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Seznam zkratek
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1. Uvod

Prakopovy objev zaznamenali v 50. letech minulého stoleti védci E. Krebs
a E. Fischer, ktefi jako prvni dali svétu védét o fosforylaci proteina
a proteinkinas. Tento objev vedl| k lepSimu pochopeni funkce proteinu a jejich
regulace v bunikach. Dnes je jiz znamo, Ze fosforylace tyrosinu, threoninu
a serinu hraji vyznamnou roli v molekularnich pochodech vSech Zivych
organismu a pfi deregulaci téchto aminokyselin mize dochazet k fatalnim
zménam v organismu. Znama je pfedevsim souvislost mezi deregulaci kinas
u rakovinnych onemocnéni, uvirovych onemocnéni (HIV, HCMV, HSV),
u neurodegenerativnich onemocnéni (Alzheimerova choroba, nahla mozkova
pfihoda), kardiovaskularnich onemocnéni (ateroskler6za), anebo napf.
u parazitarnich onemocnéni (Leishmania sp., Plasmodium sp.). Proto jsou
tyto enzymy v posledni dobé& hlavnim cilem farmakologického vyzkumu a je
do nich vkladana velkd nadéje jako do potencionadlni terapie (Knockaert
a kol., 2002; Galons a kol., 2010).

Tato prace pojednava konkrétné o problematice
hepatocelularniho karcinomu, ktery je v zebfiCku jednou z nejCastéjSich
pFi€in umrti pacientd, jak ve vyspélych zemich, tak v rozvojovych zemich.
Déle jsou popsany nynéjSi moznosti 1éCby HCC, kde jsou
nastinéna i potencionalni |éCiva cilici na cyklin-dependentni kinasy. Nechybi
taktéZ obecn& zminka o cyklin-dependentnich kinasach, o inhibitorech téchto

kinas aojejich deregulacich v molekularnich  drahach  u HCC.

11



2. Cyklin-dependentni kinasy

Cyklin-dependentni kinasy (CDKs) jsou serin-threoninové kinasy, jejichz
enzymaticka funkce zavisi na vazbé cyklinu, cozZ je mal4, volné se vyskytujici
podjednotka, se kterou CDK tvofi heterodimerni komplex. Cyklin-
dependentni kinasa v tomto komplexu zastava funkci katalytickou a cyklin
funkci regulacni. Po vytvofeni komplexu CDK/cyklin se zméni konformace
kinasy adojde kjeji Castecné aktivaci. Aby dosSlo kcelkové aktivaci
komplexu, je zapotiebi jeSté pFitomnost specifického enzymu CAK (cyklin-
aktivacni kinasa), ktery fosforyluje T-smycku kinasy, a diky tomu ziskava
kinasa svoji enzymatickou aktivitu. V dnesSni dobé je znamo nejméné 29
protein(, které maji ve své struktufe cyklinovou doménu a zastavaji tak
funkci cyklind. Pro nékteré z nich vSak stale nebyl nalezen vazebny partner
(Malumbres, 2014). Aktivita CDKs muaze byt mimo jiné kladné ovlivnéna také
dalSimi kinasami a fosfatasami (Weel, Cdc25), anebo naopak inhibovana
CDK rodinami Cip/Kip a INK4 (Carnero, 2002).

V souc€asnosti je v lidskych bufkach popsano dvacet odliSnych cyklin-
dependentnich kinas, které zastavaji rizné funkce (Cao a kol., 2014).
Uplatriuji se pfedevSim pfi fizeni buné&ného cyklu, pfi transkripCnich
atranslaCnich procesech, pfi apoptéoze a také maji svoji funkci
pfi diferenciaci, neurogenezi a spermatogenezi. Lidsky genom obsahuje
21 genl kodujicich CDK1-CDK20 (CDK11 je koédovana 2 geny: CDC2L1
a CDC2L2). Z hlediska evolu¢niho vyvoje mizeme CDKs rozdélit do osmi
podskupin (obr. 1).
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Obr. 1: Fylogeneticky vyvoj CDKs (pfevzato a upraveno podle Malumbres, 2014).

2.1 Inhibitory kinas - potencionalni terapie

Inhibitory proteinkinas pfedstavuji vyznamnou a stale se rozvijejici skupinu
cilenych IéCiv. Béhem poslednich deseti let vstoupilo pfes sto rlznych
nizkomolekularnich proteinkinasovych inhibitord do klinickych studii (Fabbro
a kol., 2015). Tyto inhibitory maji uplatnéni nejen v protinadorové lécbé,
ale také v lécbé fady dalSich nemoci (obr. 2). Terapeutické inhibitory
proteinkinas jsou v klinické fazi testovani také proti nemocem, jako jsou
revmatoidni artritida, ruzné kardiovaskularni choroby nebo diabetes
(Knockaert a kol., 2002; Galons a kol., 2010).
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- Parkinsonova choroba -Trypaniosomiaza
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Onemocnéni ledvin " Diabetes 2. typu | | Zanét
- Glomerulonefritida . . - Zanét pleury
- Lupusova nefritida - Sekrece inzulinu - Artritida

- Kolabujici glomerulopatie
- Polycysticka nemoc ledvin

Obr. 2: Moznosti potenciondlniho vyuziti inhibitord proteinkinas (prevzato

a upraveno podle Galons a kol., 2010).

