zvySuji jeji permeabilizaci. Permeabilizace vnéj$i mitochondrialni
membrany zpusobuje ,.efflux® pro-apoptotickych proteind, véetné cytochromu c
z mezimembranového prostoru (Chittenden et al., 1995; Xiang et al., 1996; McCarthy
et al., 1997; Eskes et al., 1998; Gross et al., 1998; Pastorino et al., 1998; Finucane et
al., 1999; Llambi et al., 2011). V disledku toho mohou sekundarni mitochondrialni
aktivatory caspas (Smac nebo DIABLO) piejit z mezimembranového prostoru
do cytoplasmy. Cytochrom c interaguje s adaptorovym proteinem Apaf-1 (faktor
aktivujici apoptotické proteasy-1), coz je rozhodujici krok vnitini drahy. Tato interakce
vyvola konformaéni zmény v Apaf-1 pohanéné hydrolyzou dATP. Na vysledny
komplex, konkrétné na doménu Apaf-1 se vaze pro-caspasa-9. Aktivovana caspasa-9
dale aktivuje caspasy-3 a -7 (Zou et al., 1997; Beere et al., 2000; Ott et al., 2002; Riedl
et al., 2005).

Jak jiz bylo feCeno, Bcl-2 je anti-apoptoticky protein a byl nejprve objeven
v B-bunkach maligniho lymfomu (Tsujimoto et al., 1985; Oltvai et al., 1993; Reed,
1995a; Reed et al., 1996; Weller, 1997). Sklada se z osmi a-helixti a hydrofobni
»Kapsicky”, diky niz muize navazat BH3 doménu pro-apoptotickych proteinti
a inaktivovat je (Tsujimoto a Croce, 1986; Petros et al., 2001). Nachazi se v jaderné
membrané a akumuluje se v endoplazmatickém retikulu, kde ovliviiuje uskladiiovani
vapenatych iontd. Jeho nadmérnd exprese je Castd u velkého mnozstvi rakovinnych

onemocnéni (Yang et al., 1995; Evtodienko et al., 1999).
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2.3.7 Mcl-1 (myeloid cell leukemia 1, myeloidni buné¢na leukémie 1)
Mcl-1 je anti-apoptoticky protein a piivodné byl identifikovan v roce 1993 v procesu
diferenciace  myeloidnich  bun¢k. Lidsky gen Mcl-1 je lokalizovan
na chromosomu 1q21. Prototypicky protein Mcl-1 (nékdy oznacovan jako Mcl-1L) se
skladd z 350 aminokyselinovych zbytkii. Obsahuje domény BH1-3, jez jsou dulezité
pro regulaci apoptosy, a C-terminalni transmembranovou doménu, ktera slouzi
k lokalizaci Mcl-1 na raznych intracelularnich membranach, zejména na vné&jsi
mitochondrialni membrané (Kozopas et al., 1993; Yang et al., 1995; Gross et al., 1999).
N-termindlni ¢asti zahrnuji dvé sekvence PEST (residua prolinu, kyseliny glutamove,
serinu a threoninu). Tyto sekvence se vyskytuji u proteini s kratkym poloCasem
rozpadu a jsou zodpovédné za rychlou degradaci proteinu v burikach. Polocas rozpadu
Mcl-1 je jedna az nékolik hodin (Craig, 2002; Cuconati et al., 2003; Nijhawan et al.,
2003).

Mcl-1 se tadi mezi anti-apoptotické ¢leny rodiny Bcl-2 (Bcl-2, Bel-X_ atd.), jimiz je
stejné jako pro-apoptotickymi regulovana apoptosa (Reed, 1995b). Vysoké hladiny
Mcl-1 jsou detekovany u diferencovanéjsich apikalnich vrstev epitelu (napf. u epitelu
prostaty, prsu, tlustého stieva a plic), kdezto zvySena exprese Bcl-2 je v bazalni bunécné
vrstvé (Krajewski et al., 1995). Exprese Mcl-1 je vyvolana signaly pro preziti
a diferenciacnimi signdly, cytokiny a ristovymi faktory. U vétSiny bunéénych systémul
je jeho exprese béhem apoptosy snizend na rozdil od anti-apoptotickych proteinti Bcl-2
a Bcl-X_. Ktéto snizené expresi by mohly piispét caspasy (predevsim efektorové,

caspasa-3), ponévadz mohou §tdpit protein Mcl-1 na mistech Asp™®’ a Asp™’

(Craig,
2002; Snowden et al., 2003; Michels et al., 2004). Navic ,,down-regulace* Mcl-1 muze
byt zprostiedkovana inaktivaci transkripcnich faktorti stimulujicich jeho transkripci,
i kdyz promoter je piimo potlaéen navazanim transkripéniho faktoru E2F-1 (Croxton et
al., 2002).

Kromé toho je u zivo¢ichi Mcl-1 nezbytny pro embryogenezi (Reinkerberger et al.,
2000) a pro vyvoj a zachovani B a T lymfocytd (Opferman et al., 2003). Hraje

i kli¢ovou roli v piezivani malignich bun¢k (Derenne et al., 2002; Michels et al., 2004).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 MATERIAL

3.1.1 Pouzité chemikalie

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

Ac-DEVD-CHO (Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-aldehyd)
Akrylamid

Aprotinin

Bromfenolova modf

Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA)
Ethylenglykoltetraoctova kyselina (EGTA)
Fetalni sérum

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH,PO,)
Dithiothreitol (DTT)

Dodecylsiran sodny (SDS)

Dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
Ethanol

Fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Fluorid sodny

Glutamin

Glycerol

Glycin

Hovézi sérovy albumin (BSA)

Hydroxid draselny

HEPES [4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfonova kyselina]
CHAPS [3-((3-cholamidopropyl)-dimethylammonio)-1-propansulfonat]
Chemiluminiscenéni substraty luminol a peroxid
Chlorid draselny

Chlorid hotecnaty hexahydrat

Chlorid sodny

Leupeptin

Kyselina chlorovodikova (HCI)

Kyselina o-fosfore¢na

2-merkaptoethanol

Methanol

N,N‘-methylenbisakrylamid

Nonidet P-40

Penicilin-Streptomycin solution

Peroxodisiran amonny (APS)

PIPES [Piperazin-1,4-bis(2-ethansulfonové kyselina]
Ponceau S

Propidium jodid (PI)

Ribonukleasa A
N,N,N*,N*-tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS)
Triton X-100
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Sigma-Aldrich”
Sigma-Aldrich”
Sigma-Aldrich”
Sigma-Aldrich”
Sigma-Aldrich”
Sigma-Aldrich”
Sigma-Aldrich”
Life Technologies”
Sigma-Aldrich”
Chemapol”
Sigma-Aldrich”
Lach-Ner”
Penta”

Sigma”

Penta’
Sigma-Aldrich”
Sigma-Aldrich”
Sigma-Aldrich”
Lach-Ner”
M.G.P.
Sigma-Aldrich”
Sigma-Aldrich”
Sigma-Aldrich”
Sigma-Aldrich”
Thermo Scientific”
Penta”

Penta’
Lach-Ner”
Sigma-Aldrich”
Lach-Ner”
Penta’

Serva”

Penta’
Sigma-Aldrich”
Sigma-Aldrich”
Sigma-Aldrich”
Sigma-Aldrich”
Sigma-Aldrich”
Serva
Sigma-Aldrich”
Sigma-Aldrich”
Sigma-Aldrich”
MP Biomedicals”
Sigma-Aldrich”



Trypsin Sigma-Aldrich™
Tween 20 MP Biomedicals

“Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), Life Technologies (Carlsbad, CA, USA),
Chemapol (Praha, CR), Lach-Ner (Neratovice, CR), Penta (Chrudim, CR), M.G.P.
(Zlin, CR), Thermo Fisher Scientific (Rockford, USA), Serva (Heidelberg, Némecko),
MP Biomedicals (Aurora, OH, USA), Sigma (MO, USA)

3.1.2 Pouzité roztoky

0,5% EGTA (w/v) pH 7,2: 2,5 g EGTA/500 ml PBS

Trypsin/EGTA: 0,1% trypsin; 0,25% EGTA

10% DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium; 100 U penicilin; 100 pg-ml™
streptomycin; 2 mM L-glutamin; 10% (v/v) fetalni sérum

PBS (Phosphate buffered saline): 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 10 mM
NayHPO,-12H,0; 2 mM KH,PO, (pH = 7,4)

TBS (Tris-buffered saline): 137 mM NaCl; 20 mM TRIS (pH = 6,8)

RIPA pufr: 20 mM TRIS-HCI pH 7,4; 100 MM NaCl; 5 mM EDTA; 2 mM NaF; 2 mM
EGTA; 0,2% Nonidet P-40 (pH = 7,4); té€sné pied pouzitim ptidat: 1 mM DTT; 1 mM
PMSF; 0,5 pg-ml™ leupeptin; 2 ug-ml™ aprotinin

Cinidlo Bradfordové: 0,01% Coomassie brilliant blue; 95% ethanol; 85% kyselina o-
fosforecna

Roztok akrylamidu: 30% akrylamid; 0,8% bisakrylamid

1M TRIS/HCI pH 8,8: 48,46 g TRIS/400 ml pH 8,8

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

10% SDS: 5 g SDS/50 ml H,0O

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

5x SDS vzorkovaci pufr: 0,3 M TRIS (pH = 6,8); 10% SDS; 50% glycerol; 0,05%
Bromfenolova modi; 5% 2-merkaptoethanol

