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SOUHRN

24

v ruznych tkanich a pfedevSim z riznych pfi¢in. V disledku toho je i 1écba kazdého typu
rakoviny individudlni. V soucasné dobé se pii 1é¢bé vyuziva chemoterapeutickych
i radioterapeutickych metod a to zejména v kombinaci s cilenou biologickou 1écbou,
ktera predstavuje zasadni pokrok v 1écbé. Je zaloZzena na pouziti nové generace IéCiv
specificky navrhovanych proti konkrétnim cilim, které zasahuji do rtiznych signdlnich drah
véetné regulace bunééného cyklu, apoptdzy a angiogeneze. Teoreticka ¢ast bakalaiské prace
shrnuje poznatky o rakovinném onemocnéni a o soufasnych moZnostech [éCby.
Experimentalni ¢ast prace se zabyva stanovenim nékterych biologickych ucinkd Cctyf
vybranych inhibitorti z knihovny 2-hydroxy-N-(arylalkyl)benzamid na nadorovou linii G361

in vitro.



SUMMARY

Cancer is one of the most serious disease worldwide, which has arised in various tissues
and especially for various reasons. Therefore, the treatment of each type of cancer is
individual. Current treatment has involved both chemo- and radiotherapy methods, especially
in combination with targeted biological therapy, which has represented an essential progress.
It is based on new generation of drugs proposed against specific targets, which interfere
in different signaling pathways including cell cycle regulation, apoptosis and angiogenesis.
The theoretical part of bachelor thesis summarizes knowledge about cancer and about current
treatment approaches. The experimental part is focused on biological effect of four inhibitors

from a library of 2-hydroxy-N-(arylalkyl)benzamides in the G361 cell line.
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1 UVOD

wev

zemielo na tuto nemoc 8,2 milionii lidi (z toho 3,5 milionti Zen a 4,7 miliond muzi) a bylo
diagnostikovano 14,1 milionti novych ptipadt tohoto onemocnéni. Celkem 32,6 miliond lidi
vroce 2012 trpélo touto chorobou. Predpokldda se, ze vroce 2030 vzroste pocet umrti
az dvojnasobné  (http://globocan.iarc.fr). Soucasnd studia zabyvajici se molekularni
a bunécnou podstatou tohoto onemocnéni piinasi nové poznatky, jez umoziuji vyvoj novych
terapeutickych pristupli, které jsou ¢asto mnohem uU€inngj$i a méné toxictéjsi. Rozviji se
pfistup cilené terapie, kdy jsou lé€iva navrhovéana a testovana proti konkrétnim ciliim. Velmi
pozitivni ucinek byl takové pozorovan pifi pouziti kombinované molekuldrné cilené terapie
ataké terapie kombinované skonvencéni chemoterapii a radioterapii. Pomérné¢ novym
pfistupem je princip syntetické letality, ktery je v souc¢asné dob¢ velmi intenzivné studovan.
Nicméné, rakovinné onemocnéni vznikd v riznych tkdnich a ptedevSim z rGznych
pfi¢in. V duasledku toho musi byt i lécba kazdého typu rakoviny individualni (Evan et

Vousden, 2001).



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Molekularni podstata rakovinného onemocnéni

Rakovinu Ize obecné definovat jako onemocnéni, pfi kterém dochazi k abnormalnimu
a nekontrolovanému ristu bunék. Za fyziologickych podminek jsou buiiky kazdého organizmu
striktné koordinovany a musi velmi tzce spolupracovat. Kazdd znich vysild, interpretuje
a pfijima signaly, které urcuji, zda buiniky maji rist, délit se, diferenciovat se ¢i odumfit podle
aktualnich potieb organizmu. NaruSeni bunétné signalizace miiZze iniciovat nekontrolovanou
proliferaci.

Karcinogeneze je nékolikastupniovy proces, ktery se vyviji i desitky let, pficemz
dochazi k progresivnimu akumulovdni mutaci a epigenetickych zmén genl s rozdilnymi
biochemickymi funkcemi. Jedna mutace nemusi nutné¢ znamenat vznik onemocnéni.
K transformaci v nadorovou buiku vede ve vétSin€é piipadd nahromadéni nékolika
epigenetickych zmén ¢i drobnych mutacich proto-onkogenti a tumor supresorovych gend,
které oznaCujeme jako geny kritické. Vysledkem téchto zmén jsou deregulace kli¢ovych
molekul odpovédnych za spravny pribéh bunécného cyklu, ale i dalSich vyznamnych
signalnich drah (Weinstein, 2000; Croce, 2008).

Mutace se beézné vyskytuji v genomech vsech délicich se bunc€k, normalnich
i nddorovych. Mohou nastat v diisledku nespravné inkorporace nukleotidi béhem replikace
DNA nebo plsobenim exogennich ¢i endogennich mutageni (Greenman et al., 2007).
Nejen genetické modifikace, ale i epigenetické zmény mohou iniciovat vznik tumoru. Jedna se
o dédi¢né modifikace genomu regulujici genovou expresi, pfiCemz se neméni nukleotidova
sekvence DNA. Zahrnuji zmény v usporadani nukleozomu i vysSich struktur, post-translaéni
modifikace aminokyselin histonli a zmény v metylaci DNA. Deregulace téchto epigenetickych
modifikaci také muze vést k vyvoji rakovinného onemocnéni, pficemz jejich onkogenni
potencial je reverzibilni na rozdil odbéznych genetickych mutaci (Feinberg, 2004;
Grenbak et al., 2007).

Je nepravdépodobné, ze mira spontannich mutaci v lidskych bunkéch je dostate¢na
pro vznik nadorového onemocnéni. Piedpoklada se, Ze tumorigeneze souvisi se schopnosti

bunek ziskat genetickou nestabilitu, kdy se zvySuje rychlost vzniku genovych
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i chromozomovych mutaci (Morgan, 2007). Tato geneticka nestabilita umoznuje nadorové

buiice postupné ziskat Sest zasadnich vlastnosti (Hanahan er Weinberg, 2011) (Obr. 1).

Aktivace proto-onkogent

Inaktivace tumor

Suprese apoptozy supresorovych genu

Aktivace invaze

Indukce angiogeneze L
a metastazovani

Kontinualni replikace

Obr. 1: Sest zdsadnich viastnosti rakovinnych bunék: schopnost kontinudlni signalizace
proliferace (aktivaci proto-onkogenit) a inhibice systémii negativne regulujicich proliferaci
(inaktivaci tumor supresorovych genit), ddle schopnost suprese apoptozy, kontinualni
replikace, indukce angiogeneze a aktivace invaze a metastizovani (upraveno podle Hanahan

et Weinberg, 2011)

2.1.1 Aktivace proto-onkogent

Proto-onkogeny se bézné vyskytuji v genomu a jejich funkci je kontrolovat procesy
souvisejici se stimulaci bunééného déleni, inhibici diferenciace a bunééné smrti. VSechny tyto
procesy jsou diilezité pro normalni vyvoj organizmu, homeostdzu poctu bunék, architekturu
a funkci tkani (Chial, 2008; Hanahan et Weinberg, 2011).

Proto-onkogeny mohou byt deregulovany nebo aktivovany bodovymi mutacemi,
které obvykle vznikaji v disledku pasobeni chemickych nebo fyzikdlnich mutagent,
dale genovou amplifikaci a chromozomalnim pteskupenim (Croce, 2008). Vyznacuji se
dominantni aktivitou, to znamend, Ze k jejich deregulaci ¢i aktivaci postacuje mutace pouze

jedné alely. Mutovand verze se nazyvd onkogen a vede k transformaci normalni bunky
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v buntku nadorovou (Chial, 2008). Onkogeny miizeme dé¢lit do n¢kolika skupin podle toho,
ve které signalni kaskad¢ hraji klicovou roli: transkripéni faktory, chromatinové remodelatory,
rastové faktory, receptory rustovych faktorli, signalni transduktory a regulatory apoptdzy

(Croce, 2008).

2.1.2 Inaktivace tumor supresorovych geni

Tumor supresorové geny maji opacnou funkci k onkogentim. Za fyziologickych
podminek riznymi zpiisoby negativné reguluji bunéény riist a proliferaci. K tomu, aby ziskaly
onkogenni potencial, vyzaduji mutaci v obou alelach, ¢imz ztraci svou inhibi¢ni funkci.
Mezi tyto mutace patii delece a inzerce rizného rozsahu, ale i mutace vedouci k produkci
kratSich proteini. Tumor supresorové geny jsou tedy u nadorovych bunck inaktivovany
na rozdil od proto-onkogend, které jsou aktivovany. Dal§im ze zpiisobil jejich inaktivace je
tzv. genové umlcovani prostfednictvim epigenetickych zmén (Levine, 1995; Vogelstein et

Kinzler, 2004; Hanahan et Weinberg, 2011).

2.2 Konven¢ni terapie

V soucasné dobé se pii  1écbe¢ nadorovych onemocnéni  vyuziva  jak
chemoterapeutickych, tak i radioterapeutickych metod a to zejména v kombinaci s cilenou
biologickou lécbou.

Chemoterapie vyuZzivajici tradi¢nich cytotoxickych 1é¢iv je zaloZzena na piimém
poskozeni DNA nebo na ovlivnéni procesii asociovanych s DNA. Cytostatika mohou
interagovat pfimo s DNA, vmezetfovat se mezi jeji baze, chemicky modifikovat jeji strukturu
nebo nahrazovat baze za jejich analogy. Také mohou snizovat mnozstvi volnych bazi
potiebnych pro syntézu DNA (a RNA), mohou interagovat s n€kterymi proteiny asociovanymi
s DNA a mohou postihovat mikrotubuly, které organizuji chromozomy v pribéhu mitdzy.
Vsechny tyto procesy vedou k zastaveni bunééného cyklu a v disledku ¢astého poskozeni
reparacnich systémil rakovinnych buné€k, které nemohou opravit DNA, dojde k navozeni
bunécné smrti. Na uc¢inek cytostatik jsou citlivé rychle se délici bunky, zejména rakovinné,
ale 1 bunky kostni dfené, klize, vlasovych folikulii a gastrointestinalni sliznice. Chemoterapie
je tedy casto doprovazena nezadoucimi Gcinky.
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Radioterapie spocivd v absorpci ionizujiciho zéafeni rakovinnymi builkami,
pfi¢emz dochézi k tvorbé nestabilnich volnych radikald. Tyto radikély interaguji s bunéénymi
strukturami a zptisobuji vznik jednovlaknovych a dvouvldknovych zlomi DNA, které
ve vysledku vedou k navozeni bunécné smrti. V soucasné dobé lze za pomoci modernich
vizualizacnich technik (pocitacova tomografie, magnetickd rezonance apod.) rakovinné bunky
zacilit s velmi velkou pfesnosti, diky ¢emuz se eliminuje poSkozeni normalnich bunék

(Knowles et Selby, 2005).