DalSi skupinou inhibitor( jsou inhibitory cyklin-dependentnich kinas
(CDKI), které nachazi uplatnéni pfi IéCbé pacientl s pokroCilym nalezem
rakoviny. Jejich hlavni pfednosti je lepSi pfijem pacienty, nez je l|éCba
klasickou systémovou chemoterapii s Sirokou S$kalou vedlejSich uc€inku.
Mechanismus ucinku CDK inhibitord je zaloZzen na branéni schopnosti
proteinkinas fosforylovat pfislusné proteiny (Knockaert a kol., 2002). Pokud
tedy pusobi inhibitor na nadorovou buriku, mize dojit k zastaveni jejiho
déleni, ¢i dokonce k indukci apoptézy. To zélezi na tom, jestli je pouze
snizena hladina CDKs (cytostaticky efekt), nebo jsou kinasy inaktivovéany,
coz navozuje apoptdzu u rakovinnych bunécnych linii (Cai a kol., 2006).

Béhem poslednich 20 let se dostalo minimalné 24 inhibitort
do Klinickych fazi testovani (Asghar a kol., 2015). Postupné v8ak dochazelo
k jejich upravé a vyvoji. Prvni generace inhibitord CDKs zahrnovala
predevsim pfirodni latky odvozené od flavond, purin( a alkaloidd. Konkrétné
se jednalo o flavopiridol, staurosporin, roskovitin, olomoucin, butyrolakton
atd. (Knockaert a kol.,, 2002). Tato skupina inhibitord byla pozdéji

oznacovana jako pan-selektivni inhibitory kinas, a to pfedevSim kvuli jejich
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nizké selektivité k CDKs (napf. flavopiridol cili sou¢asné na CDK1/2/4/6/9
aroskovitin na CDK1/2/5/7/9). Na zakladé této zkuSenosti byla druha
generace inhibitorll navrzena podle krystalickych struktur jednotlivych kinas,
na které méla latka cilit. Vysledkem byla lepSi selektivita a také vysSi
ucinnost inhibitord pfi testovani. Pfikladem druhé generace inhibitort kinas
jsou napf. EXEL-8647, BS-181, SNS-032 a PD 0332991 (Krystof a Uldrijan,
2010; Misra a kol., 2004; Shapiro, 2006).

Navzdory velké rozmanitosti ve stavbé, vSechny CDKI maji nékteré
spole¢né vlastnosti: 1. maji nizkou molekulovou hmotnost (<600), 2. stavbou
se jedn& o planarni hydrofobni heterocykly, 3. kompetuji s molekulou ATP
o vazbu v ATP-vazebném misté kinasy, 4. pro vazbu s kinasami vyuZivaji
hydrofobnich a vodikovych vazeb a 5. karbonylovy a aminovypostranni
fetézec L83 pulsobi jako akceptor i donor H-vazby pro inhibitory, zatimco
karbonylovy fetézec E81 plsobi pouze jako akceptor H-vazby (Knockaert
a kol., 2002).

V dnesni dobé jsou schvaleny jako IéCivatfi inhibitory CDKs proti
metastazujicimu nadoru prsu (palbociclib, abemaciclib, ribociclib). Nyni
uvSech zminénych inhibitord probihaji klinické studie i na pacientech
s pokrocilym stadiem hepatocelularniho karcinomu.

Prvnim inhibitoremje palbociclib (IBRANCE®, Pfizer Inc., obr. 3A),
ktery selektivné inhibuje CDK4/6(Beaver a kol., 2015). V preklinicnych
studiich proti HCC byla prokdzana vyznamna inhibice ristu nadorovych
bunék, jak u bunécnych linii (Bollard a kol., 2017), tak na zvifecich modelech
i na lidskych nadorovych xenograftech a kone¢né vysledky byly prokazatelné
lepSi, nez v pfipadé sorafenibu, ktery se v dneSni dobé bézné pouziva
k lécbé pokrocilého HCC. V klinickém testovani byla poté studovana toxicita
palbociclibu a také bylo 1éCivo peroralné podavano pacientliim, ktefi Spatné
odpovidali na standardni 1éCbu sorafenibem. Vysledky studii by mély byt
uverejnény v pfistim roce (Littman a kol., 2013; clinicaltrials.gov).

DalSim inhibitorem kinas, ktery jiZ je v klinickém testovani, je ribociclib
(Kisqali®, Novartis, obr. 3B). U&inkem ribociclibu je inhibice CDK4/6, jako
u pfedchoziho zminéného inhibitoru. Tyto kinasy v bufice zodpovidaji
za pfechod z G1 faze buné€ného cyklu do S faze vlivem fosforylace proteinu
Rb (Lim a Kaldis, 2013). Vroce 2016 ribociclib vstoupil do druhé faze
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klinického testovani, kdy je studovan ucinek kombinace inhibitoru
s chemoembolizaci u pacientl s pokro€ilym nalezem HCC (Syed, 2017,
clinicaltrials.gov).