Elektroforeticky pufr: 25 mM TRIS; 192 mM glycin; 0,1% SDS

Blotovaci pufr: 25 mM TRIS; 192 mM glycin

Blokovaci roztok: 3% (w/v) BSA v TBS s 0,1% Tween 20

Ponceau S: 0,2% v 1% kyselin€ octové

Lyzac¢ni pufr pro stanoveni aktivity caspasy 3/7: 10 mM KCI; 5 mM HEPES; 1 mM
EDTA; 1 mM EGTA; 0,2% CHAPS pH 7,4; tésn¢ pted pouzitim ptidat: 2 mM DTT,
inhibitory proteas 2 ug-ml™ aprotinin a 0,5 pg-ml™ leupeptin, 1 mM PMSF

Roztok substratu pro stanoveni aktivity caspasy 3/7: 10 mM Ac-DEVD-AMC v DMSO
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Roztok inhibitoru pro stanoveni aktivity caspasy 3/7: 1 mM Ac-DEVD-CHO v DMSO
Reakéni pufr pro stanoveni aktivity caspasy 3/7: 25 mM PIPES/KOH; 2 mM EGTA;
2 mM MgCly; pH 7,3; tésné pred pouzitim piidat: 5 mM DTT; 100 uM Ac-DEVD-
AMC

3.1.3 Pouzité protilatky

V experimentalni ¢asti bylo pii Western blotu pouzito celkem osm primarnich protilatek

a dvé sekundarni protilatky (viz Tab. 2).

Tab. 2 Seznam protilatek pouzivanych pro analyzu Western blotem

Velikost
Oznaceni Vyrobce Zdroj detekovaného
proteinu (kDa)

Pouzité
fedéni

Primarni protilatky

anti-PARP (46D11) Cell Signaling Technology® R 116 a 89 1:500
anti-p53 (DO-1) Dr. B. Vojtések z MOU M 53 1:10
anti-Mcl-1 (S-19) Santa Cruz Biotechnology" R 40 1:500
anti-Bcl-2 (PC68) Calbiochem’ R 26 1:50
anti-Bcl-2 (50E3) Cell Signaling Technology" R 26 1:1000
anti-Bcl-2 (10C4) Sigma-Aldrich’ M 26 1:1000
anti-Rb (4H1) Cell Signaling Technology® M 100 1:1000
anti-Mdm-2 Dr. B. Vojtések z MOU M 56 1:500
anti-Mdm-2 (SMP14) Santa Cruz Biotechnology’ M 56 1:1000
anti-B-actin (C4) Santa Cruz Biotechnology® M 42 1:2000
anti-caspasa-3 Cell Signaling Technology" M 35a17 1:1000
Sekundarni protilatky

RAM/Px Sigma-Aldrich’ anti-M - 1:1000
SWAR/Px Sigma-Aldrich’ anti-R - 1:1000

"RAM/Px (rabbit anti-mouse IgG znaceny kienovou peroxidasou), SWAR/Px (swine anti-rabbit
IgG znaceny kienovou peroxidasou), R (rabbit), M (mouse), MOU — Masarykiv onkologicky
tstav v Brng, Ceska republika.

"Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA), Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA,
USA), Calbiochem (La Jolla, CA, USA), Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

3.1.4 Studované derivaty betulinu a lupeolu

V praktické casti pfedlozené prace byly testovany biologické ucinky dvou derivati
betulinu (latky s kdédovym oznacenim 1, 2) a jednoho derivatu lupeolu (latka s kddovym
ozna¢enim 3) pfipravené v Laboratofi ristovych regulatort, Piirodovédecké fakulty,
Univerzity Palackého v Olomouci. Pro srovnani urcitych vlastnosti latek 1, 2 a 3 byly
testovany i jejich prekurzory - betulin (Obr. 2, str. 15), lupeol (Obr. 3, str. 16) a kyselina
betulinova (Obr. 1, str. 13), ktera slouzila jako pozitivni kontrola. Derivaty betulinu,

tedy latky 1 a 2 byly substituovany v poloze C-3 a derivat lupeolu, tedy latka 3 byla
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substituovana v polohach C-3 a C-28. Nasledujici derivaty, jejichz obecnd chemicka
struktura je zobrazena na Obr. 5, byly pfipraveny jako 7,5 mM zasobni roztoky
v DMSO a pti experimentech byly dle potfeby fedény do média ze zasobnich roztokt

na pozadované koncentrace (1, 5a 10 uM).

Obr. 5 Obecna chemicka struktura testovanych latek.

3.1.5 Buné¢na linie maligniho melanomu a podminky kultivace
K experimentiim uvedenych v této praci byla pouzita adherentni nddorova bunééna linie
G-361 odvozenad od lidského maligniho melanomu. Tato bunécnd linie byla ziskana
z Evropské sbirky bunéénych kultur (ECACC, Salisbury, Velka Britanie).

Nadorova linie G-361 byla kultivovana v médiu DMEM, které¢ bylo doplnéno 10%
bovinnim fetdlnim sérem, L-glutaminem (2 mM), penicilinem (100 U)
a streptomycinem (100 pg-ml™). Kultivace probihala v inkubétoru (Sanyo, Japonsko)

pfi teplote 37 °C a v atmosféfe o vysoké vlhkosti obsahujici 5 % COs.
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3.2 METODY

3.2.1 Ovlivnéni nadorovych bunék a jejich sklizeni

Bunky G-361 byly kultivovany v Petriho miskach (100 mm). Do kazdé kultivacni
misky bylo napipetovano 10 ml bun&¢né suspenze o koncentraci 7-10" bun&k/ml. Buiiky
byly spocitdny na pozadovanou koncentraci v Biirkerové komirce pomoci optického
mikroskopu (Nikon TMS, Tokio, Japonsko; Olympus CK2, Tokio, Japonsko).
Pro zajisténi adheze buné€k ke dnu kultiva¢ni nddoby, byly buiiky ponechany 24 hodin
v inkubatoru. Po 24 hodinach kultivace za standardnich podminek bylo médium odsato
a nahrazeno médiem obsahujicim testovanou latku o zvolené koncentraci (1, 5 a 10
uM). Inkubace opét probihala 24 hodin. U bunék slouzicich jako kontrola bylo bud’
pfidano pouze médium (ozn. 0, viz kap. 4), nebo médium s odpovidajicim mnozstvim
DMSO (0,134% (v/v), ozn. 0 + DMSO, viz kap. 4).

Po 24 hodinach ptisobeni testovanych latek nasledovalo sklizeni bun¢k pro dalsi
analyzu metodou Western blot, prutokové cytometrie ¢i biochemického testu aktivity
caspas-3 a -7. Bunky urCené pro analyzu metodou Western blot byly sklizeny
mechanickym  seSkrabanim ze dna misky, pfepipetovany do zkumavky
a centrifugovany po dobu 9 minut pii 1000xg a teploté 4 °C v centrifuze BR4i (Jouan,
Saint-Herblain, Francie). Poté byl supernatant odsan, bunéény pelet promyt roztokem
PBS a centrifugovan za stejnych podminek. Po centrifugaci byl promyvaci roztok
odsan, bunéény pelet resuspendovan Vv PBS, ptfenesen do mikrozkumavek a opét
centrifugovan za stejnych podminek. Nakonec byl roztok PBS odstranén. Bunécné
pelety byly uskladnény pii -80 °C. Béhem celého sklizeni je nutné buiky neustale
uchovévat na ledu.

Bunky kultivované za ucelem cytometrické analyzy a pro analyzu metodou
fluorimetrického stanoveni aktivity caspas-3 a -7 byly sklizeny trypsinizaci. Nejprve
bylo kultivaéni médium odebrano do zkumavky a buniky byly oplachnuty roztokem PBS
(filtrovany), ktery byl také pfenesen do zkumavky. Az poté byl do misky piidan roztok
trypsin/EGTA, jenz se nechal pusobit 3 minuty, dokud se buiiky neuvolnily ze dna
nadoby. Trypsin byl deaktivovan pfidavkem média DMEM a cely obsah misky byl
piidan do zkumavky. Vse bylo centrifugovano pii 1000xg, 4 °C po dobu 9 minut. Poté
byl supernatant odsan, bunécny pelet promyt roztokem PBS (filtrovany) a centrifugovan
za stejnych podminek. Po centrifugaci byl promyvaci roztok odsan, bunécny pelet

resuspendovan v 1 ml PBS (filtrovany) a rozdélen na dvé ¢asti. Prvni ¢ast (700 ul) byla
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urcena pro test aktivity caspas a byla prenesena do mikrozkumavek. Druha ¢ast (300 pl)
byla ur¢ena pro cytometrickou analyzu. Nasledné byly zkumavky i mikrozkumavky
centrifugovany za stejnych podminek. U prvni ¢asti byl po centrifugaci roztok PBS
odstranén a bunééné pelety byly uskladnény pii -80 °C. U druhé casti byl rovnéz roztok
PBS odsan. Bunécéné pelety byly resuspendovany ve 300 ul PBS (filtrovany),
zafixovany 700 pl vychlazeného 70% ethanolu ptfidavaného po kapkach za mirného
michani a uskladnény pii -20 °C. Béhem celého sklizeni je nutné bunky neustéle

uchovavat na ledu.