2.3 Cilena biologicka terapie

Ptechod od cytotoxické terapie k mechanizmu molekuldrné cilené terapie predstavuje
zasadni pokrok v progresivnim vyzkumu lé€by rakoviny v poslednim desetileti. Cilena
biologickéa terapie predstavuje pouziti nové generace 1éCiv specificky navrhovanych proti
konkrétnim definovanym ciltim, které zasahuji do rtiznych signalnich drah vcetné regulace
bunécného cyklu, apoptézy a angiogeneze. Nové poznatky molekularni genetiky a biologie
nador umoznily objasnéni molekuldrnich drah podilejicich se na patogenezi a progresi
rakovinného onemocnéni a tim i objasnéni celé fady molekularnich cili pro terapeutickou
intervenci (Adjei et Rowinsky, 2003; Hoelder et al., 2012).

V minulosti byla vétSina terapeutickych 1é¢iv objevena postupnym empirickym
testovanim velkého mnozstvi chemickych latek. Takto objevena 1é¢iva vSak Casto vykazovala
omezenou uc¢innost a znacnou toxicitu. Cilena terapie umoznila mnohem piredvidatelng;si
a ucinngjsi vyvoj 1éciv, ktery ma za nasledek zvySujici se pocet uspésnych lé¢ebnych metod
(Adjei et Rowinsky, 2003).

V poloving 20. stoleti byly stfedem z4jmu pfi vyvoji protirakovinnych 1é€iv predevSim
metabolické enzymy, coz vedlo kobjevu folath a metotrexati jako cilené terapie.
Objev struktury DNA a molekularni podstaty replikace DNA umoznil vyvoj terapie namifené
proti DNA polymerazdm a topoizomerazam. Taktéz studium hormondlni signalizace
a jadernych hormonalnich receptorti, objasnéni role mnoha kinazovych signalnich drah,
receptort pro rustovy faktor a jejich efektori poskytlo nové moznosti 1écby. V soucasné dobé

jsou signdlni drdhy velmi podrobné zkoumany, coz spolu s dostupnosti experimentalnich

13



modelil a napf. znalosti principu syntetické letality pfispiva k objevu novych cili (Benson et

al., 2006).

2.3.1 Medicinalni chemie

Medicinalni chemie se zabyva navrhem a syntézou 1éCiv, kterd interaguji s biologickym
systémem a vyvolavaji pozadovanou biologickou odpovéd’. Pfispiva tedy k rychlejSimu
a efektivngjSimu vyvoji terapeutik a také snizuje ndklady na vyvoj (Johnstone, 2012).
V poslednich letech prodélala pfevratné zmény a to pravé v disledku rychlych pokroki
a objevil ve véde.

V soucasné dobé mnoho vyzkumnych projektd ve farmaceutickém primyslu zacina
pravé identifikaci vhodného biologického cile spjatého s chorobou a nésledné navrhovanim
1é¢iva, které interaguje pravé s danym cilem. Znalost struktury a funkce cile, stejné tak jako
mechanizmus, jakym interaguje s 1é¢ivem, je v tomto ptistupu zésadni (Patrick, 2013).

Pro vyzkumny projekt je kli¢ovy vybér vhodné biologické eseje nebo vhodného
testovaciho setu pro nalezeni zakladni struktury 1éCiva. Test by mél byt jednoduchy, rychly
a relevantni, protoze ve vétSin€ piipadd je analyzovano velké mnozstvi latek. Testy jsou
provadény in vitro (na izolovanych buiikéach, tkanich, enzymech a receptorech) nebo in vivo
(na zviratech). Obecné jsou preferovany in vitro testy pro jednoduchost provedeni,
nizsi financni nédroCnost a moznost automatizace. Miniaturizace in vitro testi a jejich
robotizace vedla k procesim nazyvanym HTS (high-throughput screening), které umozuji
automatickou a efektivni identifikaci potencidlnich struktur 1é¢iv z velkého mnozstvi latek.
Nukledrni magneticka rezonancni spektroskopie je dal$im analytickym nastrojem
pro stanoveni, zda testovana latka interaguje s danym cilem. Izotermicka titracni kalorimetrie
je termodynamickd technika zaloZzend na detekci tepelného efektu, jeZz je generovan
nebo absorbovan pii vazbé molekul. Méfeni tohoto tepla umoziiuje stanovit vazebné
konstanty, stechiometrii reakce, entalpii a entropii. Tato technika je casto vyuzivana
pro charakterizaci interakce molekul. Mezi dal$i testovaci metody patii také tzv. afinitni
screening, povrchova plazmonova rezonance a dal$i (Lopez er Makhatadze, 2002; Patrick,

2013).
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V soucasné dobé¢ se také vyuZzivaji bioinformatické in silico techniky, pomoci kterych je
navrhovana struktura lé¢iva na zdklad€ struktury vazebného mista cile. Tyto pfistupy
umoziuji ndvrh vysoce selektivnich 1é€iv. Jednim z postupli de novo navrhovani je tzv. navrh
molekul na zéklad¢ fragmenti. V podstaté se jedna o nalezeni malych molekul, epitopt, které
se navazuji na specifické oblasti vazebného mista proteinového cile. Navrzenim molekuly
obsahujici tyto epitopy pak muzeme ziskat strukturu, ktera je aktivni a vaze se do vazebného
mista. DalSim pfistupem je navrhovani novych latek na zdklad€ vlastnosti jin¢ho 1écCiva,
které je jiz pouzivano v mediciné a vykazuje aktivitu. Také strukturni modifikace jiz uzivané

latky mohou vést k ndvrhu 1é¢iv s vyssi ucinnosti (Tang et al., 2006; Patrick, 2013).

2.3.2 Vyznamné cile 1écebnych metod

Na pocatku signalizacni kaskady stoji extracelularni protein, ligand, ktery se vaze
na specificky receptor bunééného povrchu. Vazbou dochédzi k aktivaci intraceluldrni
signalizacni kaskady, tedy k transdukci signdlu do buiky, jejimz konecnym vysledkem je
bunécna odpovéd. Nadorové builky se vyznacuji poruchami komponent téchto signalizacnich
drah. Pravé tyto komponenty pifedstavuji potencialni cile pro terapii (ligandy, receptory,
sekundarni ptenasece, transkripcni faktory apod.). Snahou je inaktivace/aktivace téchto cill ¢i

celych procesi, jejimz vysledkem je regrese nebo destrukce maligniho ristu.

2.3.2.1 Receptor epidermalniho riistového faktoru

Receptor epidermalniho rastového faktoru (EGFR neboli ErbB1) nalezi do skupiny
tyrozin kinazovych receptori zahrnujici také jeho znamé homology ErbB2, ErbB3 a ErbB4.
Receptor se sklada z extracelularni domény s vazebnym mistem pro ligand, transmembranové
domény a cytoplazmatické tyrozin kindzové domény. Vazbou rustového faktoru
na extraceluldrni doménu dochédzi k dimerizaci receptoru za vzniku homodimerid nebo
heterodimert. Nasledné¢ dochazi k autofosforylaci mezi tyrozinovymi rezidui
cytoplazmatickych domén dimeru vedouci ke konforma¢ni zméné. Fosforylovana rezidua poté
slouzi jako vazebnd mista pro proteiny obsahujici Src homologni domény 2 nebo

fosfotyrozinové domény, jejichz vazba vede k aktivaci vyznamnych intracelularnich
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signalnich drah zapojenych do regulace bunécné proliferace a suprese apoptdzy (napt. Ras,
Raf/MEK/ERK, PI3K/Akt/mTOR) (Jorissen et al., 2003; Pecorino, 2008).

Abnormalni exprese nebo mutace EGFR a jejich ligandli hraje vyznamnou roli
v progresi nékterych typd tumori. Inhibice extracelularni domény EGFR, tedy zabranéni
aktivace receptoru je jednim z racionélnich pfistupu v protirakovinné 1écbe. DalSi moznosti
terapie je navrh inhibitord vazajicich se do ATP vazebného mista receptoru, ¢imz je zabranéno

autofosforylaci a nasledné signalizaci (Adjei ef Rowinsky, 2003).

2.3.2.2 Ras signalni draha

Signalni draha Ras proteinu hraje kliCovou roli v pifenosu proliferativnich
a antiapoptotickych signali zreceptori umisténych na povrchu builkky do jejiho jadra.
Ras proteiny a jejich geny byly objeveny a charakterizovany jiz pied 30 lety. Patii do skupiny
nizkomolekularnich G-proteinti, které cykluji mezi inaktivnim stavem s vazanym GDP
a aktivnim stavem s vazanym GTP. Proces aktivace Ras proteinu zahrnuje preménu GDP
na GTP katalyzovanou specifickymi faktory GEFs (guanin nucleotide exchange factors).
K inaktivaci dochazi hydrolyzou GTP na GDP katalyzovanou GTP-aktivaénimi proteiny
(GAPs). Ras proteiny tedy funguji jako molekularni ptepinace, které zprostiedkovavaji
transdukci signdlu mezi ristovym faktorem na povrchu buiiky a intracelularnimi signalnimi
drahami. Mutace genu Ras byla zaznamendna pfiblizn€ u 30 % lidskych malignit a vede
k rezistenci proteinu Ras vi¢i GAPs, ¢imz je zabranéno jejich inaktivaci. Vysledkem je
kontinudlni stimulace bunécné proliferace a inhibice apoptdzy. Z tohoto divodu je praveé
Ras signalizace diilezitym cilem novych terapeutickych 1é¢iv (Kjeldgaard et al., 1996; Adjei et
Rowinsky, 2003; Downward, 2003; Gysin et al., 2011).

Nové nasyntetizované Ras proteiny podstupuji fadu post-translacnich modifikaci,
které jsou uskuteCiovany na CAAX motivu pifitomném na karboxylovém konci.
Prvnim krokem modifikace je farnezylace Ras proteinu, jez je kritickd pro jeho funkci.
Enzym farnezyltransferaza katalyzuje vazbu farnezylu na cystein v CAAX motivu.
Naésleduje endoproteolytické odstépeni zbytktit AAX a reverzibilni karboxymethylace cysteinu.
Utelem post-translaéni modifikace je lokalizace Ras proteinu do subceluldrniho prostoru
(pfedevSim na vnitini stranu plazmatické membrany), kterd je kli¢ovéa pro jeho biologickou
funkci (Cox et Der, 2002; Downward, 2003).
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Pravé inaktivace enzymu farnezyltransferazy je jednou z moznosti inhibice bunécné
proliferace. PfredevS§im se jednd o navrhovéani sloucenin napodobujicich CAAX motiv.
Tyto slou€eniny jsou schopny vazat se do vazebného mista enzymu a zabranuji tak vazbé
Ras proteinu. Piedev§im farnezyltransferazové inhibitory prokdzaly pozoruhodnou schopnost
blokovat onkogenezi v preklinickych studiich i1 urcitou ucinnost v klinickych studiich a to
zejména v kombinaci s taxany (Adjei, 2001; Cox ef Der, 2002). Nicméné v poslednich letech
se ukazuje, ze klicovym cilem téchto inhibitori nemusi byt pouze Ras proteiny, ale i dalsi
proteiny nesouci motiv CAAX (Crul et al., 2001).