Poslednim Klinicky testovanym inhibitorem kinas u pacientt s HCC je
milciclib (obr. 3C). Jedn& se o malou molekulu, ktera inhibuje CDK1/4/5/7.
Nyni je ve Il. fazi klinického testovani a studie je provadéna na pacientech
s neresekovatelnym hepatocelularnim karcinomem, pfip. s metastazujicim
karcinomem v pokrocCilém stadiu rakoviny. Momentalné se zjistuje toxicita
latky pfi podavani pacientim peroralné a také je v blizké budoucnosti v planu
otestovat latku v kombinaci se sorafenibem (Nexavar®, Bayer Germany)
ataké s nivolumabem (Opdivo®, Bristol Myers Squibb; Aspeslagh a kol.,

2017; clinicaltrials.gov).

A) B) C)

0 (" NH N N
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DJ':LH'N' .QN"L'N’L“"; ___,N\Tr.a ‘N q-N,-*a,N_.aLH_,;‘ ,3"--.. S ‘.N'AN' T
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f L

Obr. 3: Chemicka struktura inhibitord CDKs, kde je A) palbociclib, B) ribociclib
a C) milciclib.
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3. Hepatocelularni karcinom

Hepatocelularni karcinom (HCC) je komplexni heterogenni nador jater, ktery
se fadi celosvétové mezi prvnich 6 nejCastéjSich rakovinnych onemocnéni
aje v zebfiCku tfetim nejCast&jSim nadorovym onemocnénim zpusobujici
smrt pacienta (Bupathi a kol., 2015). Co do primarnich malignit jater, tvofi
HCC vice neZ 70 % ze vSech (Bisteau a kol., 2014).

Roli pfi rozvoji rakoviny hraje jak vék, pohlavi a etnikum lidi, tak
pfedevSim prodélani virového onemocnéni, uzivani lékl, koufeni
a alkoholismus (McGlynn a London, 2005). DalSim rizikovym faktorem vzniku
HCC muze byt pusobeni aflatoxinl, coz jsou toxiny produkované houbami
rodu Aspergillus (El-Serag, 2011). Ve vyspélych zemich svéta se HCC €asto
objevuje u pacientl trpicich cirhézou jater a jaterni steatézou. OvSem
nejvétsi incidence choroby je zaznamenana v oblastech vychodni Asie
a na africkém kontinenté, vzhledem k Castému vyskytu virovych hepatitid,
pfedevsim HBV, HCV. Konkrétné u Zloutenky typu B dochazi k za¢lenéni
virové DNA do intronové oblasti genu pro cyklin A, coz zapfi€ini deregulaci
bunécného cyklu a je zahajena tumorogeneze (Venook a kol., 2010).

Obecné vsechny vySe popsané rizikové faktory mohou u HCC
zpusobit chybnou regulaci bunééného cyklu, ¢imz dojde k neustalému déleni
bunék, které se nemohou zastavit v kontrolnich bodech, kde by pfipadné
mohlo dojit k jejich opravé. Dale ¢asto neni mozné navodit apoptézu a také
maji tyto deregulace pfimy vliv na invazivitu tumoru a schopnost
metastazovat (Bisteau a kol., 2014).

U lidi s asnym stadiem hepatocelularniho karcinomu nedochézi
k Zadnému vyraznému projevu pfi této nemoci, proto jeji diagnéza byva
urCena az v pozdéjSich stadiich vyvoje rakoviny a je obtizné najit u€innou
formu 1éCby. Pacienti Casto k Iékafi pfichazi s nespecifickymi obtizemi, jako
je vétsi vahovy ubytek, bolesti v bfiSni oblasti, pfetrvavajici nechutenstvi,
zvraceni, prujem, pfipadné je jejich kuze a sliznice zazloutlda a mo¢ ma

nahnédlou barvu (Kaiser a kol., 2014).
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3.1 Vznik avyvoj HCC

Hepatokarcinogeneze je vicestupriovy proces, zapfiCinény genetickymi
zménami v signaliza¢nich kaskadach, ktery se projevuje nekontrolovanym
ristem hepatocytl. Tento proces je zavisly na nékolika riznych faktorech,
které byly popsany v predchozi kapitole. U HCC dochazi k opakovani
nékolika cyklu pfi vyvoji hepatocytd. Zdravy hepatocyt mize byt poSkozen
a poté bud zanika, anebo se zregeneruje, coz vede k akumulaci kolagenu
v jatrech, atim ke vzniku fibrotickych jater. Po delSi dobé muze dojit
k vyvolani jaterni cirhdzy a k vytvofeni dysplastickych uzlin, ¢imz se jaterni
tkan dostava do tzv. pre-maligniho stadia rakoviny (Uehara a kol., 2013).
Tyto uzliny se mohou pozdéji vyvinout v hepatocelularni karcinom, ktery
napada okolni jaterni tkan a muze prejit do maligniho stadia, jak je
znazornéno na obr. 4 (Borzio a kol., 1995). Pfi pfechodu z pre-maligniho
stadia do maligniho dochazi ke ztraté kontrolniho bodu v buné&ném cyklu, je
aktivovéna telomerasa a také je zvySena aktivita telomerasové reverzibilni
transkriptasy (TERT), €imz si hepatocyt zajiStuje neomezenou proliferaci (El-
Serag a Rudolph, 2007).
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Obr. 4: Vznik a vyvoj tumoru (pfevzato a upraveno podle Bisteau a kol., 2014).

3.2 Deregulace v molekularnich drahach u HCC

Transkripéni analyzy nadoru jater odhalily nékteré zmény v molekularnich
cestach béhem vyvoje rakoviny, které se ucastni procesu proliferace bunék,
apoptdzy, regulace bunétného cyklu, angiogeneze, bunétné signalizace,
metabolismu a imunitni odpovédi (Hanahan a Weinberg, 2011).