3.2.2 Priprava bunéc¢nych lyzati

U metod Western blot a biochemické detekce aktivity caspas-3 a -7 se piiprava
bunéénych lyzath 1isi sloZzenim lyza¢nich pufri. Bunééné pelety pro Western blot byly
resuspendovany ve vychlazeném RIPA pufru (Radioimmunoprecipitation buffer) dle
velikosti peletu (cca 10° bun&k ve 20-50 ul) a bunééné pelety pro stanoveni aktivity
caspas byly resuspendovany Vv lyzaénim pufru, ktery obsahoval KCI; 0,2% CHAPS
a HEPES misto NaCl; 0,2% Nonidetu P-40 a Trisu. Vzorky byly inkubovany v téchto
pufrech po dobu 20 minut na ledu za ob&asného resuspendovani. Poté byly sonikovany
pouzitim ultrazvukového homogenizatoru (3 cykly, 10 sekund, 30 % max.) Sonopuls
HD2200 (Bandelin, Némecko). Nasledné¢ byly bunééné homogenaty centrifugovany
po dobu 30 minut pii 4 °C a 14000 rpm. Supernatanty byly pieneseny
do mikrozkumavek a byla zméfena koncentrace proteini  V lyzatech
spektrofotometrickou metodou Bradfordové (Bradford, 1976) pii 595 nm na UV-VIS
spektrofotometru UV-1800 (Shimadzu, Japonsko). Lyzaty byly nafedény na stejnou
koncentraci proteinti pfisluSnym mnozstvim lyza¢niho pufru (na nejnizs§i koncentraci
proteinti daného vzorku v ug-ul™ pro Western blot a na 3 pg-pl™ pro stanoveni aktivity
caspas-3 a -7). Klyzatim uréenym pro Western blot byl navic ptidan 5x SDS

vzorkovaci pufr a byly denaturovany 2 minuty pfi teploté 98 °C.

3.2.3 Polyakrylamidova gelova elektroforéza (SDS-PAGE), Western

blot a imunodetekce proteinti na membrané
Proteiny Dbyly separovany elektroforézou v SDS-polyakrylamidovych gelech.
Pro separaci byl pouzit 5% zaostfovaci gel a 10% nebo 12,5% délici gel (slozeni gelt
viz Tab. 3). Do jednotlivych jamek bylo vzdy naneseno 30 pg proteinu a do boc¢ni

jamky 3,5 pl standardu molekulovych hmotnosti proteint (Spectra™ Multicolor Broad
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Range Protein Ladder, Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA nebo Precision Plus
Protein™ Dual Xtra Standards, BioRad, Hercules, CA, USA). Elektroforeticka separace
probihala v aparatufe pro vertikalni elektroforézu Mini-PROTEAN Tetra Cell (BioRad,
Hercules, CA, USA) 30 minut pii 80 V. Jakmile proteiny vstoupily do déliciho gelu,
bylo napéti zvyseno na 120 V.

Nasledné byly proteiny z gelu pfeneseny na nitrocelulosovou membranu (BioRad,
Hercules, CA, USA) metodou Western blot v blotovaci aparatufe Mini Trans-Blot Cell
(BioRad, Hercules, CA, USA). Pfenos probihal pii 270 mA, za stalého chlazeni ledem
po dobu 2 hodin a ve vychlazeném 1x koncentrovaném blotovacim pufru. Membrana
S pfenesenymi proteiny byla obarvena v roztoku Ponceau S, promyta destilovanou
vodou, nechala se volné¢ wuschnout na filtracnim papife a byla nafezana
na prouzky se sledovanymi proteiny dle molekulovych hmotnosti naneseného markeru.
Poté byly membrany odbarveny v roztoku TBS a blokovany v 3% (w/v) BSA v TBS
5 0,1% Tweenem 20 po dobu 1 hodiny pti pokojové teplote.

Imunologicka detekce proteini byla provedena pomoci primarnich protilatek
a sekundarnich protilatek znacenych kienovou peroxidasou (viz Tab. 2). Nejprve byly
membrany inkubovany ptes noc pii 4 °C s primarnimi protilatkami v blokovacim pufru.
Nasledujici den byly membrany kratce promyty v TBS a TBS s0,1% Tweenem 20
(5 min vTBS, 5 min TBS s0,1% Tweenem 20, 5 min v TBS, 10 min v TBS)
a inkubovany 1 hodinu pii pokojové teploté se sekundarnimi protildtkami v blokovacim
pufru. Membrany byly opét promyty v TBS a TBS s 0,1% Tweenem 20 (10 min v TBS,
5 min TBS s 0,1% Tweenem 20, 5 min v TBS, 10 min v TBS). Nakonec byla provedena
vizualizace  svyuzitim  chemiluminiscencniho  ¢inidla  (roztok  luminolu
a peroxidu v poméru 1:1; Pierce™ Fast Western Blot Kit, ECL Substrate, Thermo
Fisher Scientific, Rockford, USA) a detekce signalu byla provedena pofizenim snimku
pomoci CCD kamery LAS4000 (FujiFilm, Japonsko) pro snimkovani
chemiluminiscence v programu Image Reader. Exprese proteinid ovlivnénych bun¢k

byla porovnana s neovlivnénymi kontrolami.
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Tab. 3 SloZeni déliciho a zaostfovaciho gelu

Chemikalie 10% 2 délici gely 12,5% 2 délici gely 5% 2 zaostfovaci gely
Roztok AA+Bis 2,5 ml 3,13 ml 0,84 ml

H,0 2,15 ml 1,55 ml 3,51 ml

TRIS 2,8 ml (pH 8,8) 2,8 ml (pH 8,8) 0,63 ml (pH 6,8)

10% SDS 75 ul 75 ul 50 pl

TEMED" 5 ul 5 ul 5 ul

10% APS” 30ul 30 ul 30 pl

“Pridat t&$né& pred pouzitim. AA+Bis — roztok akrylamidu a bisakrylamidu.

3.2.4 Prutokova cytometrie

K vyhodnoceni poc¢tu bunék v jednotlivych fazich bunééného cyklu (Go/G;, S a Go/M),
vcetné¢ detekce apoptotickych bun€k (subGjp) byla pouzita analyza priatokovou
cytometrii. Principem metody je méfeni obsahu bunééné DNA oznacené fluorescencni
sondou propidium jodidem (PI), jez se inkorporuje do dvoufetézcové DNA.
Po inkorporaci a excitaci zafenim o vlnové délce 488 nm dochazi k emisi Sirokého
spektra o maximalni intenzit¢ okolo 610 nm a jeho detekce probihala na kanale FL3
(fluorescent light, zafeni okolo 670 nm). Cely proces byl zaznamenan softwarem
Quanta Collection (Beckman Coulter, CA, USA) a vyhodnocen programem Quanta
Analysis (Beckman Coulter, CA, USA).

Bunky zafixované 70% (v/v) ethanolem byly centrifugovany pii 1200xg, 4 °C
po dobu 10 minut. Po centrifugaci byl supernatant odstranén a buné¢ny pelet promyt
resuspendovanim v 500 pl PBS (filtrovany) a centrifugovan za stejnych podminek. Opét
byl supernatant odsan a bunélny pelet resuspendovan v 500 upl roztoku PBS
(filtrovany), do kterého bylo navic pfidano 10 ul roztoku RNasy (0,2 mg-ml™),
5 ul propidium jodidu (10 pg-ml™) a 0,5 ul Tritonu X-100. Buiiky byly inkubovany
ve tm¢ po dobu 30 minut pii laboratorni teploté. Po inkubaci byl obsah
ze zkumavek prepipetovan do vialek pro pritokovy cytometr a analyzovan

na pritokovém cytometru Cell Lab Quanta™ SC-MPL (Beckman Coulter, CA, USA).

3.2.5 Biochemicka detekce aktivity caspas-3/7

Caspasy-3 a -7 se tadi mezi efektorové caspasy ucastnici se specifické proteolytické
degradace intracelularnich proteinti béhem bunétné smrti, predevsim pii apoptose.
Principem fluorimetrického méfeni aktivity caspas-3 a -7 je hydrolyza peptidového
substratu zna¢eného 7-amido-4-methylkumarinem (Ac-DEVD-AMC). Produktem
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hydrolyzy je fluoreskujici AMC, ktery po excitaci zafenim o vlnové délce 346 nm
emituje zafeni o vinové délce 442 nm, jez je zaznamenano detektorem.

Nejprve byly do mikrotitracni destiCky po 5 ul napipetovany bunééné lyzaty
v triplikatech (3 pg-ul™ koncentrace proteint). Déle bylo ptidano 100 pl reak&niho
pufru s roztokem substratu (Ac-DEVD-AMC v DMSO) nebo 100 pl reakéniho pufru
obohaceného roztokem inhibitoru caspas-3/7 (Ac-DEVD-CHO v DMSO). Mikrotitra¢ni
desticka byla inkubovana ve tmé pii laboratorni teploté a po hodinovych intervalech
byla méfena fluorescence pii 346/442 nm (excitace/emise) na piistroji Fluoroskan
Ascent (Labsystems, Helsinki, Finsko) a pomoci programu Ascent. Pro relativni
stanoveni narastu aktivity caspas bylo nejprve odecteno fluorescenéni pozadi (lyzacni
pufr), které slouzilo pro stanoveni autolyzy substratu v lyza¢nim pufru, a dle negativni

kontroly (lyzaty z neovlivnénych bunék) byly veskeré signaly znormalizovany.
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4 VYSLEDKY

4.1 Western blot analyza pro- a anti-apoptotickych proteint

Pro detekci zmén v expresi apoptotickym markertt byla pro nadorové bunécné linie
odvozené od maligniho melanomu (G-361) pouzita analyza Western blot. Nadorova
bunécna linie G-361 byla po dobu 24 hodin ovlivnéna derivaty betulinu a lupeolu (1, 5
a 10 uM). Zmeény v expresi pro- a anti-apoptotickych proteintt po ovlivnéni danymi
syntetickymi derivaty jsou znadzornény na Obrazku 6. Tento experiment byl zopakovan
Ctyfikrat s podobnymi vysledky. Byly porovnany hladiny exprese vybranych proteint
v bunkach maligniho melanomu po ovlivnéni prekurzory a jejich ptipravenymi analogy
na 24 h 10 uM derivaty s koédovym oznacenim 1 (derivat betulinu), 2 (derivat betulinu),
3 (derivat lupeolu), jejich prekurzory a kyselinou betulinovou jako pozitivni kontrolou.
Nasledujici porovnani zmén v expresi vybranych proteind po aplikaci latek 1, 2, 3
a jejich prekurzori je znazornéno na Obrazku 7. Tento experiment byl zopakovan
dvakrat s podobnymi vysledky. Neovlivnéné builky, ke kterym bylo pfiddno pouze
médium (ozn. 0, viz Obr. 6 a 7) nebo médium s 0,134% (v/v) DMSO (ozn. 0 + DMSO,
viz Obr. 6 a 7), byly pouzity jako negativni kontrola.