Ras protein reguluje velké mnozstvi signalnich drah, mezi které patii napt. Rac, Rho

a Raf/MEK/ERK drahy.

2.3.2.3 Raf/MEK/Erk signalni draha

Raf je rodinou serin/threoninovych kindz zahrnujici tfi izoformy. Vazba proteinu Ras
v aktivnim stavu (ve vazbé s GTP) na Raf zplsobuje jeho relokalizaci do plazmatické
membrany, ¢imz je aktivovan. Aktivované Raf fosforyluji mitogen-aktivované protein kinazy
kindzy 1 a 2 (MEK1 a 2), které dale fosforyluji mitogen-aktivované protein kinazy 1 a2
(MAPKI1 a 2 neboli ERK1 a 2). Aktivované ERK jsou transportovany do jadra,
kde prostfednictvim transkripénich faktorii reguluji genovou expresi efektort, kterd vede
k proliferaci. Raf i MEK ptedstavuji dalsi potencidlni cile, které mohou byt vyuzity pii terapii

(Lyons et al., 2001; Downward, 2003).

2.3.2.4 PI3K/Akt/mTOR signalni draha

Protein mTOR (mammalian target of rapamycin) nalezi do skupiny serin/threoninovych
kindz a je nezbytnym mediatorem signalti pochazejicich ze signalni drahy fosfoinositol-3-
kindzy (PI3K) aktivované prostiednictvim tyrozin kindzovych receptorti. Aktivovand PI3K
katalyzuje produkci sekundarnich ptenasect, které aktivuji proteinkinazu B (PKB neboli Akt).
Negativnim regulatorem PI3K signalni drahy je fosfatdzovy a tenzinovy homolog (PTEN).
Protein mTOR se podili zejména na regulaci translace, bunééného rlstu a metabolizmu.

Jeho hyperaktivita spolu s mutacemi PTEN byla zaznamenana u mnoha nadorovych bunék,
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proto se signdlni draha PI3K/Akt/mTOR stala objektem studia a novym cilem terapie (Huang
et Houghton, 2003; Meric-Bernstam et Gonzalez-Angulo, 2009).

Protein mTOR interaguje s dal§imi proteiny a vytvaii mTOR komplex 1 a 2 (mTORC1
a mTORC2). Aktivace komplexu mTORCI1 vede k translaci medidtorovych RNA (mRNA),
které jsou kritické pro pribéh bunécného cyklu a pro proliferaci. Nejlépe prostudovanym
efektorem tohoto komplexu je ribozomélni S6 kindza, kterd fosforyluje 40S ribozomalni
protein S6 a tim stimuluje translaci mRNA nesouci 5’ terminélni oligopyrimidinovy trakt.

DalSim vyznamnym efektorem je 4E vdazajici protein (4E-BP), jehoz fosforylace vede

.....

.....

Signalni draha mTOR byla objevena v souvislosti se studiemi zabyvajicimi se
mechanizmem uc¢inku rapamycinu, ktery se s jeho intraceluldrnim receptorem véze
na komplex mTORCI a inhibuje ho. Spolu s jeho analogy ptfedstavuji vyznamné inhibitory,
které zastavuji mnoho procest spojenych s proliferaci, angiogenezi a inhibici bunécné smrti

(Vogt, 2001).

2.3.2.5 Protein p53

Protein p53 byl poprvé popsan jiz v roce 1979 a pozdéji byl identifikovan jako tumor
supresor (Linzer et Levine, 1979; Lane et Crawford, 1979; Levine et Momand, 1990).
U vicenez 50 % lidskych nadorti je funkce proteinu p53 pozménéna, piiCemz piiblizné
v poloviné ptipadl je zpusobena piimou mutaci v jeho genu. Velmi Casto se také vyskytuji
poruchy v regulacnich drahach tohoto proteinu. Jednd se o transkripéni faktor,
ktery je za normalnich podminek v butice neaktivni. K jeho aktivaci dochézi napt. pisobenim
bunécného stresu ¢i v disledku poSkozeni DNA burniky. Ve snaze ochranit organizmus pied
potencidlnimi rakovinnymi builkami pozastavuje bunéény cyklus poskozenych bunck,
aby mohlo dojit k jejich opravé reparacnimi mechanizmy, piipadné¢ k indukci apoptozy.
Casto byva oznatovan jako tzv. straZce genomu.

Jednim zjeho vyznamnych transkripénich cild je gen kodujici protein p2l.
Tento protein inhibuje nékteré komplexy cyklin-dependentnich kindz (CDK) a jejich cyklint,
diky ¢emuz dochazi k pozastaveni bunécného cyklu. Protein p21 se také vaze na PCNA
(proliferating cell nuclear antigen) a tim inhibuje syntézu DNA a naopak stimuluje opravu
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poskozené¢ DNA. Mezi dal§i transkripéni cile patii geny proapoptotickych proteini
(napt. Bax), jejichz exprese je vlivem proteinu p53 indukovéna, a geny antiapoptotickych
proteint (napt. Bcl-2), jejichz exprese je naopak potlacena. Vysledkem tohoto ptlisobeni je
stimulace apoptozy (Vogelstein et al., 2000; Steele et Lane, 2005; Pecorino, 2008).

Hladina proteinu p53 v bufice je za normalnich podminek nizkd a jeho aktivita je
regulovana prostfednictvim degradace. Hlavnim reguldtorem je protein MDM?2
(murine double minute 2). Je to ubiquitin ligaza, kterd ptipojuje ke karboxy-termindlni
doméné proteinu maly peptid ubiquitin, ¢imz ho oznaci k degradaci ubiquitin-proteazomovym
systémem. Ddle také modifikuje transkripéni aktivitu proteinu p53 v jadfe tim, Ze se na n¢j
vaze atransportuje ho do cytoplazmy. Jedna se o zpétnovazebnou regulaci, protoze gen
proteinu MDM2 je pozitivnim transkripénim cilem proteinu p53 (Obr. 2). To znamena,
ze protein p53 stimuluje produkci svého vlastniho negativniho reguldtoru (Boyd et al., 2000;

Geyer et al., 2000; Michael ef Oren, 2002).

OO
b)
OO

gen MDM?2

Obr. 2: Zpétnovazebna regulace p53, a) interakce proteinit p53 a MDM?2 vede k degradaci

proteinu p53, b) volny protein p53 aktivuje transkripci genu MDM?2 (upraveno podle Fotouhi
et Graves, 2005)

Mutace v genu p53 vede k expresi aberantnich konformaci proteinu, jez se nemohou
vazat na DNA, a vduasledku toho nedochdzi k syntéze inhibitoru MDM2 a proteint

esencidlnich pro indukci apoptézy. Vyvoj terapeutik, ktera stabilizuji strukturu
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mutovanych p53 a obnovuji jejich transkripéni aktivitu, pfedstavuje jeden ze zpisobl 1écby
(Pecorino, 2008). V ptipadé¢ poruchy regulace proteinu p53 v dasledku zvySené hladiny
proteinu MDM2 je jednim z moznych zpusobil terapie inhibice ubiquitin ligdzové aktivity
nebo inhibice interakce proteinli p53 a MDM?2, diky ¢emuz dochazi k obnoveni tumor

supresorové funkce proteinu p53 (Vassilev, 2004; Vassilev, 2007)

2.3.2.6 Cyklin-dependentni kinazy

Cyklin-dependentni kindzy patii do skupiny serin/threoninovych proteinkinaz,
které hraji kli¢ovou roli zejména v regulaci bunééného cyklu a transkripce, ale i apoptozy
a diferenciace. Predstavuji atraktivni soubor cilii pro vyvoj novych 1é¢iv (Knockaert et al.,
2002; Shapiro, 2006). Aktivita CDK je ovlivnéna syntézou a degradaci pozitivnich regulatort
cyklind, fosforylaci a defosforylaci, pfitomnosti inhibitord CDK a také subcelularni lokalizaci.
Hladina CDK je konstantni, zatimco hladina cyklini v pribéhu bunééného cyklu osciluje.
K uplné aktivaci CDK dochézi po navazani odpovidajiciho cyklinu, pficemz komplexy CDK
acyklini fidi progresi riznymi fazemi bunécného cyklu. Aktivace je také podminéna
pritomnosti CDK-aktiva¢nich kindz a CDC25 fosfataz (Carnero, 2002; Morgan, 2007).
V burnikach se pfirozené vyskytuji dvé rodiny inhibitortt CDK. Rodina Cip/Kip, kterd zahrnuje
napf. proteiny p21, p27 a p57, a rodina INK4 zahrnujici napt. INK4A a INK4B (Malumbres et
Barbacid, 2009).

Nadexprimaci cyklintl, inaktivaci endogennich inhibitord ¢i modifikaci vlastnich CDK
dochazi k deregulaci bunétného cyklu, ktera pfispivd k rozvoji rakoviny (Malumbres et
Carnero, 2003). CDK se diky své vyznamné funkci v regulaci bunééného cyklu staly

vyznamnym cilem pro vyvoj cilené biologické 1¢cby.

2.3.2.7 Telomery a telomeraza

Konce linedrnich chromozomi jsou opatfeny DNA-proteinovymi strukturami,
telomerami, které jsou tvofeny tandemové se opakujicimi jednotkami sekvence TTAGGG.
Slouzi jako ochranné cepi¢ky chromozomd, které odliSuji pfirozené konce od nahodnych
zloml na chromozomech, zabranuji aktivaci reparacnich mechanizmt, fizi chromozomul

a jejich pfitomnost zabranuje zkracovani kodujicich sekvenci.
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Pii kazdé replikaci dochazi ke zkracovani telomery o 50-200 bézi v disledku
omezenych vlastnosti DNA polymerazy. Jeji funkCnost je zavisld na pfitomnosti
3’0OH volného konce RNA primeru pro iniciaci syntézy komplementarniho vlékna.
Po odstranéni tohoto primeru zistdva 5° konec nové syntetizovaného vldkna zkracen.
Aby nedochézelo ke ztratdm kodujicich sekvenci v kazdém bunééném cyklu, jsou na koncich
chromozoml pfitomny telomery. Pocet d¢leni buinky je omezen pravé délkou telomer.
Jakmile dosahnou kritické délky, bunka vstupuje do stabilniho a ireverzibilniho stavu
tzv. senescence nebo je stimulovéana jeji programovand bunéénd smrt. U zarodeénych bunck
a nékterych kmenovych bunék je telomera syntetizovana de novo prostrednictvim reverzni
transkriptazy telomerazy (Fleisig e Wong, 2007).

Role telomerazy v tumorigenezi je paradoxni. V pocatecnich stadiich pfispivaji
zkracené telomery k chromozomalni nestabilité, kterd urychluje nastup karcinogeneze.
V pozdéjsich stadiich naopak dochazi k aktivaci telomerazy, jez vede k nesmrtelnosti
rakovinnych bun¢k. Telomeraza je aktivovana u 90 % nadort. Inhibice jeji enzymové aktivity

predstavuje dalsi ze zpiisobt cilené terapie (Hackett et Greider, 2002).