Aktivace drahy Wnt je nejCastéjSi pozorovanou zménou u HCC
vyvolanou viry HBV a HCV (Nishida a Goel, 2011). V nepfitomnosti ligandu
Wnt, ktery ve zdravé tkani reguluje aktivaci a deaktivaci Wnt drahy,
se fosforyluje a degraduje [B-catenin komplexem (GSK3, CK1l-a, APC
a Axin). Vazba ligandu Wnt na Fzd receptory se objevuje po fosforylaCni

kaskadé, ktera vede k akumulaci B-cateninu v cytoplazmé. Nasledné je [3-
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catenin translokovan do jadra a iniciuje transkripci cilovych gend, jako je gen
pro cyklin D1 (Pez a kol., 2013).

DalSi dulezitou drahou v problematice HCC je c-Myc, kter4 byva
deregulovana u pacientl uzivajici alkohol a také u pacientd, ktefi v minulosti
prodélali virové hepatitidy (Schlaeger a kol., 2008). Trvald aktivace c-Myc
mlze zpUsobit hepatokarcinogenezi, protoze ma za ukol regulovat spoustu
procesl v bufice jakymi jsou biosyntéza a metabolismus sacharidu, lipidu
a aminokyselin a také regulace bunécného cyklu (Lin a kol., 2010).

Casto deregulovanym protoonkogenem je c-Met draha, ktera je
u HCC také trvale aktivovana. Byva stimulovana hepatocytarnim rustovym
faktorem (HGF) a ovliviiuje nékolik dulezitych kaskad (PI3K, Stat, Ras/Erk).
Tyto drahy zodpovidaji za pfezivani a proliferaci bunék, a také prFidéluji
nadorovym bunkam schopnost invazivity do okoli (Breuhahn a kol., 2006).

U mnohatypl HCC je abnormalné exprimovan retinoblastomovy
protein (Rb). Casto dochazi k upinému potladeni jeho exprese diky tzv.
ztraté heterozygotnosti (Nakamura a kol., 1991). Hladina Rb proteinu maze
byt zménéna i nepfimo, a to deregulaci komplexu, které ho aktivuji nebo
inhibuji. U HCC jsou znamé zvySené hladiny HGF, c-Met, Ras nebo BRAF,
které ovliviiuji MAPK kinasu a dale zvySuji aktivitu c-Fos. Protoonkogen c-
Fos poté zajiStuje fosforylaci Rb a exprimuje gen pro cyklin D1 (Parekh
a Rao, 2007). Podle nejriznéjSich studii byla prokazana souvislost
se zvySenou hladinou cyklinu D1 ase Spatnou diferenciaci a zvySenou
agresivitou hepatocelularniho karcinomu (Joo a kol., 2001). ZvySena hladina
cyklinu D1 se také podili na chromozomalnich abnormalitach, na zménach
modifikace mitotického vieténka a na znasobovani pocétu centrozom(
(Nelsen a kol., 2005).

Problém vzniku HCC muze obecné nastat v okamZiku hypermetylace
v okoli promotoru dulezitych gen(, diky ¢emuz nedochazi k jejich expresi.
Mize dojit také kdelecim nebo k jinym mutacim, které zpusobuji
nefunkénost napf. p16, ktery nemuze vytvorit komplex s CDK2 (Biden a kol.,
1997). V poslednich letech bylo také prokazano, ze HBV virus zpUsobuje
hypermetylaci promotori u HCC, €imz vyvolava tumorigenezi (Zhu a kol.,
2010). Virus HCV naopak zpUsobuje zménu v kaskadé Rb proteinu
a zpUsobuje tak degradaci retinoblastomového proteinu a také bylo zjisténo,
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7e podporuje expresi p289ankyrinu

. Tento protein se podili na proliferaci,
angiogenezi, apoptéze, invazi nadoru a schopnosti tvofit metastaze a pfi
interakci s ubikvitin ligasou MDM-2 zpusobuje ubikvitinylaci proteinu Rb
a p53 (Dawson a kol., 2006).

Gen pro ZHX2 je u vice nez tfi Ctvrtin pacientd s HCC deregulovan
taktéz kvuli hypermetylaci promotoru. Tento komplex ve zdravé tkani
negativné reguluje hladinu cyklind A a E a tim je udrZuje v rovnovéze
a zajistuje spravny chod bunécného cyklu. Pokud je sniZzena jeho hladina,
dochézi k rapidnimu zvySeni hladin cyklind a k proliferaci bunék (Yue a kol.,
2012). Deregulace exprese cyklini E a A mize také zplsobit genomovou
nestabilitu. Navic bylo prokazano, Ze tyto cykliny, pokud jsou exprimovany
nadmérné, indukuji Stépeni dvouretézcové DNA v savcich burikach. Spravna
Casovana regulace aktivit cyklinG E a A je kriticka, protoze pfredCasna

exprese cyklinu A vede k poSkozeni replikace DNA (Wheeler a kol., 2008).