Dnes je jiz zndmo, ze mechanismus iniciace apoptosy je zprostiedkovan aktivaci
kaskady caspas (Budihardjo et al., 1999). Caspasa-3 je efektorova proteasa, ktera $tépi
celkovy protein PARP (116 kDa) na 24 kDa a 89 kDa fragmenty a také je zapojena
do degradace DNA a apoptotické smrti bunék (Allen et al., 1998; Gobeil et al., 2001,
Cain et al., 2002). Caspasy jsou V buiice syntetizovany jako neaktivni zymogeny (pro-
caspasy), jez jsou pak v apoptotickych buiikach aktivovany proteolytickym Stépenim,
diky ¢emuz dochazi ke vzniku jejich fragmenti (Earnshaw et al., 1999). PARP se
ucastni aktivace DNA opravného aparatu a urychleni opravy DNA (Schreiber et al.,
2006; Yelamos et al., 2008). Dilezitym markerem apoptosy je pravé 89 kDa fragment
proteinu PARP, jehoz zvysena hladina v zavislosti na koncentraci latky byla detekovana
po aplikaci latky 1. Pasobenim latek 2 a 3 v testovanych koncentracich nedochéazelo

ke Stépeni caspasy-3 ani k vyraznému Stépeni PARP.

35



PARP

-

p33
Mel-1

Bel-2

Eb

Mdm-2

p-actin

pro-caspasa 3

caspasa j-fragmen

Obr. 6 Western blot analyza pro-apoptotickych (PARP, p53, caspasa-3) a anti-apoptotickych
proteinii (Mcl-1, Bcl-2, Rb, Mdm-2) v G-361 bunkach ovlivnénych derivaty betulinu (1, 2)
a derivatem lupeolu (3). Zmény v expresi danych proteint v burikach vystavenych ptsobeni
1,5a10 pM derivatd 1, 2 a 3 po 24 h byly porovnany s neovlivnénymi kontrolnimi buiikami
(ozn. 0 a 0 + DMSO). Celkova hladina proteinti ve vSech vzorcich byla detekovana pomoci
exprese B-actinu. Vpravo jsou uvedeny molekulové hmotnosti (kDa) detekovanych proteintl.
Molekulové hmotnosti jednotlivych proteinti v pouzitém markeru jsou 10, 15, 20, 25, 37, 50,
75, 100, 150 a 250 kDa.

Naproti tomu exprese nadorovych supresori p53 a Rb byla po aplikaci latky 1
v koncentraci 5 i 10 uM sniZzena (Obr. 6 a 7). SniZzeni hladiny proteinu p53 by mohlo
byt zplisobeno vysokou, ziejmé uz cytotoxickou koncentraci testovanych latek, kdy
doslo k destrukci bunék ocividné jinym mechanismem nez apoptosou (viz kap. 5).
Ptitomnost latky 2 v koncentraci 10 uM v kultivaénim médiu vedla v G-361 bunkach
k mirnému sniZeni hladin proteini p53 a Rb, ale po aplikaci 1 uM latky 2 byla hladina
exprese p53 mirn¢ zvySena. Nicméné po aplikaci latky 3 v koncentraci 1 a 5 uM byla
hladina exprese p53 mirné zvySena. Protein p53 je aktivovan fosforylaci, ¢imz je
zvySena jeho hladina, a dochazi k navozeni zastavy bunééného cyklu ¢i apoptosy nebo

je inhibovana transkripce. Bylo prokazano, ze Mdm-2 interaguje S tumor supresorovym

1 2 3
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proteinem p53 a negativné reguluje jeho funkci. K tomu dochdzi pomoci dvou
zakladnich mechanismi (Momand et al., 1992; Oliner et al., 1993; Haupt et al., 1997;
Honda et al., 1997; Kubbutat et al., 1997). Avsak zvySeni hladiny Mdm-2
po aplikaci latky 1 a sniZeni po aplikaci 1 uM latky 2 se nepodafilo potvrdit (Obr. 6
a 7). Pti apoptose miize byt Rb protein stépen (An a Dou, 1996), tudiz byla detekovana
jeho sniZena hladina (viz kap. 5).

Jak uz bylo fecCeno, apoptosa je pevné regulovana anti-apoptotickymi a pro-
apoptotickymi efektorovymi molekulami, vcetné proteinti z rodiny Bcl-2. Do této
rodiny spadaji i anti-apoptotické proteiny Bcl-2 a Mcl-1, jejichz hladina exprese byla
vV nddorové bunééné linie G-361 po ovlivnéni latkami 1, 2 a 3 detekovana. Exprese
proteinu Mcl-1 byla v zavislosti na koncentraci snizena po aplikaci latky 1 a tedy
po ovlivnéni bun¢k G-361 latkou 1 v koncentraci 10 uM byla hladina nejnizsi (Obr. 6
a 7). Ve vétsiné bunécnych systémi je exprese Mcl-1 béhem apoptosy sniZzena
na rozdil od anti-apoptotickych proteinti Bel-2 a Bcl-X. Ktéto snizené expresi by
mohly pfispét caspasy (pfedevsSim efektorové, caspasa-3), ponévadz mohou Stépit
protein Mcl-1 (Craig, 2002; Snowden et al., 2003; Michels et al., 2004). Ale po aplikaci
latky 2 byl detekovan opacny efekt, kdy v zavislosti na koncentraci se hladina exprese
Mcl-1 zvySovala. ZvySend exprese anti-apoptotickych proteinti casto pfispiva
K rezistenci nadort (Fisher, 1994; Tron et al., 1995; Chan et al., 2003). Po aplikaci latky
3 byla hladina exprese Mcl-1 v G-361 buiikkach mirné snizena a hladina Bcl-2 mirné
zvySena v koncentracich 1 a 5 uM. Hladina proteinu Bcl-2 se po aplikaci latek 1 a 2
néjak vyrazn¢ nelisila od kontrolnich bunék. Po aplikaci latky 1 se exprese proteinu
Mcl-1 v buiikach odvozenych od maligniho melanomu postupné snizovala, coz by
mohlo souviset s aktivitou caspasy-3 (Obr. 8 a 9), ktera jej muze Stépit.
Po aplikaci latky 2 se exprese Mcl-1 postupné zvySovala, coz znamena, ze by mohlo

dochézet k rezistenci nadorovych bunék.
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Obr. 7 Western blot analyza pro-apoptotickych (PARP, p53, caspasa-3) a anti-apoptotickych
proteind (Mcl-1, Bcl-2, Rb, Mdm-2) v G-361 burnikach ovlivnénych derivaty betulinu (1, 2),
derivatem lupeolu (3), jejich prekurzory a kyselinou betulinovou. Zmény v expresi danych
proteini v burikach vystavenych pusobeni 10 uM derivatd 1, 2, 3, jejich prekurzort
a kyselin€ betulinové po 24 h byly porovnany s neovlivnénymi kontrolnimi buitkami (ozn. 0
a 0 + DMSO). Celkova hladina proteind ve vSech vzorcich byla detekovana pomoci exprese
B-actinu. Vpravo jsou uvedeny molekulové hmotnosti (kDa) detekovanych proteint.
Molekulové hmotnosti jednotlivych proteinti v pouzitém markeru jsou 10, 15, 20, 25, 37, 50,
75, 100, 150 a 250 kDa. Bet. kys. — kyselina betulinova.

Vzhledem k predeslym vysledkiim v kap. 2.2.1.2 Tab. 1, kdy betulin také vykazoval
cytotoxickou aktivitu na nadorovou bunécnou linii G-361, byly u n¢j analyzou Western
blot detekovany podobné vysledky jako po aplikaci jeho derivatu s kddovym oznacenim
1 v koncentraci 1 uM. Byla tedy po aplikaci betulinu mirné¢ zvySena hladina exprese
89 kDa fragmentu proteinu PARP a mirné sniZzend hladina proteinu p53.
Po aplikaci lupeolu na rozdil od jeho derivatu (ozn. 3) byly hladiny proteinii p53, Mcl-1,
Bcl-2, Mdm-2 mirné sniZzené, coz by znamenalo, Ze mechanismus pisobeni lupeolu

v bunkéch odvozenych od maligniho meanomu je jiny nez jeho pfipravené¢ho derivatu,

jez vykazoval cytotoxickou aktivitu na G-361 bunky viz Tab. 1. Hladiny exprese

38



proteini po aplikaci kyseliny betulinové byly podobné jako v neovlivnénych

kontrolnich butikéch.