2.3.2.8 Multichaperonovy komplex a ubiquitin-proteazomovy systém

Protein Hsp90 (heat shock protein 90) se vyskytuje pfevazné v cytozolu a to ve vSech
sav€ich buiikach. Spolu s kochaperony vytvaii multichaperonovy komplex, ktery zajistuje
slozeni, udrzeni strukturdlni integrity a spravnou regulaci podjednotek cytozolickych proteini.
Je tedy nezbytny pro spravnou funkci mnoha proteinli a to vcetné¢ proteini zapojenych
do regulace bunécného cyklu a prenosu signdl (Picard, 2002). Komplex cykluje mezi
otevienym a uzavienym stavem. V otevieném stavu se na ngj vaze substrdt za pomoci
kochaperonti. Po navdzani ATP a nasledné hydrolyze komplex pfechazi do uzavieného stavu,
pfi¢emz dochézi k maturaci substratu (Prodromou et Pearl, 2003).

Mezi substraty patii i mnoho vyznamnych onkogennich transdukénich proteint.
V ptipad¢ inhibice Hsp90 dochdzi k uzamknuti komplexu Hsp90-substrat v otevieném stavu
a k indukci degradace substratu ubiquitin-proteazomovou drahou. Cileni proteinu Hsp90
pfedstavuje vyznamny potencial pro 1écbu rakoviny s vyskytem vétstho mnozstvi
onkogennich zmén, protoze miize vést k soucasnému preruseni vétsiho poctu onkogennich
drah (Zhang et Burrows, 2004).
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Ubiquitin-proteazomovy systém (UPS) je vysoce konzervovand drdha odpovédna
za degradaci vétSiny intracelularnich proteinti véetné¢ klicovych proteinti podilejicich se
na regulaci bunéného cyklu a programované bunécné smrti (napi. cykliny, CDK, p21).
Jednim z mechanizmii protirakovinné 1écby je potlaceni bunécné signalizace jaderného
faktoru-kB (NF-kB) prostfednictvim inhibice proteazomu. NF-kB je transkripéni faktor
ovliviiyjici expresi genli zapojenych do procesti onkogeneze, angiogeneze, bunétné invaze,
proliferace a inhibice apoptézy. Bézn¢ se vyskytuje v cytoplazmé ve vazbé se svym
inhibitorem IkB. Ubiquitinaci inhibitoru IkB a jeho naslednou degradaci proteazomem
dochazi k aktivaci NF-kB, ktery je transportovan do jadra, kde spousti transkripci cilovych
gend. Inhibice proteazomu zabratiuje degradaci IkB a tim i aktivaci transkripéni funkce NF-kB

(Bharti et Aggarwal, 2002; Orlowski et Kuhn, 2008).

2.3.3 Lécebné pristupy

Cilena terapie zahrnuje nejen pouziti nizkomolekuldrnich inhibitort, ale i dalSich metod
zalozenych na existenci komplementarniho parovani béazi nukleovych kyselin, vnéaseni
terapeutickych gent, vyuziti pfirozenych onkolytickych virti apod. Mnohé z cili uvedenych

v ptedchozi kapitole mohou byt ovlivnény pravé témito terapeutickymi piistupy.

2.3.3.1 Komplementarni oligonukleotidy a mikro RNA

Cilend terapie zahrnuje pouziti komplementarnich antisense oligonukleotidi (ASO)
a mikro RNA (miRNA), které se vazou se specifickymi mRNA sekvencemi. Vysledkem je
zablokovani translace genetické informace nesené témito mRNA.

ASO jsou kratké useky chemicky modifikované jednovldknové DNA dlouhé piiblizné
18-20 nukleotidtl, které specificky hybridizuji s cilovou mRNA na zaklad¢ parovani bazi.
Nemodifikované¢ fosfodiesterové oligonukleotidy nemaji zadné klinické pouziti
ato v dusledku jejich degradace endogennimi nukledzami a také z diivodu jejich Spatné
distribuce in vivo. Existuje nékolik mechanizmt terapeutického piisobeni ASO. Jednim z nich
je ptimé fyzické blokovani sekvenci mRNA. Dals§i moznosti je inhibice translace zalozena na

plsobeni enzymu ribonukleazy H. Jedna se o bézné se vyskytujici endonukleazu hydrolyzujici
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mRNA vldkna v heteroduplexu DNA/mRNA vzniklého hybridizaci ASO s cilovou mRNA
(Jansen et Zangemeister-Wittke, 2002; Rayburn ez. Zhang, 2009)

Jednim z velkych objevil bylo zjiSténi, Ze do procesu tumorigeneze jsou zapojeny
nekodujici miRNA. Jsou to 19-24 nukleotidli dlouhé RNA transkribované jako dlouhé
primarni transkripty, které vytvari strukturu vlasenky. Tato struktura je v cytoplazmé $tépena
na jednovlaknové miRNA, které se mohou specificky védzat na zakladé¢ komplementarity
na odpovidajici mRNA a inhibovat jeji translaci (podobné jako ASO), ptipadné zpisobit jeji
degradaci, ¢imz se v bufice sniZuje mnozstvi odpovidajiciho proteinu. Role endogennich
miRNA je pro organizmus esenciadlni v fad¢ biologickych procesti a jejich modifikace je
spojena s aberantni genovou expresi. Pouziti anti-miRNA, miRNA mimikujici pfirozené
miRNA, poupravené miRNA apod. pfedstavuje vyznamny potencial v 1é€bé mnoha nemoci
(Kota et al., 2009).

S postupnym odhalovanim gent zapojenych do progrese tumorigeneze se objevuji novi
kandidati pro tento zplsob terapie. ZvySend/snizend exprese kritickych gentl totiz mize byt

potlacena praveé pouzitim specifickych ASO a zminénych miRNA.

2.3.3.2 Imunoterapie

Nadorové buiikky produkuji velké mnozstvi specifickych protein, antigend,
které mohou byt rozpoznany imunitnim systémem a diky tomu jsou odliSeny od normélnich
bunék. Avsak i pfesto pfirozena imunitni odpovéd’ organizmu obvykle neni dostatecna k tomu,
aby doSlo k regresi tumorigeneze. Tumory totiz velmi ¢asto vyuzivaji riznych mechanizmt
k tomu, aby se vyhnuly imunitni odpovédi a byly tedy imunitnim systémem tolerovany.
Napf. mutace v antigenech, exprese molekul inhibujicich efektorové funkce imunitniho
systému, odstranéni molekul prezentujicich antigeny T-buiikdm (Drake et al., 2006, Dougan et
Dranoff, 2009).

Aktivace efektivni protirakovinné imunitni odpovédi vyZaduje dosazeni nékolika
zakladnich kroki a to bud’ spontanné€, nebo terapeuticky. Prvnim krokem je prezentace
antigend tumoru na povrch dendritickych bunék, pfiCemz antigeny mohou byt dodany
1 exogenné jako soucast terapeutické vakciny. Dendritické buniky musi dale projit procesem
maturace a to prostiednictvim aktivacnich signald, které také mohou byt dodany terapeuticky.
Dalsim krokem je generovani protektivni T-bunécné odpovédi v lymfatickych organech
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prostiednictvim maturovanych dendritickych bunc¢k. Lymfatické uzliny jsou dal§im mistem
terapeutické intervence a to dodanim latek, jeZ mohou napomahat v fizeni T-bunécéné
odpovédi. Rakovinné bunky pii celém procesu uplatiiuji mechanizmy, diky kterym se
vyhybaji bunééné odpovedi. Dodani terapeutickych 1é¢iv mize napomahat ke spravné indukci
imunitniho systému jedince. Terapeutické vakciny tedy nejen musi vyvolavat T-bunécnou
odpovéd, ale také musi prekonavat toleranci imunitniho systému vic¢i tumoru a indukovat
efektorové odpovédi, které budou uspésné v inhibi¢nim mikroprostfedi tumoru. Existuji rizné
typy vakcin, avSak pravé dendritické bunky, které jsou kritické pro aktivaci T-bunék,
se staly primarnim cilem pro vyvoj terapeutickych vakcin, jez moduluji jejich maturaci

a funkci (Mendelsohn et al., 2008; Mellman et al., 2011).

2.3.3.3 Monoklonalni protilatky

Terapeutika na bazi monoklondalnich protilatek pfedstavuji ti€innou terapii pro mnoho
typl rakovin. Nové pokroky v molekularni biologii umoznily vyrazné zlepseni ve schopnosti
navrhovat protilatky, které se specificky zamétuji a nasledné eliminuji rakovinné buiiky.
Vétsina pouzivanych terapeutik je odvozeno od protilatek typu IgG (imunoglobulin G).
Jsou sloZzeny ze dvou fragmentli véazajicich antigen, flexibilni oblasti a konstantni oblasti,
jezje odpovédnd za interakci s komplementem imunitniho systému, s imunitnimi
efektorovymi bunikami a s receptory podilejicimi se na udrzovani konstantni koncentrace IgG
v krevnim ob¢hu. Struktura protilatky obsahuje dva identické lehké a dva identické tézké
polypeptidové fetézce (Trail et al., 2003; Binyamin et al., 2006).

Protilatky mohou znicit rakovinné bunky nékolika riiznymi zpisoby. Mohou se vazat
jak na ligand (napt. rGstovy faktor), tak na receptor (napf. EGFR) a blokovat, piipadné
stimulovat ligand-receptorové signalni drdhy souvisejici s rozvojem tumoru. Druhou méné
Castou moznosti je obaleni rakovinné buiiky produkujici antigeny protilatkami, jez pfitahuji
fagocytujici bunky (neutrofily a makrofagy), které jsou schopné fagocytovat oznacenou
bunku.

Vyznamnou slozkou imunitniho systému je tzv. komplement. Jednim ze zpisobl
jeho aktivace je vazba komplexu protildtka-antigen na jeho C1 podjednotku.
Aktivace komplementu vede k produkci tzv. membrany atakujiciho komplexu, ktery perforuje
membranu bunky a tim navozuje jeji bunénou smrt. Dal§$im mechanizmem je eliminace
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bunék prostiednictvim tzv. pfirozenych zabijakii bun¢k, makrofagl, neutrofilli a eozinofild,
kteti postradaji imunologickou specifitu a pamét’, avSak nesou membranovy receptor vazajici
konstantni oblast protildtek navazanych na antigeny builky. Po vazb& dochazi k produkci
lytickych enzymt, tumor nekrotizujicich faktort a dalSich cytotoxickych latek, které vedou

k cilené bunécné smrti (Knowles et Selby, 2005).

2.3.3.4 Genova terapie a onkolytické viry

Jak jiz bylo zminéno, nédorové buniky nesou mutace ¢i epigenetické modifikace
v genech, jejichz produkty maji zdsadni roli v regulaci proliferace a apoptdzy. Nahrazeni
téchto poskozenych gent funkénimi je jednou z moznosti, jak zvratit proces tumorigeneze.