3.2.1 Deregulace komplexu CDK/cyklin u HCC

Na fizeni buné&ného cyklu se pfimo podili cyklin-dependentni kinasy, jejichz
hladiny u HCC byvaji vyrazné pozménény oproti normalu. Hlavni rozdily byly
zjistény v hladinach CDK1, CDK2, CDK4, coz jsou kinasy, které pozitivné
ovliviiuji proliferaci nadorovych bunék (Masaki a kol., 2003). Ve zdravych
jatrech dospélého Elovéka je malo délicich se bunék a tedy exprese CDK1 je
velmi nizka oproti jatrdim sHCC, kde rakovinné buriky rychle
a nekontrolovatelné proliferuji a hladina CDK1 je vysoka (Bisteau a kol.,
2014). ZvySena hladina byla také zaznamenéana u CDK5, CDK13 a CDK14,
které se pfimo podili na progresi nadoru, kdy indukce genu pro CDK5 také
zpUsobuje nekontrolovatelnou proliferaci hepatocytd a zplsobuje progresi
hepatocelularnino nadoru (Ehrlich a kol., 2015). ZvySena exprese CDK13
naopak ovliviuje rlst nadoru v rané fazi jeho vzniku, ¢imz podporuje jeho
dalSi vyvoj a také mé vliv na migraci bunék (Kim a kol., 2012). Enzym
CDK14 se poté uplatfiuje v pozdéjSi fazi nadorového bujeni a pozitivhé
ovliviuje predevSim schopnost Sifit se do okolnich tkani a schopnost
metastazovani, ato skrze fosforylaci transgelinu 2, diky ¢emuz dochazi

k polymeraci aktinu a tedy ke zvySené migraci nadorovych bunék (Leung
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akol., 2011). U v8ech zminénych enzymi byly zaznamenany zvySené
hladiny v nadorové tkani oproti té zdravé. Opacnym pfipadem je vSak pokles
hladiny CDK10 v jaternim karcinomu. Cyklin-dependentni kinasa 10 pfispiva
také k proliferaci bunék a déle se podili na chemorezistenci nadoru vuci
chemoterapeutické |é¢bé (Zhong a kol.,, 2012). U hepatocelularniho
karcinomu byla také v nékterych pfipadech zaznamenana zvySena hladina
transkripCni kinasy CDK7. U pacientd s vySSi expresi CDK7 byla celkova
doba doziti mensi, nez u pacientd s nizkou expresi CDK7 (Wang a kol.,
2018).

Jak bylo v dfivéjSi kapitole o kinasach zminéno, cyklin-dependentni
kinasy jsou regulovany pomoci malych podjednotek, kterymi jsou cykliny.
Tyto podjednotky jsou také v nddorové tkani deregulovany, a to vSechny
druhy (A, B, D a E), které se podili na regulaci bunééného cyklu. Vlivem
amplifikace genu kddujicich tyto cykliny, dochazi k trvalému zvySeni jejich
hladin v hepatocytech, a tim je zaru¢ena nekontrolovana proliferace bunék
(Bisteau a kol., 2014).

Diky témto poznatkim jsou vkladany velké nadéje do studia
bunécného cyklu a jednotlivych kinas, kvlli znaénému potencialu v [écbé
riznych typu rakoviny v€etné HCC. Pfikladem mlze byt specificka inhibice
CDK1, ktera brani déleni bunék bez znemoznéni regenerace nebo normalni
funkce jater. DFivéjSimi experimenty bylo prokazano, ze pfi testovani
inhibitoru CDK1 in vivo na mysich, které mély mutaci v genu pro CDK1,
nedochazelo krozvoji rakoviny jater vyvolané aktivitou Ras nebo ztratou
proteinu p53 (Diril a kol., 2012). To z CDK1 ¢ini potencionalni terapeuticky cil
pfi 1é€bé HCC. Jiné kinasy by mohly byt také vhodnym terapeutickym
teréem, napf. inhibici CDK4/6 lze potlacit nekontrolovatelnou proliferaci
rakovinnych bunék. Déle inhibitory CDK2, jako jsou roskovitin nebo jeho
druhd generace CR-8, by mohly byt pouZity unadord vykazujicich
nadmérnou expresi cyklinu E, se zménami v pRb drdze a s intaktnim p53,
zpusobujici také nekontrolovatelny rist hepatocytl (Rivadeneira a kol.,
2010).

Problémem pfi 1éEbé rakoviny pomoci inhibitor( kinas vSak muze byt
schopnost hepatocytd vstoupit do klidové faze, nedélit se a byt polyploidni.
Takové hepatocyty mohou vytvofit ,spici® skupinu karcinogennich bunék,
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které by pro pacienta do budoucna znamenaly recidivu onemocnéni.
Resenim by v tomhle pfipadé mohla byt kombinace inhibitorti kinas s b&zné
uZivanymi chemoterapeutiky nebo s radioizotopy, které ovliviuji iburiky
v klidové fazi (Gentric a kol., 2012).

3.3 Moznosti Ié€by HCC

V dnesni dobé je Iécba pokrocilého HCC sméfovana predevSim k systémové
terapii pacientd a vyvoj chemoterapeutickych IéCiv je zaméfen na jednotlivé
drahy signaliza¢nich kaskad a na jejich deregulované oblasti. Zacilenim
na tyto molekularni drahy, které ovliviiuji pfedevsim rist a vyvoj rakovinnych
bunék, by mohlo pro pacienty pfinéstlepsi vysledky, neZ jaké vykazuje
nynéjSi bézna léCba (Raza a Sood, 2014). Je potieba vSak ke kazdému
pacientovi pfistupovat individualné, vzhledem k jeho stavu a rozsahu nadoru,
takze pro vSechny neni vhodna kazda metoda 1é€by.