4.2 Aktivita efektorovych caspas-3/7 po ovlivnéni bunék G-361
derivaty lupanovych triterpent

Pomoci fluorogenniho substratu caspas-3/7, Ac-DEVD-AMC, a/nebo inhibitoru
caspas-3/7  Ac-DEVD-CHO byla stanovena aktivita téchto efektorovych caspas
v G-361 bunkach vystavenych ptsobeni latek 1, 2 ¢i 3 v koncentracich 1, 5 a 10 uM
po dobu 24 hodin. Pro porovnani hladin fluorescence u prekurzort a jejich derivata byly
bunky G-361 ovlivnény latkami 1, 2, 3, jejich prekurzory (betulin, lupeol) a kyselinou
betulinovou v koncentracich 10 uM po 24 hodin a byl opét v nich zméfen signal pomoci
fluorimetrického stanoveni aktivity caspas-3/7. Dle negativni kontroly (neovlivnéné
bunky, ozn. 0) byly absolutni hodnoty fluorescence znormalizovany a pievedy
na relativni aktivitu.

Z namé&fenych dat je patrné, Zze latka 1 zvySuje aktivitu caspas-3/7 V zavislosti
na koncentraci. Po aplikaci latky 1 v koncentraci 5 pM byla aktivita zvySena piiblizné
sedmkrat a pfi jeji nejvyssi koncentraci (10 uM) byla zvySena az Sestnactkrat (Obr. 8).
Zatimco latky 2 a 3 i pfi jejich nejvyssich koncentracich zvysovaly aktivitu caspas-3/7
pouze dvakrat a meély na né slaby vliv (Obr. 8 a 9). Kyselina betulinova
ani lupeol, prekurzor latky 3, nezvySovali aktivitu caspas-3/7 a nevykazovali pro-
apoptotické ucinky, coz koreluje s vysledky z Western blotu (kap. 4.1), kdy
nedochazelo ke $té€peni proteinu PARP ani ke Sté€peni caspasy-3. Po aplikaci betulinu
v 10 uM koncentraci byla ve srovnani s neovlivnénou kontrolou zvySena aktivita
caspas-3/7 ptiblizn¢ ctyrikrat. Specificky inhibitor caspas-3/7 (Ac-DEVD-CHO)
ptidany k bunéénym lyzatim zcela inhiboval aktivitu caspas (data nejsou uvedena),
¢imz bylo dokazano, Zze za narGst méfené¢ho fluorescencniho signdlu v bunéénych
lyzatech vystavenych pusobeni vybranych lupanovych triterpenti a jejich derivati je

vskutku odpovédna caspasa-3/7.
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Obr. 8 Relativni aktivita caspasy-3/7 v buiikach maligniho melanomu G-361, které byly
po dobu 24 hodin ovlivnény derivaty lupanovych triterpent (1, 2 a 3) v koncentracich 1, 5
a 10 uM a porovnany S neovlivnénymi kontrolnimi buiikami (ozn. 0). Fluorescen¢ni signal
byl méten po sedmi hodindch inkubace. Experiment byl zopakovan ¢tytikrat.
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Obr. 9 Relativni aktivita caspasy-3/7 v buikach maligniho melanomu G-361, které byly
po dobu 24 hodin ovlivnény latkami 1, 2, 3, jejich prekurzory (betulin, lupeol) a kyselinou
betulinovou v koncentracich 10 uM a porovnany S neovlivnénymi kontrolnimi bunkami
(ozn. 0). Fluorescen¢ni signal byl méfen po sedmi hodinach inkubace. Experiment byl
zopakovan dvakrat. Bet. kys. — kyselina betulinova.

40



4.3 Analyza bunééného cyklu a apoptosy pomoci pritokové
cytometrie po ovlivnéni bunék G-361 derivaty lupanovych

triterpent

Pro kvantifikaci distribuce buné¢k G-361 V jednotlivych fazich bunééného cyklu
(Go/G1, S a Gy/M) a zastoupeni apoptotickych bunék byla pouzita analyza prutokovou
cytometrii. Frakce subG; odpovida procentudlnimu zastoupeni poctu apoptotickych
bun¢k a jejich fragmentd. Nadorova bunécna linie G-361 byla po dobu 24 hodin
vystavena pusobeni derivati betulinu a lupeolu v koncentracich 1, 5 a 10 uM.
Pro porovnani zmén u prekurzora a jejich substituovanych derivata v distribuci bunék
ve fazich bunécného cyklu byly buiiky G-361 ovlivnény betulinem a jeho derivaty 1, 2;
lupeolem a jeho derivatem 3 a kyselinou betulinovou v koncentraci 10 uM po dobu 24
hodin.

Z vysledku je patrné, ze v bunkach ovlivnénych latkou 1 dochazelo Vv zavislosti
na koncentraci k narustu poc¢tu apoptotickych buné¢k, tedy bunék v subG; frakci. Kromé
toho byl po aplikaci latky 1 v porovnani s neovlivnénymi kontrolnimi bunkami (ozn. 0
a 0 + DMSO) zvyseny podil bunék v Go/M a S fazi a snizeny podil bun€k v Go/G; fazi
(Obr. 10). Po aplikaci latky 2 byl naopak zaznamenan narist poétu bunék v Go/G; fazi,
kdy po aplikaci 10 uM koncentrace byl nejvétsi, dale pokles poctu bunek v Go/M fazi
a po aplikaci v koncentraci 5 a 10 uM byl snizeny podil bunék v S fazi bunééného
cyklu. Oproti kontrolnim bunkam dochazelo v buikach ovlivnénych latkou 3
v koncentraci 1 uM Kk narustu poctu bun¢k v Go/G; fazi a poklesu poc¢tu bunék v Go/M
fazi, avsak po aplikaci v koncentraci 5 uM byl zvyseny podil bunék v G,/M fazi (Obr.
10). Kumulace bunék v Go/G; fazi znamena, Ze nadorové bunky nemohou vstoupit
do S faze, dochazi k inibici progrese bunééného cyklu, a také to pro né mize byt bud’
ptilezitost projit opravnymi mechanismy, nebo je spusténa apoptoticka draha. Pokud je
pocet bun¢k snizeny v Go/G; fazi a bunky se kumuluji v S fazi, tak buiikky nemohou
projit kontrolnim bodem do dalsi faze buné¢ného cyklu G,/M, ale DNA je zmnozena.
Jestlize neprojdou opravnymi mechanismy, je pravdépodobné, ze doslo K iniciaci
apoptosy.

Z histogramu, na némz jsou porovnany prekurzory a jejich substituované derivaty,
vyplyva, ze se po aplikaci kyseliny betulinové nezménila distribuce bunék ve fazich
bunécného cyklu v porovnani s neovlivnénymi kontrolnimi bunikami. Oproti betulinu

byl po aplikaci latky 1 podil bun€k v S fazi zvysen, v Go/G; fazi snizen a po aplikaci
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latky 2 byl zaznamenan nartst poctu bunék v Go/G; fazi a pokles poctu bunék v Go/M
fazi (Obr. 11). Nebyly pozorovany vyznamné rozdily mezi lupeolem a latkou 3
V procentudlnim zastoupeni jednotlivych fazi bunééného cyklu.

Procentualni zastoupeni bunék G-361 v jednotlivych fazich bunétného cyklu
zobrazenych na Obr. 10 bylo v neovlivnénych kontrolnich bunkach: 2,32 + 0,71 %
subGg; 68,90 £ 4,52 % Go/Gy; 10,44 + 1,70 % S; 20,65 + 3,00 % G,/M (ozn. 0) a 1,91 +
0,47 % subGy; 68,08 + 3,46 % Go/Gy; 11,41 £ 1,53 % S; 20,52 + 3,19 % G,/M (ozn. 0 +
DMSO); v bunkach ovlivnénych 1 uM 1: 3,48 £ 0,63 % subG1; 63,19 + 1,08 % Go/Gy;
11,48+ 0,82 % S; 25, 33 + 0,26 % G,/M; 5 uM 1: 6,59 + 2,30 % subG;, 62,54 + 2,79 %
Go/Gy; 12,72 £2,80 % S; 24,74 + 3,04 % G,/M; 10 uM 1: 11,19 + 1,20 % subG;; 63,86
+ 3,12 % Go/Gy, 12,83 + 1,33 % S; 23,31 £ 1,79 % G,/M; 1 uM 2: 3,41 + 0,61 %
subG;, 65,09 £ 2,96 % Go/G;, 12,14 £ 0,86 % S; 22,77 £ 2,12 % G,/M; 5 uM 2: 3,44 +
1,05 % subG;; 73,37 + 4,69 % Go/G1; 7,29+ 2,21 % S; 19,34 + 2,62 % G,/M; 10 uM 2:
4,47 £ 1,01 % subG;; 76,59 £ 2,50 % Go/Gy; 7,38 = 1,48 % S; 16,03 + 1,55 % G,/M;
1 uM 30 316 = 159 % subGy; 7457 + 1,52 % Go/G;; 984 =+
2,25 % S; 15,59 + 1,84 % G,/M; 5 uM 3: 3,23 £ 0,64 % subG;; 65,18 £ 3,20 % Go/Gy;
10,94 £ 1,61 % S; 23,88 + 1,76 % G,/M; 10 uM 3: 4,84 + 2,32 % subGy; 68,89 +
4,04 % Gy/Gy; 10,63 + 2,63 % S; 20,48 £ 4,27 % G,/M faze bunééného cyklu. Priméry +
SD byly ziskany ze Ctyf nezavislych méteni.