Genova terapie predstavuje vneseni exogenni nukleové kyseliny (obvykle DNA)
do poskozenych bun€k scilem zménit jejich fenotyp. Exogenni sekvence sestdvaji
z transkripéni jednotky terapeutického genu a regulacnich sekvenci kontrolujicich iniciaci
a terminaci transkripce. Mohou nahrazovat chybéjici nebo posSkozené bunécné chromozomalni
sekvence nebo mohou poskytovat zcela novy genovy produkt. Vysledkem muize byt obnoveni
normalniho fenotypu nebo indukce bunécné smrti rakovinné bunky prostiednictvim exprese
tzv. sebevrazednych genii. Cilem genové terapie je maximalni ucinnost a minimalni toxicita
(Knowles et Selby, 2005).

Uspéch genové terapie zavisi v podstaté na tom, zda terapeuticky gen vstoupi do cilové
buniky bez jakéhokoliv biologického poSkozeni. DNA je v biologickém materidlu vysoce
nachylna na pisobeni nukleaz a navic jeji hydrofilni aniontovd povaha a velikost zabranuje
pasivnimu priniku pfes bunéénou membranu. DNA proto musi byt vpravena prostfednictvim
transportnich systémui nebo vektord, které vnesou terapeuticky gen do cilové butiky a chrani
ho pfed plisobenim nukledz. Vyuzivaji se jak vektory virové, tak i nevirové (Ibraheem et al.,
2014).

Onkolytické viry se vyznacuji selektivni replikaci pouze v nadorovych buiikéch.
Nékteré viry vykazuji selektivni replikaci pfirozené. VyuZivaji narusenych obrannych
mechanizmii k priniku do rakovinné buniky a naslednému ristu. Rakovinné buiiky jsou viici
virové infekci bezbranné, zatimco normalni buiiky jsou chranény. Infekce ve vétSin€ piipada
vede k bunécné smrti. V soucasné dobé jsou jiz i dalsi viry geneticky modifikovany za icelem
selektivni replikace a lytické funkce v rakovinnych buitkdch (Mendelsohn et al, 2008).
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2.3.3.5 Synteticka letalita

Pomérné novym piistupem v 1é€bé rakoviny je koncept syntetické letality, jehoz efekt
spociva v existenci riznych genovych interakci. Pokud dva geny maji mezi sebou syntetickou
letalni interakci, tak inhibice nebo mutace jednoho z nich nevede ke sniZeni viability bunék.
Avsak simultalni inhibice obou genii ma za néasledek ztratu bunécéné viability.

Pokud jednim z genil v interakci je tumor supresorovy gen ¢i onkogen, tak druhy gen
se stavd potencidlnim terapeutickym cilem, jehoz cileni mize byt vyuZzito pro eliminaci
rakovinnych buné¢k, ale nikoliv normélnich bun&k. Tato interakce se muze vyskytovat
mezi geny Ucastnici se stejné, ale i odlisné biochemické drahy, avS§ak komponenty jedné drahy
Casto sdileji stejny gen. V souCasné dobé nové technologie umoziuji rychlou identifikaci
interakci mezi geny v lidskych butikach a jejich vyuZiti pii cileni tumor supresort a onkogentl,
jez maji omezené farmakologické pusobeni. Ackoli potencidl konceptu syntetické letality
v 1é€bé rakoviny byl navrzen jiz pted vice nez 10 lety, do klinického testovani se dostal teprve
nedavno (Brough, 2011).

Jednim z ptikladi je dysfunkce tumor supresorovych geni BRCA1 nebo BRCA2
kodujicich velké proteiny, které jsou soucdsti nékolika bunécnych drah vcetné transkripce,
regulace bunécného cyklu a udrzovani integrity genomu. Nejlépe prostudovana je pak jejich
role v opravé dvouvlaknovych zlomi DNA pomoci genové konverze. Dysfunkce téchto gent
je letdlni v kombinaci s inhibici enzymu poly(ADP-ribéza) polymerdza 1 (PARP-1),
ktery je kli¢ovy pro opravu jednovlaknovych zlomiit DNA. BRCA1/2 deficientni buiiky vSak
nejsou inhibovany pouze genovym umlcovanim PARP-1, ale jsou také senzitivni na pouziti
nizkomolekularnich inhibitori enzymu PARP-1. Dysfunkce BRCA1/2 a pouziti PARP-1
inhibitoril totiz vede k inhibici reparacnich systémi a naslednému kumulovani 1ézi v DNA,
coz muze vést k zastaveni bunéného cyklu a pfipadné i k bunééné smrti. PARP-1 inhibitory
tedy mohou poskytovat ucinnou 1é€bu u pacientii nesoucich mutace v BRCA1/2 genech
(Ashworth, 2008).

DalSim ptikladem je vliv inhibice CDK4 na buniky nemalobunééného karcinomu plic
vyrazné exprimujici K-Ras onkogen. Absence CDK4 v téchto buitkdch ma vyrazny dopad
na rast nadoru a to v disledku syntetické letalni interakce mezi onkogenem K-Ras a absenci

CDKA4, jejimz vysledkem je bezprostfedni nadstup senescence bunék. AvSak divod, pro¢ je
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signalni draha K-Ras tak zce spjata s pfitomnosti CDK4, zatim neni objasnén. Nicméné tato
interakce poskytuje novy potencial pro terapeutickou 1écbu (Puyol ef al., 2010).

Atraktivnim cilem pro terapeutickou 1écbu je MYC gen, ktery je jednim z nejcastéjSich
onkogenil, jehoz amplifikace ¢i nadexprimace pfispivd ke vzniku a rozvoji lidského
karcinomu prsu. Nicmén¢, dosud neni dostupné zadné 1écivo, které by na MYC puisobilo
pfimo a bylo klinicky efektivni. AvSak nékolik kindz bunécného cyklu se vyznacuje
syntetickou letdlni interakci s MYC. Inhibice CDKI1 prostfednictvim nizkomolekularnich
inhibitori, nikoliv vSak inhibice CDK2 a CDK4/6, vyrazné snizuje viabilitu MYC-
dependentnich rakovinnych bunék (Kang et al., 2014).
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3 CILPRACE

Cilem experimentalni ¢asti bakalarské prace bylo charakterizovat vliv ¢tyf vybranych
inhibitord z knihovny substituovanych 2-hydroxy-N-(arylalkyl)benzamidii na nddorovou linii
G361 in vitro. Cilem bylo stanovit jejich proapoptotické ucinky a néasledné blize specifikovat

vliv jednoho kandidata na expresi vybranych proteint a na bunéény cyklus nadorové linie.

28



4 MATERIAL

4.1 Pristrojové vybaveni

V experimentalni ¢asti bakaldiské prace bylo pouzito nasledujici pfistrojové vybaveni:
flowbox s vertikdlnim proudénim vzduchu TC 48 (Gelaire), CO, inkubator (Sanyo),
vodni lazen, mikroskop Nikon TMS (Nikon), membrianova vyvéva KNFlab (P-lab),
centrifuga BR4i (Jouan), ultrazvukovy homogenizator Sonopuls HD2200 (Bandelin), UV-VIS
spektrofotometr UV-1800 (Shimadzu), aparatura pro vertikalni elektroforézu Mini-PROTEAN
Tetra Cell (BioRad), blotovaci aparatura Mini Trans-Blot Cell (BioRad), chemiluminiscenéni
vyvolavaci automat LAS4000 (FujiFilm), fluorescen¢ni reader pro mikrotitracni desticky
Fluoroskan Ascent (Thermo Labsystems), pritokovy cytometr Cell Lab Quanta™ SC-MPL
(Beckman Coulter).

4.2 Pouzité chemikalie

Pii experimentech byly pouzity nasledujici chemikalie: thylendiamintetraoctova
kyselina (EDTA), ethylenglykoltetraoctova kyselina (EGTA), trypsin, Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM), penicilin, streptomycin, glutamin, dimethylsulfoxid (DMSO),
leupeptin, aprotinin, dithiothreitol (DTT), fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF), fluorid sodny,
akrylamid, N,N‘-methylenbisakrylamid, tetramethylethylendiamin (TEMED), peroxodisiran
amonny, hydroxid draselny, Nonidet P-40, Triton X-100, bromfenolova modf, ribonukleaza A,
propidiumjodid, acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-7-amido-4-methylkumarin (Ac-DEVD-AMC), 5-
brom-2°-deoxyuridin (BrdU) od firmy Sigma Aldrich; hovézi sérovy albumin (BSA) od firmy
Invitrogen; Tween 20, tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) od firmy MP Biomedicals;
chemiluminiscenéni substraty luminol a peroxid od firmy Thermo Scientific; 2-
merkaptoethanol, Ponceau S od firmy Serva; kyslina chlorovodikova, chlorid sodny, glycerol,
dodecylsiran sodny (SDS) od firmy Lach-ner; KH,PO,, Na;B4O7.10H,0 od firmy Chemapol;
piperazin-1,4-bis(2-ethansulfonovd  kyselina) (PIPES); ethanol, chlorid draselny,
Na,HPO,4.12H,0 od firmy Penta; glycin od firmy MGP Zlin.
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4.3 Pouzité roztoky

Pii experimentech byly pouzity nasledujici roztoky:
PBS: 137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na,HPO4.12H,0, 2 mM KH,PO4 (pH = 7,4 - 7.5);
TBS: 137 mM NaCl, 20 mM TRIS (pH = 6,8);
RIPA pufr: 20 mM TRIS (pH = 7,4), 100 mM NaCl, 2 mM EGTA, 5 mM EDTA, 2 mM NaF,
0,2% Nonidet P-40 (pH = 7.4), pfed pouzitim pfidan: 1 mM DTT, 1 mM PMSF,
10 pg/ml leupeptin, 10 pg/ml aprotinin;
Cinidlo Bradfordové: 0,01% Coomassie brilliant blue, 95% etanol, 85% kyselina fosfore¢na
5x SDS vzorkovaci pufr: 0,3 M TRIS (pH = 6,8), 10% SDS, 50% glycerol,
0,05% Bromfenolova modt, 5% 2-merkaptoethanol;
Elektoforeticky pufr: 25 mM TRIS, 192 mM glycin, 0,1% SDS;
Blotovaci pufr: 25 mM TRIS, 192 mM glycin;
Blokovaci roztok: 3% BSA v TBS s 0,1% Tween 20;
Ponceau S: 0,2% v 1% kyselin€ octové;
Kaspazovy reakéni pufr: 25 mM PIPES/KOH (pH = 7,3), 2 mM EGTA, 2 mM MgCl,,
pted pouzitim pfidan 5 mM DTT;
Promyvaci roztoky pro cytometrické techniky: 1% BSA v PBS, 1% BSA v PBS
s 0,1% Tween 20, 0,5% BSA v PBS a2 M HCl s 0,5% Triton X-100.