Dulezitou soucasti pfi rozhodovani se o 1é¢bé, je fada prognostickych
faktord. Ze séra lIze neinvazivni metodou stanovit hladinu tumorového
markeru, a to a-1 fetoproteinu (AFP), jehoz zvySena hladina €asto koreluje
se stddiem tumoru. DalSim prognostickym faktorem je velikost tumoru
a stadium fibrézy jaterni tkané. Pro zjiSténi vice informaci a pro prognézu je
nutné provést biopsii tkané a CT, které nam davaji povédomi o pfip.
vaskularni invazi, multiplicit¢ nadoru, anebo gradingu tumoru. Dale je
dulezité zhodnotit zakladni morfologické charakteristiky nadoru pomoci tzv.
TNM klasifikace (tab. 1) ataké stav jaterniho parenchymu dle Child-Pugha
v tab. 2 (Sobin a kol., 2010).

Tab. 1: TNM klasifikace u hepatocelularniho karcinomu, 7.vydani.

stadium primarni nador regionalni mizni vzdalené
uzliny metastazy
stédium | T1 NO MO
stédium Il T2 NO MO
stadium IIIA T3a NO MO
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stadium 11IB T3b NO MO

stédium IIIC T4 NO MO
stadium IVA jakékoliv T N1 MO
stéddium IVB jakékoliv T jakékoliv N M1

T1 -solitarni nador bez cévni invaze, T2 - solitarni nador s invazi do cév nebo vicecetné
nadory do 5 cm, T3a - viceCetné nadory vétsi nez 5 cm, T3b - viceCetné nadory zasahujici
hlavni vétev porty &i jaterni zily, T4 - nadory invadujici do okolnich organt (kromé Zlu€niku)

nebo nédory s prortstanim do visceralniho peritonea;Reference k tab. 1: Sobin a kol., 2010.

Tab. 2: Child-Pughova klasifikace pokro¢ilosti jaterni cirhézy.

body 1 2 3
bilirubin (umol/l) <35 35-50 >50
albumin (g/l) >35 28 -35 <28
ascites 0 reverzibilni Ireverzibilni
encefalopatie 0 mirné Zfetelna
INR <1,7 1,71-2,20 >2,20

INR je mezinarodni normalizovany pomér, ktery se vypocCitd z poméru protrombinového
¢asu u pacienta s kontrolnim protrombinovym ¢asem. Zhodnoceni Ch.-P. klasifikace: tfida A
(5-6 bodu), tfida B (7-9 bodu), tfida C (10-15 bodu); Reference k tab. 2: Briiha a kol., 2012.

DalSim dalezitym kritériem, pfi vybéru nejidealnéjsi IéEby pro pacienta
s jaternim karcinomem a s cirh6zou, je staging tumoru, ktery blize popisuje
tzv. barcelonsk& klasifikace (tab. 3). Tato klasifikace jev dneSni dobé
nejpouzivanéjsi, protoze popisuje nejnovéjsi trendy a prulomy v 1é¢bé HCC
(Bruix, 2011).

Tab. 3: Barcelonska klasifikace (staging) pacientd s HCC a jaterni

cirh6zou.
stddium HCC charakteristika nadoru
stddium O - velmi ¢asné (Child-Pugh A, 1 lozisko do 2 cm, PST 0)
stddium A - Casné (Ch.-P. A/B, 1 - 3 loziska do 3 cm, PST 0)
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stadium B - stfedné pokrocilé (Ch.-P. A/B, viceCetna loziska, PST 0)

stadium C - pokrogilé (Ch.-P. A/B, invaze do porty, N1, M1, PST
1, 2)
stadium D - terminalni (Ch.-P. C, PST>2)

PST - celkovy stav nemocného (0 - dobry, 1, 2 - zhorSeny, >2 vyrazné zhorSeny), N -

regionalni mizni uzliny, M - vzdalené metastazy; Reference k tab. 3: Briiha a kol., 2012.

3.3.1 Chirurgicka lécba

Chirurgické metody 1é€by HCC, mezi které se fadi resekce a ortotopicka
transplantace jater, zaznamenavaji nejlepSi vysledky a pacienti po jejich
provedeni maji vibec nejvétsi nadéji na preziti. V dnesSni dobé jsou tyto
metody brany jako jedina potencialné kurativni metoda. AvSak méné nez 30 -
40 % pacientl je pouze mozno IéCit timto zplsobem, a to z divodu pozdni
diagnézy nemoci. Kvuli tomu je lé€ba hepatocelularniho karcinomu velmi
obtizna (Taniguchi, 2012).