Procentudlni zastoupeni bun€k G-361 Vjednotlivych fazich bunétného cyklu
zobrazenych na Obr. 11 bylo v neovlivnénych kontrolnich buikach: 1,88 + 0,09 %
subGy; 80,41 £+ 6,02 % Go/Gy; 7,01 £ 1,56 % S; 12,39 + 4,49 % G,/M; v bunkach
ovlivnénych 10 uM Kkyselinou betulinovou: 2,21 + 0,33 % subG;; 80,57 + 4,51 %
Go/Gy; 6,01 +1,43 % S; 13,42 + 3,08 % G,/M; 10 uM betulinem: 4,50 = 0,14 % subGy;
76,11 £ 3,24 % Go/Gy; 8,36 £ 0,88 % S; 15,52 + 2,35 % Go/M; 10 uM 1: 7,60 £+ 0,05 %
subGy; 67,44 + 4,42 % Go/Gy; 19,02+ 1,72 % S; 13,54 + 2,70 % G,/M; 10 uM 2: 5,98 +
0,05 % subGgy; 82,64 = 0,85 % Go/Gy; 6,36 £ 1,64 % S; 11,00 £ 0,79 % G,/M;
10 uM lupeolem: 4,01 + 0,35 % subGy; 77,43 + 0,64 % Go/Gy; 8,30 + 1,10 % S; 14,26 +
0,46 % G,/M; 10 uM 3: 454 + 0,23 % subGy; 78,20 £ 5,41 % Go/Gy; 7,73 +
1,44 % S; 14,07 = 3,97 % Gy/M faze bunécného cyklu. Priméry + SD byly ziskany

ze dvou nezavislych méfeni.
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Obr. 10 Histogramy znazortiyjici distribuce bunék G-361 v Go/G,, S a G,/M fazich buné¢ného
cyklu a zastoupeni po¢tu bunék v subG; frakci (apoptotickych bunék a jejich fragmentit)
po 24-hodinovém ovlivnéni latkami 1, 2 a 3 v koncentracich 1, 5 a 10 pM. Ovlivnéné bunky
byly porovnany s neovlivnénymi kontrolnimi bunikami (ozn. 0) pomoci pritokové
cytometrie. Data indikuji procentualni (%) zastoupeni bunék v jednotlivych fazich
bunééného cyklu.
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Obr. 11 Histogramy znazornujici distribuce bunék G-361 v Go/G,, S a G,/M fazich buné¢ného
cyklu a zastoupeni poétu bunék v subG; frakci (apoptotickych bunék a jejich fragmenti)
po 24-hodinovém ovlivnéni betulinovou kyselinou, betulinem, latkou 1, 2, lupeolem a latkou
3 v koncentracich 10 uM. Ovlivnéné buiky byly porovnany s neovlivnénymi kontrolnimi
buiikami (ozn. 0) pomoci pritokové cytometrie. Data indikuji procentualni (%) zastoupeni
bunék v jednotlivych fazich bunécného cyklu. Bet. kys. — kyselina betulinova.
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5 DISKUSE

Cilem experimentalni c¢asti diplomové prace bylo charakterizovat antiproliferacni
ucinky vybranych derivatd betulinu a lupeolu na lidskou nadorovou bunécnou linii
G-361 (bunky odvozené od lidského maligniho melanomu) in vitro. Derivaty byly
vybrany na zaklad¢ jejich vyznamné toxicity a selektivity na G-361 nadorovou
bunéénou linii. Betulin i lupeol se fadi mezi saponiny, konkrétné mezi lupanové
triterpeny. Triterpeny spadaji do skupiny pftirodnich latek, isoprenoidd. Maji Siroké
spektrum farmakologickych ucinkd (Dzubak et al., 2006), z nichz jsou nejvyznamné;jsi:
antiviralni,  protizanétlivé, antimikrobialni, antiulcerogenni, antikariogenni
a protirakovinné ucinky. Pravé derivaty lupanu vykazuji cytotoxickou aktivitu proti
melanomovym buiikdm (Salvador, 2010; Sarek et al., 2011).

Diky substituci vpoloze C-3 u latek 1 a 2 a substitucim v polohach C-3
a C-28 u latky 3 byla jejich cytotoxicka aktivita vici vybranym bunénym liniim
vyrazné zvysena v porovnani s jejich prekurzory, betulinem a lupeolem (Tab. 1). I kdyz
betulin byl aktivni proti nddorovym bunéénym liniim odvozenym od maligniho
melanomu G-361 (ICsp 13,4 = 0,8 uM), jeho derivaty vykazovaly 2 — 13 X vyssi
cytotoxickou aktivitu (ICso 1: 1,1 £ 0,1 uM; 2: 5,5 + 0,8 uM). Naproti tomu lupeol byl
neucinny proti bunééné linii G-361 (ICso >50 uM) a jeho derivat 3 vykazoval silnou
cytotoxickou aktivitu ICsp 4,8 £ 0,7 uM. Nicméné tyto derivaty vykazovaly nizsi
toxicitu proti normalnim lidskym bunkam (BJ fibroblastim, ICsg 5,4 + 0,8 az 18,0 +
0,8 uM) nez proti G-361 bunkam, coz také vykazovaly derivaty zkoumané Cmochem
et al. (2014a) a Urbanem et al. (2012). V soucasné dobé je znamo jen nékolik
pfirodnich sloucenin, které¢ by mély potencidlni schopnost selektivné ¢i piednostné
odstranit rakovinné buiiky bez ovlivnéni ristu normélnich bun¢k (Tang a Porter, 1997,
Matsuya et al., 2005; Shi et al., 2005; Cmoch et al., 2008; Sidoryk et al., 2015). Rozdily
mezi stanovenymi koncentracemi (ICsp) latek mohou souviset s rtiznou citlivosti danych
bunécnych linii pouzivanych pti pokusech nebo se strukturou derivati, jejich stabilitou,
intracelularni penetraci, rozpustnosti ¢i metabolickou aktivaci (Sarek et al., 2003).

Jednou z moznosti kontroly riistu nadorovych bunék je kontrola progrese bunééného
cyklu nadorovych bunék (Grafia a Reddy, 1995). Kromé toho, pomoci molekularnich
analyz bylo zjiSténo, Ze regulatory bunécného cyklu jsou u nejcastéji se vyskytujicich
zhoubnych nadord mutovany (Molinari, 2000). Proto také byly metodou Western blot
detekovany regulatory buné¢ného cyklu (protein p53 a Rb). Obr. 10 a 11 znazornuji
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distribuce bunék G-361 Vjednotlivych fazich bunééného cyklu (Go/G;, S
a Gy/M) a zastoupeni poctu apoptotickych bunék a jejich fragmenti (subG;), kdy
v bunikach ovlivnénych latkou 1 dochazelo v zavislosti na koncentraci k nardstu poctu
apoptotickych bun€k, zvyseni podilu bunék v G,/M fazi a v porovnani s betulinem
k narGstu bunék v S fazi bunécného cyklu. Ztoho plyne, ze jestlize je pocet bunck
snizeny v Go/G; a zvySeny v S, nadorové bunky nemohou vstoupit do G,/M faze a bud’
je iniciovana apoptosa, nebo prochazi kontrolnimi mechanismy. Podobny efekt byl
pozorovan i u jinych derivatd publikovanych Cmochem et al. (2014b), Sarkem et al.
(2003) a u genisteinu (Hunakova et al., 1994; Spinozzi et al., 1994; Regenbrecht et al.,
2008; Park et al., 2012), u kterého dochazelo k zastavé bunééného cyklu v Go/M fazi.
Progrese bunécného cyklu je kontrolovana CDK, kdy na konci G»/M faze jsou pomoci
CDK fosforylovany a aktivovany proteiny podporujici mitosu a cytokinezi (Roberts et
al., 1994). Kazdy ptechod je kontrolovan komplexem cyklin-CDK, tudiz by bylo
vhodné stanovit exprese jednotlivych cyklinh a CDK, jestli jsou aktivovany ¢&i
deaktivovany.

Po aplikaci latky 2 naopak doslo k poklesu poctu bnek v Go/G; fazi, coz by mohlo
znamenat, ze jednim z mechanismt, kterym latka 2 mize zpasobit inhibici proliferace
nadorovych bunék, je inhibice progrese bunééného cyklu. Tedy nadorové buiky
nemohou vstoupit do dalSich fazi bunééného cyklu pies kontrolni body a je mozné, ze
v nich bude indukovana programovana buné¢na smrt. V souladu s timto a pro blizsi
uréeni mechanismu U¢inku by bylo vhodné stanovit hladinu exprese G;-S cyklini
a CDK, popiipadg jejich inhibitorti p27<P*, p21"WeHCPl (Macaluso et al., 2005).
Zastaveni progrese bunééného cyklu v G; fazi je pro buinky bud pfilezitost projit
opravnymi mechanismy, nebo je spuSténa apoptotickd draha (Alberts et al., 2008b).
Oproti kontrolnim bunkam dochazelo v bunkach G-361 ovlivnénych latkou 3
v koncentraci 1 uM Kk nartstu poctu bun¢k v Go/G; fazi a poklesu poc¢tu bunék v G,/M
fazi, avsak v koncentraci 5 uM byl zvyseny podil bun¢k v Go/M fazi a v koncentraci
10 uM byla distribuce bun¢k v jednotlivych fazich bunécného cyklu podobna distribuci
v neovlivnénych bunkach. Mezi lupeolem a latkou 3 v koncentraci 10 uM nebyl
zaznamenan vyznamny rozdil v distribuci bun¢k v jednotlivych fazich bunééného cyklu
(Obr. 11).