4.4 Pouzité protilatky

V experimentalni ¢asti bakaldiské prace byly pouzity specifické protilatky od firmy
Santa Cruz Biotechnology rozlisSujici proteiny p27 (klon F-8), PARP-1 (klon F2), cyklin B
(klon GNS1), cyklin E (klon HE12), cyklin A (klon BF683), B-aktin (klon C4), Mcl-1 (klon S-
19) a CDK1, protilatky od firmy Cell Signalling rozliSujici proteiny Rb (klon 4H1), kaspaza 7,
kaspéaza 3 (klon SG2), protilatka od firmy Sigma Aldrich rozliSujici protein LC3 a protilatka
od firmy Calbiochem rozliSujici protein Bcl-2. Déle byly pouzity protilatky rozliSujici proteiny
p53 (klon DO-1), p21 a CDK4 (DCS156.2) od Dr. B. Vojtéska z Masarykova onkologického

ustavu v Brné.
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Primérni protilatky byly vizualizovany pomoci sekundarnich protilatek znacenych
kfenovou peroxiddzou od firmy Sigma Aldrich. Pfi cytometrickych analyzach byla pouzita

protilatka anti-BrdU-FITC od firmy Roche.

4.5 Pouzité substituované 2-hydroxy-/N-(arylalkyl)benzamidy

V experimentalni ¢asti bakalafské prace byly testovany biologické ucinky Ctyf
substituovanych 2-hydroxy-N-(arylalkyl)benzamidi z kolekce Dr. Alese Imramovského
z Ustavu organické chemie a technologie pfi Fakulté chemicko-technologické Univerzity
Pardubice.

Vybrané¢ latky byly pfipraveny jako 100 mM roztoky ve 100% DMSO
a pii experimentech byly fedény v kultivaénim médiu, pficemz koncentrace DMSO neptesahla

0,1 %.
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Obr. 3: Obecna chemicka struktura testovanych latek

4.6 Pouzita bunécna linie

Pii experimentech byla pouzita nadorova bunécéna linie G361 odvozena od lidského
melanomu.

Bunky byly kultivovany v kultivaénim médiu DMEM s ptidavkem 10% fetalniho
bovinniho séra, penicilinu (0,1 U/ml), streptomycinu (0,1 mg/ml) a L-glutaminu (0,3 mg/ml),

pfi¢emz kultivace probihala v inkubatoru pfi teploté 37 °C v 5% COs,.
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5 METODIKA

5.1 Kaultivace, ovlivnéni bunécné linie, sklizeni a lyzace

Bunééna linie G361 byla kultivovéana pii teploté 37 °C v atmosféte obsahujici 5 % CO,.
Buniky byly vysazeny na kultivacni Petriho misky a byly kultivovany 40 hodin, aby doslo
k jejich pftilnuti (adhezi) ke dnu kultivacni nadoby. Poté jim bylo vyménéno kultivacni
médium za médium obsahujici testovanou latku o pfislusné koncentraci, ve kterém byly
inkubovany 24 hodin. V pfipadé kontrolnich bun€k bylo pouzito médium s odpovidajicim
mnozstvim DMSO, pfi¢emz koncentrace neptesahla 0,1 %.

Bunky urcené pro dalsi analyzu metodou western blotting a metodou stanoveni aktivity
kaspazy 3, 7 byly sklizeny seSkrabanim ze dna misky pomoci Skrabky, pieneseny
do zkumavky a centrifugovany 8 minut pti 1000 g a teploté 4 °C. Nasledné byly 2x promyty
roztokem PBS, pficemz byly pfeneseny do mikrozkumavek a centrifugovany.
Promyvaci roztok byl odstranén a bunéény pelet uskladnén pii —80 °C.

Bunéény pelet byl resuspendovan v pfislusném objemu lyzaéniho pufru RIPA
podle velikosti peletu a po dobu 25 minut byl lyzovéan na ledu s ob¢asnym resuspendovanim,
poté sonikovan pomoci ultrazvukového homogenizatoru (3 cykly, 10 sekund, 40 % max).
Naésledovala centrifugace po dobu 25 minut pfi 14 000 rpm a teploté 4 °C. Lyzat byl odebran
do mikrozkumavky a spektrofotometrickou metodou podle Bradfordové (Bradford, 1976) byla
stanovena koncentrace proteind, kterd byla u jednotlivych vzorki vyrovnana fedénim pomoci
RIPA pufru. K lyzatim uréenym pro analyzu metodou western blotting byl pfidan 5x SDS
vzorkovaci pufr a byly denaturovany po dobu 5 minut pfi teploté 95 °C.

Buniky uréené pro cytometrickou analyzu byly 30 minut pted sklizenim naznaceny
pomoci 10 uM 5-bromo-2°-deoxyuridinu a poté sklizeny trypsinizaci. Kultiva¢ni médium bylo
odebrano do zkumavky, dno misky s buitkami oplachnuto roztokem EDTA, ktery byl také
odebran. Bunky byly inkubovany 3 minuty s trypsinem, aby doslo k jejich odlepeni ode dna
kultiva¢ni nadoby, a nasledné ptidano kultivaéni médium a vse bylo pfeneseno do zkumavky.
Nésledovala centrifugace 8 minut pii 1000 g a teplot¢ 4 °C a promyti roztokem PBS.
Poté byly vzorky opét centrifugovany, promyvaci roztok odstranén, bunéény pelet
resuspendovan ve 100 pl PBS a nésledné zafixovan vychlazenym 70% ethanolem pfidavanym

po kapkach za mirného michéani. Vzorky byly uskladnény piti —20 °C.
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5.2 Elektroforéza, western blotting, imunodetekce

Proteiny byly separovany elektroforézou v polyakrylamidovém gelu za denaturujicich
podminek. Pro separaci byly pouzity 5% zaostfovaci gely v kombinaci s 10% nebo 12,5%
délicimi gely v zavislosti na molekulovych hmotnostech sledovanych proteinti. Separace
probihala ptiblizné¢ 30 min pfi napéti 80 V, jakmile vzorky pronikly do dé¢liciho gelu, bylo
napéti zvySeno na 120 V. Po separaci byly proteiny pfeneseny na nitrocelulézovou membranu
pomoci metody western blotting pti proudu 270 mA a stalého chlazeni ledem po dobu 2 hodin.
Proteiny na nitrocelulézové membrané byly obarveny roztokem Ponceau S pro zjisténi
vyrovnané koncentrace proteinii v jednotlivych vzorcich. Membrany poté byly odbarveny
v roztoku TBS a poté¢ blokovany po dobu 1 hodiny pii pokojové teploté¢ v 3% roztoku BSA
v TBS s 0,1% Tween 20. Néasledné byla provedena imunodetekce, kdy na membrany byly
naneseny roztoky pfislusnych primarnich protilatek v blokovacim pufru, inkubace probihala
pfes noc pii teplot¢ 4 °C. Druhy den byly membrany kratce promyty v TBS a TBS
$0,1% Tween 20 a inkubovany pfi laboratorni teploté s roztoky pfislusnych sekundéarnich
protilatek znacenych kfenovou peroxiddzou. Membrany byly znovu promyty v TBS a TBS
$0,1% Tween20. K samotné vizualizaci byl pouzit chemiluminiscencni kit ECL
(roztok peroxidu a luminolu v poméru 1:1) a detekce signdlu byla provedena na pfistroji

LAS4000 (FujiFilm).

5.3 Stanoveni aktivity kaspazy 3 a 7

M¢éteni aktivity kaspdzy je zaloZzeno na hydrolyze peptidového substratu Ac-DEVD-
AMC kaspazami 3 a 7, pfiCemz vznika fluoreskujici produkt AMC, ktery po ozatfeni vinovou
délkou 346 nm emituje zafeni o vinové délce 442 nm, které je zaznamenano detektorem.

Bunééné lyzaty byly napipetovany do mikrotitracni desticky s kulatym dnem tak,
aby jamce pfiblizné¢ odpovidalo 15 pg proteinii, poté bylo ptfidano 100 pl reakéniho pufru
se 100 puM substratem Ac-DEVD-AMC. Jako negativni kontrola pro stanoveni autolyzy
substratu v lyza¢nim pufru a pro nasledny vypocet relativni aktivity kaspazy sledovanych
vzorkll byl pouzit lyzaéni pufr. Desticka byla inkubovéana pfi laboratorni teploté¢ ve tmé
a po hodinovych intervalech byla méfena fluorescence pii346/442 nm (ex/em) pomoci

fluorescen¢niho readru Fluoroskan Ascent (Thermo Labsystems).

33



5.4 Cytometricka analyza

Sklizené bunky zafixované v 70% ethanolu byly centrifugovany 8 minut pfi 1000 g
ateplot¢ 4 °C a nasledné¢ hydratovany roztokem PBS. Po dalsi centrifugaci byl pelet
resuspendovan v malém objemu roztoku 1% BSA v PBS s 0,1% Tween 20 a po kapkach byla
pfidana 2M HCI s 0,5% tritonem X-100 za mirné¢ho michéani. Néasledovalo 30 minut inkubace
za obcCasného promichavani pii laboratorni teploté¢ a centrifugace. Builkky byly promyty
0,1M Na,;B407.10 HO (pH = 8.,5) a poté¢ roztokem 1% BSA v PBS s 0,5% Tween 20.
Po centrifugaci a odsati supernatantu byly buiiky inkubovany s protilatkou anti-BrdU-FITC
v roztoku 1% BSA v PBS s 0,1% Tween 20 po dobu 1,5 hodiny pii pokojové teploté ve tmé,
poté promyty v roztoku 1% BSA v PBS s 0,1% Tween 20 a centrifugovany. Bunécny pelet byl
resuspendovan v 1 ml roztoku filtrovaného PBS s 20 ul RNazy (10 mg/ml) a 10 pl propidium
jodidu (0,1 mg/ml). Bunky byly inkubovany pfi laboratorni teploté¢ ve tmé po dobu 30 minut
za obCasné¢ho promichavani. Analyza vzorku byla provedena s pouzitim 488 nm laseru na
pritokovém cytometru Cell Lab Quanta™ SC-Mpl (Beckman Coulter)

Propidium jodid ptlisobi jako interkalacni agens. Jeho Siroké emisni spektrum
s maximalni intenzitou okolo 610 nm po excitaci zafenim o vlnové délce 480 nm
bylo zachycovano detektorem spojenym s filtrem FL3, pfi¢emz emise zareni stechiometricky
odpovidda mnozstvi DNA v bunice. Soucasné¢ byla pomoci protilatky anti-Brdu-FITC
detekovéana inkorporace 5-bromo-2‘-deoxyuridinu, ktery se inkorporuje do nové syntetizované
DNA d¢licich se bunék jako analog thymidinu v S fdzi bunécného cyklu. Je tedy casto
pouzivanym markerem aktivné proliferujicich bun¢k a slouzi také k ptesné kvantifikaci bunék
v S fazi. Emisni spektrum FITC s maximalni intenzitou okolo 510 nm po excitaci zafeni

o vlnové délce 494 nm bylo zachycovéano detektorem spojenym s filtrem FL1.
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6 VYSLEDKY

6.1 Stanoveni aktivity kaspazy 3 a 7

Proapoptotické ucinky substituovanych 2-hydroxy-N-(arylalkyl)benzamidt 3022, 3043,
3042 a 3040 na bunécné linii G361 byly stanoveny pouzitim metody fluorimetrického
stanoveni aktivity kaspazy 3 a 7. Absolutni hodnoty fluorescence byly normalizovany podle
kontrolniho vzorku a pfevedeny na relativni aktivitu.