Transplantace jater je doporuCovana pouze pacientim s HCC
pfi splnéni ur€itych podminek, tzv.,milanskych kritérii“ ata jsou spinéna
pouze Vv pfipadé, Ze se vtéle vyskytuje jedno Kkarcinogenni loZisko
do priméru 5 cm, nebo 3 karcinomy do velikosti 3 cm. Déle nesmi byt
zasazena zadna lymfaticka uzlina a rakovinné buriky nesmi pfijit do styku
s krevnim feCistém (Mazzaferro akol., 2011). Druhou moZnosti je
posuzovani nadoru dle ,san-francisskych kritérii“, kdy se k transplantaci jater
mlze pfistoupit, pokud ma pacient 1 nador do velikosti 6,5 cm, anebo 2 - 3
nadory do celkové velikosti 8 cm, kdy nejvétSi z nich musi mit maximalné
45cm vpriméru. Vtakovych pfipadech je pacient zafazen
do transplanta¢niho programu a ¢eka na vhodného darce (Yao a kol., 2008).
Transplantace ma pro pacienta nejen pozitivni vliv pfi 1ébé HCC,
ale zaroven jsou timto odstranény i dalSi jaterni onemocnéni, jako cirh6za
a steatdza jater. Proto byva doporuCovana pro pacienty se snizenou jaterni
funkci (Child-Pughova klasifikace B/C). PFi provedeni transplantace
u pacientd s HCC je dosazeno 75% pravdépodobnosti preziti pacientt
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po nasledujicich 5let od transplantace, stim, Ze u1l5% znich, dojde
k recidivé rakovinného bujeni (Mazzaferro a kol., 2011).

DalSi variantou chirurgické IéCby je vyoperovani nadoru, tedy resekce
jater. Opét i tato varianta |éCby ma urdité podminky pro pacienty. Je
doporuCovana pouze pacientim v ¢asném stadiu onemocnéni, s jednim
solidnim naddorem, bez sniZzené funkce jater (Child-Pughova klasifikace A)
a bez jaterni cirh6zy (Bhoori akol., 2007). Pro pacienty nesplfujici tato
kritéria je resekce jater velmi nebezpecna kvlli jaterni nedostateCnosti.
Vysledky operativniho odstranéni HCC se odviji pfedevSim od velikosti
odebrané jaterni tkané, od funkce zbylé Casti jater a od zvySeného tlaku
v jaterni Zile. Hypertenze v porté mize zplUsobovat pacientim komplikace
v podobé jicnovych varixt a splenomegalie (Ruzzenente a kol., 2011).

Po radikalni resekci preziva 5let 30-50%  pacientl
s hepatocelularnim karcinomem, s tim, Ze k recidivé onemocnéni dochazi
do 5 let az u 70% z nich (Wong a Lo, 2013).

3.3.2 Transarterialni chemoembolizace (TACE)

Principem TACE je obstrukce vyZivujicich tepen v okoli nddoru a blokace
porty, kvuli zvySeni koncentrace pouZivanych chemoterapeutik v krevnim
feCisti. Tato metoda je vhodna pro pacienty s neoperovatelnym karcinomem
a s jaterni cirh6zou, kdy ledviny musi byt zcela zdravé a nesmi byt ucpana
portalni Zila. Pokud je omezena funkce jater a sérové hladina bilirubinu je
vySSi nez 3 mg/dl, pacienti byvaji ¢asto vyfazovani z |éCebné TACE skupiny
(Golfieri a kol., 2011).

TACE Ize provadét dvéma zplsoby. Bud je chemoterapeutikum
smichano s jodizovanym olejem a tato emulze je vpravena do cévniho
zasobeni v okoli nadoru, nebo je chemoterapeutikum navazano na nosic,
kterym byvaji nejCastéji Castice Zelatiny, polyvinylalkoholu nebo mikrosféry
a také jsou umistény do krevniho fecisté (Matsui a kol., 1993).

V idedlnim pfipadé by touto metodou méla byt udrzena konstantni
hladina chemoterapeutika v blizkém misté nadoru, s minimalnim

systémovym ovlivnénim organismu, &ehoz nebylo v dnedSni dobé jesté

26



dosazeno. Proto je dllezité provést sérii studii na pacientech s riznym
stadiem nemoci a optimalizovat metodu i zhlediska uzZivanych
chemoterapeutik (nebo jejich kombinaci).

Nejblize stanovenym cilim je v dnesni dobé varianta chemoterapeutik
navdzanych na hydrogel, jejichz vyhodou je postupné dlouhodobé
uvolfiovani léCiva v misté loziska. Konkrétné byla tato varianta studovana
na doxorubicinu ve formé hydrochloridu, ktery byl kontinualné uvolfiovan
zroztoku do cévniho zadsobeni nadoru. Timto bylo sniZzeno mnoZstvi
pouzitého léCiva a pfedevsim snizeni celkové koncentrace v systému (Song
a kol., 2012).

3.3.3 Subkutalni alkoholizace

DalSi metodou, ktera je v praxi vyuZivana, je lokalni subkutanni alkoholizace
nadorového loziska (PEl), ktera je zaloZena na injekCni aplikaci 96%
ethanolu do mista nadoru. Vysledkem je téméF 100% nekréza oSetfené
tkané. Tato metoda je aplikovana pacientim svice nadory o velikosti
do 3 cm v priméru. Byva Casto doporucovana pacientim, ktefi jsou zafazeni
do seznamu Cekatell na transplantaci jater, pro udrZeni stavu a velikosti
nadoru asplnéni tzv. ,milanskych kriterii“. Tato metoda byva aplikovana
v kombinaci s metodou TACE (Cho a kol., 2009).