Dale byla sledovana exprese apoptotickych markerd pomoci Western blotu (Obr. 6
a 7). Apoptoticka buné¢na smrt je disledkem fady pifesné regulovanych udalosti, jez

jsou regulovany proteiny, jejichz exprese mize byt v nadorovych bunkach jina

45



nez v normalnich bunkach, a diky ¢emuz by mohla byt apoptosa cilené indukovéana
v nadorovych bunkach, idealn¢ bez ovlivnéni normalnich bunék (Kasibhatla a Tseng,
2003). Apoptosa je fyziologicky proces eliminujici buiniky s poskozenou DNA
a predstavujici odlisny typ bunééné smrti na rozdil od nekrosy (dochéazi k bobtnani
mitochondridlni matrix, jadra, cytoplasmy, rozpadu organel, cytoplasmatické
membrany, dilataci endoplazmatického retikula, postihu skupin bunék a je provazena
zanétem; Kerr et al., 1972; Wyllie et al., 1980; Proskuryakov et al., 2003) ¢i autofagie
(tzv. makroautofagie - udrzuje homeostazi bun¢k, vyskytuje se i pii hladovéni, jedna se
o lysozomalni degradaci, slouzi k degradaci extracelularnich proteinti, k degradaci
poskozenych organel, hraje protektivni tlohu, dochdzi k tvorbé vakuol v cytoplasmé,
ale ne ke kondenzaci chromatinu; Schweichel a Merker, 1973; Clarke, 1990). Apoptosa
je pevné regulovana anti-apoptotickymi a pro-apoptotickymi efektorovymi molekulami
a muze byt zprostfedkovana n¢kolika riiznymi drahami. Pravé pomér proteinti Bax/Bcl-
2 je rozhodujici pro indukci apoptosy (Reed, 1995). ZvySeni poméru Bax/Bcl-2
stimuluje uvolnéni cytochromu ¢ z mitochondrie do cytosolu, kde se vaze na Apaf-1,
coz vede k aktivaci caspasy-3 a Stépeni PARP. V apoptickych bunkach dochazi
ke Stépeni celkového jaderného proteinu PARP-1 caspasou-3 na 24 kDa a 89 kDa
fragmenty (Kaufmann et al., 1993; Casiano et al., 1996; Gobeil et al., 2001). V bunkach
odvozenych od maligntho melanomu (G-361) vystavenych plisobeni latce 1
v koncentraci 10 uM byla detekovana zvySena exprese 89 kDa fragmentu proteinu
PARP (Obr. 6 a 7). Apoptosa miize byt odpovédi na poSkozeni DNA. Aktivace DNA
opravného aparatu a urychleni opravy DNA se pfimo ucastni protein PARP (Schreiber
et al., 2006; Yelamos et al., 2008). V souladu stimto byla v buinkach G-361
ovlivnénych latkami 1, 2 a 3 méfena aktivita caspas-3/7 pomoci fluorimetrického
stanoveni. A prave po aplikaci latky 1 v koncentraci 10 uM byla zvySena az Sestnactkrat
(Obr. 8). Zatimco pusobenim latek 2 a 3 v testovanych koncentracich nebyla aktivita
caspas-3/7 zvysena, coz je v souladu s vysledky Western blotu, kde nebyla zvysena
hladina exprese caspasy-3 ani fragmentu PARP (Obr. 6 a 8). Po aplikaci prekurzoru
lupeolu nebyl pozorovan zadny vyznamny efekt, ale po aplikaci betulinu byla mirné
zvySena hladina exprese proteinu PARP (Obr. 7) a aktivita caspas-3/7 byla zvysena
ctyrikrat (Obr. 9), coz koreluje s vysledky cytotoxické aktivity (Tab. 1).

Nicméné, exprese nadorovych supresord p53 a Rb byla po aplikaci latky 1
v koncentraci 10 uM snizena, po aplikaci 10 uM latky 2 byla mirné sniZena, ale

po ovlivnéni latkou 3 byla hladina exprese p53 mirné zvysena (Obr. 6 a 7).

46



Za normalnich okolnosti (pfi apoptose) je hladina proteinu p53 v odpovédi na poskozeni
DNA, stresy ¢i aktivaci onkogenti zvySena a nasledné je indukovana apoptosa nebo je
zabranéno bunikam vstoupit do S faze bunécného cyklu (Sherr a Roberts, 1995). Snizeni
hladiny proteinu p53 by mohlo byt zplisobeno vysokou, zifejmé uz cytotoxickou
koncentraci testovanych latek, kdy doSlo k destrukci bunék ocividné jinym
mechanismem neZ apoptosou a to autofagii, jez by mohla pfispivat k bunécné smrti
vyvolané caspasami, nebo nekrosou (Eisenberg-Lerner et al., 2009; Green a Kroemer,
2009; Tasdemir et al., 2009; Rikiishi, 2012). Nemélo by se vSak zapominat, Ze
autofagie hraje dvoji roli, bud’ za danych podminek napomaha bunkdm prezit (Rashmi
et al., 2008), nebo je nastrojem bunééné smrti (Codogno a Meijer, 2005). Casto se
vyskytuje pravé v buiikach, u nichz je inhibovana apoptosa (Maiuri et al., 2007).

Jelikoz protein p53 nema jen funkci transkripéniho faktoru, mize byt apoptosa
indukovéna i pomoci jeho translokace do mitochondrii nezavisle na jeho transkripéni
aktivit¢ (Marchenko et al., 2000). Také je nutné zjistit, zda dochazi ke snizeni exprese
p53 po ovlivnéni latkou 1 na urovni transkripce nebo na trovni proteinu. Pokud dochazi
ke snizeni hladiny exprese p53, jednim z moznych vysvétleni by mohlo také byt zvyseni
hladiny jeho negativniho regulatoru Mdm-2. K negativni regulaci dochazi pomoci dvou
zakladnich mechanismi. Za prvé, prostfednictvim pfimé vazby Mdm-2 na N-terminalni
konec p53 inhibuje jeho transkripéné aktivaéni funkci (Momand et al., 1992; Oliner et
al., 1993). Za druhé, Mdm-2 ma ubikvitin ligasovou aktivitu, kterd modifikuje p53
a poté jej oznaci k degradaci 26S proteasomem (Haupt et al., 1997; Honda et al., 1997;
Kubbutat et al., 1997). Ale zvyseni hladiny Mdm-2 se nepodafilo potvrdit.

Jak jiz bylo fec¢eno, ptisobenim latky 1 v koncentraci 10 uM bylo pozorovano snizeni
hladiny Rb a ptsobenim latky 2 v koncentraci 10 uM mirné sniZzeni. Protein Rb je
klicovym regulatorem bunééného cyklu a brani vstupu do S faze buné¢ného cyklu. Jeho
aktivita je fizena fosforylaci/defosforylaci (Dyson, 1998). Predpoklada se, ze je béhem
pozdni G; faze inaktivovan CDK- a cyklinem-zprostfedkovanou fosforylaci (Van den
Heuvel a Dyson, 2008). Prominentné nejvice jsou do procesu fosforylace zapojeny
cykliny tfidy D (D1, D2, D3). Tyto cykliny jsou regulatory kinas CDK4 a CDK6, které
spolu s nimi fosforyluji Rb (Kato et al., 1993; Ewen et al., 1993). V defosforylovaném
stavu se Rb vaze na transkripéni faktor E2F a ten brani expresi gen potiebnych
pro vstup do S faze bunééného cyklu. Naopak fosforylaci dochazi k uvolnéni E2F
a transkripci gend (Chellappan et al., 1991) a Rb je inaktivni. V defosforylovaném stavu

je Rb protein aktivni a inhibuje transkripéni aktivitu nadorového transkripéniho faktoru
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E2F. Po ovlivnéni latkou 2 byla detekovana snizena exprese v G-361 bunkach, coz
koreluje s vysledky prutokové cytometrie a tedy s nartistem poctu bunék v Go/G; fazi.
Jinym dtvodem sniZeni hladiny Rb muze jeho $t€peni béhem apoptosy (An a Dou,
1996). V nadorovych bunkach vystavenych pusobeni latky 2 dochazi k inhibici
proliferace na zaklad€ inibice progrese bunétného cyklu, builky jsou kumulovany
vV Gy/G; fazi a nemohou projit kontrolnimi body do dalsich fazi bunééného cyklu. Bud’
prochdzi opravnymi mechanismy, nebo je spusténa apoptotickd draha.