Pfi tomto experimentu bylo zjisténo, Ze vSechny latky jsou schopny aktivovat
kaspazu 3 a 7 a vykazuji tedy proapoptotické ucinky. Nejvyssi relativni kaspazova aktivita
byla namétfena u sloucenin 3022 a 3043 a to v koncentraci 6 pM. U latky 3022 doslo
ke zvyseni aktivity kaspaz jiz v koncentraci 2 uM, zatimco latka 3043 je G¢inna az ve vyssi
koncentraci odpovidajici hodnot¢ 6 pM. Naopak nejniz§i proapoptotické ucinky byly
pozorovany u slouc¢enin 3040 a 3042 (Obr. 4).
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Obr. 4: Relativni aktivita kaspazy 3 a 7 v bunécné linii G361 po 24 hodinové kultivaci
s latkami 3022, 3043, 3040, 3042 v koncentracich 2 a 6 uM. Hladina fluorescence byla

mérena po 7 hodinach inkubace.
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DalSim  experimentem zaméfenym na stanoveni koncentraéni  zavislosti
proapoptotickych uc¢inka latky 3043 byly potvrzeny ptedchozi vysledky. Relativni aktivita

kaspéazy 3 a 7 roste se vzrustajici koncentraci (Obr. 5).
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Obr. 5: Relativni aktivita kaspdzy 3 a 7 v bunécné linii G361 po 24 hodinové kultivaci s latkou

3043 o riznych koncentracich. Hladina fluorescence byla mérena po 7 hodindach inkubace.

6.2 Stanoveni hladiny exprese vybranych proteinii

Proapoptotické uc¢inky testovanych latek 3022, 3043, 3042 a 3040 byly ovéfeny
sledovanim exprese vybranych proteinii pomoci western blottingu.

V prvnim experimentu byla sledovdna hladina exprese proteind nalezicich do rodiny
Bcl-2. Jednotlivi ¢lenové této rodiny se vyznacuji proapoptotickymi nebo antiapoptotickymi
vlastnostmi a jsou centralnimi reguldtory aktivity kaspaz, jez hraji klicovou roli v pribéhu
programované bunécné smrti (Cory et Adams, 2002). Hladina exprese antiapoptotickych
proteint Bcl-2 a Mcl-1 se u testovanych slouc¢enin 3022, 3043 a 3040 v koncentraci 6 uM
vyrazné snizila, v ptipad¢ proteinu Bcl-2 dokonce exprese nebyla detekovéana. U latky 3042
v koncentraci 6 pM doslo ke snizeni hladiny pouze u proteinu Mcl-1 (Obr. 6).

Dale byla detekovdna hladina neaktivni formy kaspazy 7 (zymogen), ktera je

v apoptotickych bunikach proteolyticky Stépena za vzniku aktivniho fragmentu (Cohen, 1997).
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V ptipadé testovanych sloucenin 3022, 3043 a 3040 v koncentraci 6 pM doSlo k mirnému
snizeni hladiny tohoto proteinu. U latky 3042 v koncentraci 6 pM naopak doslo ke zvySeni
hladiny, které pravdépodobné bylo zpiisobeno nepiesnosti pii experimentu (Obr. 6).

Dale byla sledovana hladina nadorového supresoru p53 a proteinu p2l.
Protein p21 je pfirozenym inhibitorem CDK nalezici do rodiny Cip/Kip, jez je regulovan
prostfednictvim proteinu p53 (El-Deiry, 1998). Hladina exprese proteinti p53 i p21 v bunkach
ovlivnénych testovanymi diamidy 3022, 3043 a 3040 v koncentraci 2 uM odpovidala hladiné
kontrolnich vzorkili, zatimco v koncentraci 6 pM nebyla detekovana vibec. V ptipadé

ovlivnéni latkou 3042 nedoslo k vyrazné zméné v expresi téchto proteinti (Obr. 6).

G3ol
3022 3043 3040 3042
o ]l2 o1 2 o6 | 2 6 |2 6|0
| — - - Bel-2
— — — - Mcl-1
— - — - - kaspaza 7 zymogen

T | |)-ak0D

Obr. 6: Analyza exprese proteinit Bcl-2, Mcl-1, kaspazy 7 zymogenu, p53 a p21 v bunkach
G361 po 24 hodinové kultivaci s latkami 3022, 3043, 3040 a 3042 a v kontrolnich buisikdch.

Pro ovéreni rovnomeérné koncentrace v jednotlivych vzorcich byla provedena detekce p-aktinu.
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Po zhodnoceni téchto vysledkli byla pro dal§i experimenty vybrana sloucenina 3043,
ktera vykazovala vyrazné proapoptotické ucinky, jak pifi méfeni relativni aktivity
kaspazy 3 a 7, tak i pti analyze hladiny exprese vybranych proteinti.

V dalS§im experimentu byla bunécna linie G361 ovlivnéna rostoucimi koncentracemi
slouceniny 3043 a byla sledovdana hladina exprese vybranych proteini zapojenych
do apoptotické drahy. Nejprve byl analyzovan vliv na hladinu exprese neaktivnich forem
kaspazy 3 a 7 (zymogen). V obou piipadech doslo k vyraznému poklesu hladiny proteinti
v koncentracich 6 uM. Dale byla sledovana hladina proteinu PARP-1 (113 kDa),
ktery se ticastni oprav DNA. B¢hem apoptdzy je Stépen kaspdzou 3 na dva fragmenty
o velikosti 89 kDa a 24 kDa (Soldani ef Scovassi, 2002). Hladina nadorového supresoru p53
v bunikach ovlivnénych latkou 3043 v koncentraci 6 uM velmi vyrazné poklesla. V piipadé

hladiny proteinu LC3/II doslo ke zvySeni v koncentraci 2 pM a 6 uM (Obr. 7).

G361/3043 (uM)
0 022 067 2 6 0

R — — o— — kaspaza 3 zymogen

- - - — kaspaza 7 zymogen

—_— PARP-1

— W—— —— — E— p53

o R 2 - LC3/1 (18 kDa)

- LC3/1I (16 kDa)

AP | .

Obr. 7: Analyza exprese proteinii kaspazy 3 a 7 zymogenu, PARP-1, p53 a LC3 v bunkach
G361 po 24 hodinové kultivaci s latkou 3043 a v kontrolnich bunkach. Pro overeni

rovnomeérné koncentrace v jednotlivych vzorcich byla provedena detekce p-aktinu.
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Dale byla sledovana exprese vybranych proteinli zapojenych do regulace bunécného
cyklu. CDK4 s CDK6 v Gl fazi bunééného cyklu asociuji s cykliny D. Vzniklé komplexy
fosforyluji tumor supresorovy protein Rb (Retinoblastomovy protein), coz vede k disociaci
transkripénich faktorG E2F, které reguluji expresi geni umoziujici pifechod do S féze.
Cyklin E vytvaii komplex s CDK2, jez je odpovédny za ptechod G1/S. S CDK2 asociuje také
cyklin A a vznikly komplex je odpovédny za regulaci replikace DNA a inaktivaci
G1 transkripcnich faktori. CDKI1 asociuje s cyklinem A a spolecné reguluji ptechod S/G2,
nasledné CDK1 asociuje s cyklinem B a vznikly komplex reguluje pfechod G2/M a dokonc¢eni
mitoézy (Knockaert et al., 2002). Zatimco exprese CDKI1 a cyklinu E v bunikdch ovlivnénych
latkou 3043 v koncentraci 6 uM se snizila, exprese CDK4 a cyklind A a B v této koncentraci
nebyla viibec detekovana. Protein p27 je ¢lenem Cip/Kip rodiny pfirozenych inhibitortt CDK,
ktery blokuje bunéény cyklus interakci s komplexy CDK2-cyklin E a CDK2-cyklin A
(Malumbres et Barbacid, 2007). S rostouci koncentraci slouceniny 3043 se zvySovala exprese
proteinu p27. K vyraznému snizeni exprese doslo i v ptipad€ proteinu Rb a to v koncentraci

6 UM (Obr. 8).
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Obr. 8: Analyza exprese proteinit CDK4, CDK1, cyklinit E, A a B, p27 a Rb v bunkach G361
po 24 hodinové kultivaci s latkou 3043 a v kontrolnich bunkach. Pro ovéreni rovnomeérné

koncentrace v jednotlivych vzorcich byla provedena detekce f-aktinu

6.3 Cytometricka analyza bunééného cyklu

Bunééna linie G361 byla ovlivnéna slouc¢eninou 3043 v koncentracich 0,25; 0,5; 1
a2 uM po dobu 24 hodin a pomoci dvouparametrové cytometrické analyzy byly sledovany
zmény v distribuci bun¢k ve fazich bunécného cyklu. Dvouparametrova analyza umoziiuje
presnéjsi stanoveni a rozliSeni ptislusné faze bunééného cyklu.

Z histogramli  cytometrické analyzy vyplyva, Ze v pfipadé ovlivnéni latkou
v koncentraci 2 pM dochazi k vyraznému piesunu bunc¢k do pozdni S faze bunécného cyklu
oproti niz§im koncentracim. Ve vyssi koncentraci odpovidajici hodnoté¢ 4 uM dochazi
k poklesu bunék v S a G2/M fazi bunééného cyklu a vyraznému narastu apoptotickych bunck
(Obr. 9).
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Obr. 9: Histogramy analyzy bunecného cyklu linie G361 po ovlivnéni latkou 3043.
FL3 odpovida signalu propidium jodidu, FLI1 odpovida signalu fluorescencni znacky FITC,

jez byla konjugovana s protilatkou anti-BrdU.
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7 DISKUZE

V praktické ¢asti bakalatrské prace byly nejprve charakterizovany biologické ti€inky Ctyt
vybranych inhibitorG z knihovny substituovanych 2-hydroxy-N-(arylalkyl)benzamid
na bunécné linii G361 odvozené od lidského melanomu. Nasledné byly sledovany dalsi
biologické u¢inky nejucinngjsi latky 3043 ze série.

Vysledky experimentu fluorimetrického stanoveni aktivity kaspazy 3 a 7 ukazaly,
ze testované slouceniny 3022, 3043, 3040 a 3042 vykazuji proapoptotické ucinky,
pfi¢emz nejvyrazngjsi efekt byl pozorovan u latek 3022 a 3043 (Obr. 4). Proapoptotické
ucinky byly déale ovéfeny stanovenim hladiny exprese proteini zapojenych do apoptotické
drahy pomoci western blottingu. Byla sledovdna sniZzena hladina proteini z rodiny Bcl-2
s antiapoptotickou funkci (Bcl-2 a Mcl-1) zejména u sloucenin 3022, 3043 a 3040. Také byla
sledovéana sniZzena hladina neaktivni formy kaspazy 7, ktera je v ptipadé aktivace apoptotické
drahy Stépena za vzniku aktivniho fragmentu (Obr. 6), coz odpovida vysledklim kaspazové
eseje (Obr. 4). Tyto vysledky také koresponduji s publikovanymi daty, které se zamétuji
na charakterizaci latky 3022 (oznaceni 6k; Imramovsky et al., 2013).