Dale byla sledovana hladina exprese anti-apoptotickych proteind Bcl-2 a Mcl-1.
Zvlaste vyznamny efekt byl pozorovan u proteinu Mcl-1, kdy po ovlivnéni latkou 1 byla
jeho hladina v zavislosti na koncentraci snizena. KdeZto po ovlivnéni latkou 2
v koncentraci 10 uM byla hladina Mcl-1 zvySena (Obr. 6). Za sniZeni exprese by mohly
byt odpovédné efektorové caspasy, ponévadz mohou $tépit protein Mcl-1 (Craig, 2002;
Snowden et al., 2003; Michels et al., 2004). Navic Mcl-1 obsahuje sekvenci PEST
vyskytujici u proteini s kratkym poloasem rozpadu a jsou zodpovédnd za rychlou
degradaci proteinu v bunikach (Craig, 2002; Cuconati et al., 2003; Nijhawan et al.,
2003). Naopak zvySena exprese anti-apoptotickych proteinti asto piispiva k rezistenci
nadoru (Tron et al., 1995; Chan et al., 2003) a pravé rezistence k indukci apoptosy
muze byt jednim z moznych vysvétleni, diky nimz nddorové buiniky b&éhem anti-
neoplastické 1écby ptezivaji (Fisher, 1994). Srezistenci chemoterapeutik a jejich
neschopnosti indukovat apoptosu v nadorovych buiikach souvisi nedostate¢na aktivace
caspas, zvySena exprese anti-apoptotickych proteini a sniZzend exprese pro-
apoptotickych proteinli (Hanahan a Weinberg, 2011). TudiZ jsou v dne$ni dobé
intenzivn¢ zkoumany 1 jiné typy bunécné smrti neapoptotického puvodu, jako
nekroptosa (Holler et al., 2000; Degterev et al., 2005).

Vysledky experimentalni ¢asti diplomové prace poukazuji na potencionalni
antiproliferacni ucinky vybranych derivati lupanovych triterpent vici G-361 buiikam,
nacez testovana latka 1, derivat betulinu substituovany v poloze C-3, vykazovala

nejsilnéjsi ucinek ze vsech ti testovanych derivata.
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6 ZAVER

V této diplomové praci byly zkoumény antiprolifera¢ni €inky tfi derivati lupanovych
triterpent, latek s kddovym oznacenim 1, 2 a 3. Latky 1 a 2 jsou derivaty betulinu
substituované v poloze C-3 a latka 3 je derivat lupeolu substituovana v polohach C-3
a C-28. Diky substitucim vykazuji tyto derivaty siln€jsi cytotoxicky Uc€inek Vv nizkych
mikromolarnich koncentracich na buriky odvozené od lidského maligniho melanomu
(G-361) nez vykazuji jejich prekurzory. I kdyz jsou cytotoxické proti normalnim
bunkam, ale v nizsich koncentracich nez proti G-361 buikam, mohou byt dal§im
krokem v pochopeni mechanismu uc¢inkt derivati lupanovych triterpentt a mohou nam
pomoct k odhaleni dalSich terapeutickych cila v 1éc¢bé maligniho melanomu.

Jejich antiproliferatni U€inky byly stanoveny tfemi nezavislymi metodami.
Predlozené vysledky poukazuji pfedevsim na vyznamné protirakovinné ucinky latky 1
v koncentraci 10 uM. Bylo zjisténo, ze Srostouci koncentraci dochazi v bunkach
G-361 ovlivnénych latkou 1 ke zvySeni aktivity caspas-3/7 az Sestnactkrat a zvySeni
exprese 89 kDa fragmentu proteinu PARP, jez je dilezitym apoptotickym markerem.
Dale bylo pozorovano sniZzeni exprese anti-apoptotického proteinu Mcl-1 v zavislosti
na koncentraci, coZ by mohlo souviset se zvySenim aktivity efektorovych caspas, které
mohou protein Mcl-1 §tépit. Pozoruhodné vsak bylo zjisténi, ze exprese nadorovych
supresorti p53 a Rb se s rostouci koncentraci snizovala. Snizeni hladiny proteinu p53 by
mohlo souviset s aktivaci jiného typu bunécné smrti, autofagie ¢i nekrosy. A tak je
mozné, ze po aplikaci latky 1 je kooperativné indukovana vnitini apoptoticka draha
spolu s jinym typem bunécné smrti zfejmé diky prekroceni cytotoxické davky. Jednou
Z moznosti kontroly rastu nadorovych bunék je kontrola progrese bunécného cyklu
nadorovych bun¢k. Po aplikaci latky 1 byl pozorovan zvyseny pocet apoptotickych
bun¢k, zvyseny podil bunék v Go/M fazi a v porovnani s betulinem narast poctu bunck
v S fazi bunééného cyklu.

Nicméné po aplikaci latek 2 a 3 v testovanych koncentracich nebyla vyznamné
zvySena aktivita caspas-3/7 ani nebyla zvySena exprese fragmentu proteinu PARP.
V bunkach G-361 ovlivnénych latkou 2 dochazelo ke kumulaci bun¢k v Go/G; fazi, coz
je pro buiky bud pfilezitost projit opravnymi mechanismy, nebo je spusténa
apoptoticka draha. Navic byla po pusobeni latky 2 v koncentraci 10 uM pozorovana
zvySena exprese proteinu Mcl-1. ZvySena exprese anti-apoptotickych proteini mnohdy,

ale ne vzdy, souvisi s rezistenci nadort.

49



V budoucnu by se dalsi studie derivati betulinu a lupeolu mohly zaméfit na presné
vysvétleni mechanismt a typt bunééné smrti a na odezvu nadorovych a normalnich
bunék tak, aby tyto derivaty nevykazovaly cytotoxickou aktivitu i proti lidskym
fibroblastim (BJ). Rovnéz by bylo vhodné se zaméfit na mechanismus u¢inku derivati
betulinu v souvislosti s proteinem p53. V experimentech by mohly byt pouzity
naptiklad inhibitory caspas ¢i p53 deficientni nadorové bunééné linie. U latky 2 by
v souvislosti se zablokovanim bunéfného cyklu v Go/G; fazi mohla byt navic

detekovana exprese G;-S cyklint, CDK a jejich inhibitord p27"'P*, p21Wa/cirt,
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

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

AlF Apoptosu indukujici faktor

AK Aktinicka keratosa, z angl. Actinic keratosis

AKT Proteinkinasa B

Apaf-1 Faktor aktivujici apoptotické proteasy-1

ARF ADP ribosyla¢ni faktor, z angl. ADP ribosylation factor
ARH3 Poly(ADP-ribosa)hydrolysa-3

Bak z angl. Bcl-2 antagonist/killer

Bax X protein asociovany s Bcl-2, z angl. Bcl-2-associated X protein
BCC Bazocelularni karcinom, z angl. Basal cell carcinoma
Bcl-2 B-buiiky CLL/lymfom 2, z angl. B-cell CLL/lymphoma 2
Bcl-X, z angl. B-cell lymphoma-extra large

BD Bowenova choroba, z angl. Bowen disease

Bid z angl. BH3-interacting domain death agonist

BPO Benzoylperoxid

BSA Hovézi sérovy albumin, z angl. Bovine serum albumin
CD95 Klastr diferenciace 95, z angl. Cluster of differentiation 95
CDK Cyklin-dependentni kinasy, z angl. Cyclin-dependent kinase
Cip/Kip z angl. CDK interacting protein/kinase inhibitory protein
DD Doména smrti, z angl. Death domain

DED Efektorova doména smrti, z angl. Death effector domain
DIABLO z angl. Direct inhibitor of apoptosis protein

DISC Signalni komplex indikujici bunéénou smrt

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DR Receptor smrti, z angl. Death receptor

DTT Dithiothreitol

EDTA Kyselina ethylendiamintetraoctova

EGTA Kyselina ethylenglykoltetraoctova

EPD Extramamarni Pagetova choroba (disease)

EQ tzv. Erythroplasia of Queyrat

ERK Extracelularné regulovana kinasa

FADD Fas asociovana doména smrti (death)

FAK Fokalni adhezivni kinasa, z angl. Focal adhesion kinase
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FasL
GM-CSF
Gp 100
HEPES
Hsp90
CHAPS
1Cs0
IFN

IL

LM
MAPK
Mcl-1
Mdm-2
MEK
MM
p53AIP1
PARG
PARP
PBS
PERP
PI3K
PIG3
PIPES
PKCS
PMSF
PTEN
Rb
RIPA
SC
SCC
Smac
TBS
TEMED
TNF
TP53
TRAIL

TRIS

Fas ligand

Faktor stimulujici kolonie granulocytti a makrofagi
Glykoprotein 100
4-(2-hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic acid

Heat shock protein 90
[3-((3-cholamidopropyl)-dimethylammonio)-1-propansulfonat]
50% inhibi¢ni koncentrace, z angl. 50% inhibitory concentration
Interferon

Interleukin

tzv. Lentigo maligna

Mitogenem aktivované proteinkinasy

Myeloidni bné¢na leukémie 1, z angl. Myeloid-cell leukemia 1
z angl. Murine double minute 2

z angl. Mitogen-activated protein kinase kinase

Metastazujici melanom

z angl. p53-regulated apoptosis-inducing protein 1
Poly(ADP-ribosa)glykohydrolasa
Poly(ADP-ribosa)polymerasa

Phosphate buffered saline

z angl. p53 apoptosis effector related to PMP-22
Fosfatidylinositol-3-kinasa, z angl. Phosphatidylinositide-3-kinase
z angl. p53 inducible gene 3
Piperazine-1,4-bis(2-ethanesulfonic acid)

Proteinkinasa Cd

Phenylmethylsulfonyl fluoride

z angl. Phosphatase and tensin homolog

Retinoblastoma protein

Radioimmunoprecipitation buffer

tzv. Solar cheilosis

Spinocelularni karcinom, z angl. Squamous cell carcinoma

z angl. Second mitochondria-derived activator of caspases
Tris-buffered saline

Tetramethylethylendiammin

Tumor nekrotizujici faktor

Tumor protein p53

z angl. TNF-related apoptosis inducing ligand

Tris(hydroxymethyl)aminomethan
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