Imunodetekci byl pozorovan zvlaStni efekt u nadorového supresoru p53.
V ptipad¢ bun€k ovlivnénych slouceninami 3022, 3043 a 3040 v koncentraci 6 uM bylo
sledovano vyrazné sniZzeni hladiny exprese proteinu p53 (Obr. 6). Hladina proteinu p53
v buikdch je zanormdlnich podminek nizka. V odpovédi na fadu stresovych signalt
spojenych napft. s maligni proliferaci nebo s poskozenim DNA dochéazi k jeho aktivaci
a prudkému zvySeni hladiny exprese (Lu et al., 2001). Pii experimentu byl vSak pozorovan
opacny efekt, ktery byl také doprovazen snizenim hladiny proteinu p21, ktery je transkripénim
cilem proteinu p53 (Obr. 6). Tento efekt byl také pozorovan v ptipadé publikované latky 3022
(Imramovsky et al., 2013).

Na zéklad¢ vysledk napovidajicich o proapoptotické aktivité novych derivati byla
pro dal$i experimenty zvolena latka 3043. Jeji proapoptotické u€inky byly ovéteny stanovenim
hladiny exprese neaktivnich forem kaspazy 3 a 7 pomoci western blottingu. V koncentraci
6 UM bylo také detekovano S$tépeni substratu kaspazy 3, proteinu PARP-1, na inaktivni
fragment o velikosti 89 kDa, ktery je vyznamnym apoptotickym markerem (Obr. 7).
Tyto vysledky koreluji s vysledky fluorimetrického stanoveni aktivity kapazy 3 a 7

po ovlivnéni bun€k rostoucimi koncentracemi latky 3043 (Obr. 5).
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Pomoci western blottingu byl sledovan vliv rostoucich koncentraci slouc¢eniny 3043
na hladinu proteinu p53. K vyraznému poklesu hladiny doslo pfi koncentraci 6 uM. Také byla
sledovana hladina proteinu LC3 a jeho fragmentace, kterd je vyuZzivana pro stanoveni
autofagické aktivity v buitkach. Po ovlivnéni latkou 3043 v koncentracich 2 uM a 6 uM bylo
zaznamenano zvysSeni hladiny exprese proteinu LC3/II (Obr. 7). Tento protein je lokalizovan
na membranach, autofagozomech a méné pak na autolyzozomech a slouZi tedy jako indikéator
autofagozomové formace (Mizushima et Yoshimori, 2007). V pfipadé publikované
slouceniny 3022 byl u proteinu p53 zaznamendn stejny efekt. Zvyseni hladiny proteinu LC3/1I
bylo zaznamenano az v koncentraci 6 uM (Imramovsky et al., 2013).

Predpoklada se souvislost mezi snizenim hladiny proteinu p53 a aktivaci autofagie.
Je zndmo, Ze cytoplazmaticky protein p53 (nikoliv jaderny) hraje roli v regulaci autofagie,
normalni hladiny proteinu inhibuji autofagii. Apoptdza a autofagie mohou koordinované
a kooperativné pusobit spole¢né pii indukci bunééné smrti. Dokonce nékteré autofagické
proteiny mohou hrat roli v udélostech, které nastdvaji béhem apoptdzy. SniZeni hladiny
proteinu p53 by tedy mohlo podpofit autofagii, kterd by eventudlné¢ mohla vést k bunééné
smrti vyvolané kaspazami (Eisenberg-Lerner ef al., 2009; Green et Kroemer, 2009; Tasdemir
et al., 2009; Rikiishi, 2012).

Dale byla stanovena exprese vyznamnych regulatortt bunééného cyklu pomoci western
blottingu. Po ovlivnéni bun€k latkou 3043 v koncentraci 6 uM doSlo k poklesu hladiny
exprese CDK1 a CDK4, cyklini E, A, B. Pokles hladiny exprese byl zaznamenan také
v piipad€ proteinu Rb, ktery je v pribéhu apoptdzy st€pen (An et Dou, 1996). Tyto vysledky
koreluji s vysledky v publikaci pro slouceninu 3022 s tim rozdilem, Ze sniZzeni hladiny exprese
cyklini. A a B bylo detekovdno po ovlivnéni latkou 3022 jiz v koncentraci 2 pM.
Vyrazny rozdil byl zaznamenéan také v expresi pfirozené¢ho inhibitoru CDK proteinu p27,
jehoz hladina se vyznamné zvysila v ptipad¢ ovlivnéni slouc¢eninou 3022 pouze v koncentraci
0,67 uM a2 uM, zatimco v ptipadé ovlivnéni latkou 3043 doslo k postupnému zvySovani
exprese (Obr. 8). Pravdépodobné 6 pM koncentrace slouceniny 3043 vede jiz k velkému
poskozeni bun¢k a k poklesu bunéénych procest (transkripce, replikace). Cykliny maji kratky
polocas rozpadu a pfi poklesu transkripce jiz téméf nejsou nové syntetizovany, tim padem

dochazi ke sniZeni jejich hladiny. Hladina CDK je v buiice za normdlnich podminek stabilni,
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ale v pfipad¢ velkého posSkozeni muze dochdzet ke snizeni exprese a muze doprovazet
snizenou hladinu cyklinti (Harper ef Adams, 2001).

DalSim bodem charakterizace G¢inku diamidu 3043 bylo ureni vlivu na bunéény
cyklus. Pomoci dvouparametrové cytometrické analyzy byla sledovana zména v distribuci
bun¢k ve fazich bunécného cyklu a vliv na replikaci DNA Analyzou bylo zjisténo,
ze v piipad¢ ovlivnéni latkou v koncentraci 2 pM dochazi k vyraznému piesunu bunék
do pozdni S faze oproti niz§im koncentracim. V koncentraci 4 pM pak dochézi k vyraznému
poklesu bunék v Sa G2/M fazi bunéného cyklu a naopak narGistu bunék apoptotickych
(Obr. 9), coz koreluje s udaji o proapoptotickych ucincich testované slouceniny. Pii vyssich
koncentracich latky 3043 pak zifejmé dochazi k potlaceni vSech vyznaénych bunécnych
procest, jakymi jsou replikace, nejspiSe i transkripce a translace.

Na zéklad¢ dosazenych vysledkii z n¢kolika riznych experimentl lze fici, Ze testovana

latka 3043 vykazuje vyznamné proapoptotické u€inky.
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8 ZAVER

Pomoci nékolika nezavislych metod byly stanoveny nckteré biologické ucinky CEtyt
vybranych inhibitord z knihovny substituovanych 2-hydroxy-N-(arylalkyl)benzamidt
na bunécné linii G361 odvozené od lidského melanomu.

Vysledky experimentli poukazuji na vyznamné proapoptotické ucinky testovanych latek
3022, 3043, 3040, o néco nizsi ucinek byl pozorovan v piipadé slouceniny 3042. Podrobnéjsi
mechanismus ucinku byl nasledné studovan na latce 3043. Nezavislymi metodami bylo
prokazano, ze srostouci koncentraci latky 3043 rostou i1 jeji proapoptotické ucinky.
Sloucenina ve vyssich koncentracich zptisobuje prudky pokles hladiny nddorového supresoru
pS3, pricemz se predpokladd souvislost tohoto jevu s aktivaci autofagie, ktera muze
kooperativné spole¢né¢ s apoptézou indukovat bunéénou smrt. Vysledky cytometrické analyzy
znadi, ze vyssSi koncentrace této latky také pravdépodobné zplsobuje rozsahlejsi poskozeni
bunek a potlaceni vSech vyznamnych bunécnych procesti, jakymi jsou predevsim replikace,
ale nejspise i transkripce a translace.

Vzhledem k tad¢€ pozorovanych efekti, zejména v piipadé trendu hladiny proteinu p53,
by bylo vhodné se v budoucnu zamétit pomoci dalSich experimentd na objasnéni piesného
mechanismu u¢inku této slouceniny. Jednim z moznych experimentl je pouziti inhibitoru
proteazomu MG132 a sledovani, zda-li snizend hladina proteinu p53 souvisi pravé se
zvySenou degradaci proteazomem. Daéle pak lze pouzit inhibitory kaspaz a sledovat, zda se
projevi stejné efekty i v pfipad¢ inhibice apoptdzy, ptipadné inhibitory interakce proteinu p53
s MDM-2 (napf. nutliny), diky ¢emuz za normalnich podminek roste bazalni hladina proteinu
p53. V neposledni fadé pak lze pozorovat, zda dojde ke stejnému efektu i v piipadé ovlivnéni

p53 deficientnich nddorovych bunéénych linii.
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10 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

4E-BP 4E binding protein

Ac-DEVD-AMC Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-7-amido-4-methylcoumarin
Akt Protein kinase B

AMC 7-amido-4-methylcoumarin

ASO Antisense oligonucleotide

ATP Adenosine triphosphate

Bax Bcl-2-associated X protein

Bcl-2 B-cell CLL/lymphoma 2

BrdU 5-bromo-2’-deoxyuridine

BSA Bovine serum albumin

CDK Cyclin-dependent kinase

Cip/Kip CDK interacting protein/kinase inhibitory protein
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMSO Dimethylsulfoxide

DNA Deoxyribonucleic acid

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid
EGFR Epidermal growth factor receptor
EGTA Ethylenglycoltetraacetic acid

ERK Extracellular signal-regulated kinases
FITC Fluorescein isothiocyanate

GAPs GTPase activating proteins

GDP Guanosine diphosphate
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GEFs
GTP
Hsp90
HTS
IgG
IxB
LC3
MAPK
MEK
MDM2
miRNA
mRNA
mTOR
mTORC
NF-«B
PARP-1
PBS
PCNA
PI3K
PIPES
PKB
PMSF
PTEN

Rb

Guanine exchanging factors

Guanosine triphosphate

Heat shock protein 90

High-throughput screening
Imunoglobulin G

Inhibitor of nuclear faktor kB
Microtubule-associated protein light chain 3
Mitogen-activated protein kinase
Mitogen-activated protein kinase kinase
Murine double minute 2

Micro ribonucleic acid

Messenger ribonucleic acid

Mammalian target of rapamycin

mTOR complex

Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
Poly(ADP-ribose) polymerase 1
Phosphate buffered saline

Proliferating cell nuclear antigen
Phosphatidylinositide 3-kinase
Piperazine-1,4-bis(2-ethanesulfonic acid)
Proteinkinase B

Phenylmethylsulfonyl fluoride
Phosphatase and tensin homolog

Retinoblastoma protein
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RIPA

RNA

SDS

SDS-PAGE

TEMED

TBS

TRIS

UPS

Radioimmunoprecipitation buffer

Ribonucleic acid

Sodium dodecyl sulphate

Sodium-dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
Tetramethylethylendiammin

Tris-buffered saline

Tris(hydroxymethyl)aminomethane

Ubiquitin proteasome system
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