3.3.4 Kryoterapie a radiofrekven¢ni ablace (RFA)

Vyznamnymi dvéma metodami, vyuzivajici zavedeni sondy do tumoru
anaslednou zménu teploty voblasti nadoru jsou kryoterapie
a radiofrekvencni ablace (RFA). U kryoterapie je do mista loZiska vpravena
sonda s tekutym dusikem, ktera zapfiini zmrazeni bunék a jejich nekrézu.
Tahle metoda je provadéna pouze u nadoru do velikosti 3 cm v praméru.
Naopak podstatou RFA je zvySeni teploty v misté tumoru diky zavedené
radiofrekvenéni sondé. Princip RFA spociva v tom, Ze se mezi elektrodami
vytvoFi vysokonapétovy stfidavy proud (400 MHz), ktery se pfeméni na teplo
vys38i nez 90 °C. Diky tomu je odpafena intracelularni tekutina a opét

dochazi k nekréze tkané, jako u predchozi metody. Rozdilem oproti prvni
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zminéné metodé je moznost aplikace |éCby i u vétSich nadoru, standardné
do velikosti cca 5 cm, mize se vSak pouzit i u vétSich lozisek. Rozsah
nekrdzy postizené tkané se odviji pfedevsim od stavby, velikosti a umisténi
elektrod (Delis a kol., 2006).

RFA byva €asto pouZzivana jako doplfiujici metoda po jaterni resekci
u nadordi, které byly zhodnoceny jako neoperatibilni. Rozdilem kryoterapie
oproti RFA je vy38Si pravdépodobnost recidivy nadoru pfi pouZiti prvni
zminéné metody, vice komplikaci spojenych s aplikaci a s prdbéhem lécby
a celkové nizsi preziti pacientl. Obecné se jedna o metody, které v dnesni
dobé zaznamenaly velky rozvoj. Jedna sonda je schopna zpUsobit nekrézu
tkané do priméru cca 3 cm, kdy ve 2cm dochazi k uplné ablaci tkané
avokoli 0,5-1cm zkazdé strany jsou vytvofeny okraje, kde je nador
zlikvidovan. Diky tomuto je dosazeno podobnych vysledkl jako v pfipadé
chirurgické resekce. Podle pacientskych studii byla tato metoda neju€innéjsi
v pfipadé pacientd stumory do 2cm v praméru, kdy mira preziti
v nasledujicich 5 letech byla 90 % a mira recidivy 1 % (Livraghi a kol., 2008).

Do budoucna se uvazuje o upfednostnéni RFA nad resekci jater,
a to predevS§im z dlvodu mensSi finanéni zatéze a lepSimu pooperacnimu
zotavovani akratS§i dobé, kterou musi pacient stravit v nemocni¢nim
zafizeni. Bohuzel se v dneSni dobé jeSté ktéto metodé nemuize piné
pFistoupit jako k prvni volbé, kvili nedostate€nym studiim na pacientech
i s pokroCilym nalezem HCC. Uvazuje se také o mozné kombinaci s metodou
TACE, kdy v prvnich provedenych testech byly prokazany lepSi vysledky,

nez v pfipadé samotného RFA (Morimoto a kol., 2010).

3.3.5 Terapie zalozena na fyzikalnim zareni (LITT, PMCT)

V Asii je pro lé€bu HCC nové pouzivana laserova terapie (LITT), ktera je
zaloZena na absorpci infraerveného zafeni postizenou tkani. Zafeni je
do tumoru pfenaseno pomoci tenkych optickych vldken. Podobna je pak
metoda, ktera také vyuziva léCebné vlastnosti fyzikalniho zafeni, atou je
perkutanni mikrovinna koagulaéni terapie (PMCT). Vysledkem u obou téchto

metod je nekréza postizené tkané.
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Po srovnani téchto metod s metodou RFA byly zaznamenany

obdobné terapeutické vysledky, komplikace i mira recidivy. Nevyhodou LITT
a PMCT je vSak potieba vicekrat metodu aplikovat na pacienta, kdy je
po ozafeni zasazena mensi plocha nadorové tkané (Shibata a kol., 2002).
V klinické praxi se ktémto metodam zatim moc nepfistupuje jako k prvni
volbé, jelikozZ je stale upfednosthiovana spise resekce jater. Tyto metody jsou
doporu€ovany pro pacienty s jednim loZiskem do 5 cm, nebo s vice loZisky
do velikosti 3 cm. V pfipadé nadoru do 3 cm, studie ukazala ucinnost 1éEby
az u 80 % pfipadul (Sala a kol., 2004).

3.3.6 Radioembolizace

V minulosti byla vyuZivana radioterapie v akutnich pfipadech, ale pozdéji,
kvuli Spatné toleranci jater, od ni bylo upusténo. Dnes se vSak opét zaradila
do bézného Iékafského postupu pfi Ié€bé pacientu s pokroCilym HCC. Lze
provadét jak zevni radioterapii, tak vnitfni. Zevni vyuziva bud protonového
zafeni, nebo linearniho urychlovace a vnitini radioterapie funguje na principu
radioembolizace (Golfieri a kol., 2013).

U radioembolizace je do mista nadoru aplikovan radionuklid na nosici,
nejéast&ji yttrium®*-mikrosféra, nebo jod**!-lipiodol, pfip. rhenium*®-lipiodol.
Rozdilem, oproti TACE na nosiCich, je velikost aplikovanych c¢astic.
U metody TACE je velikost ¢astic 100 - 500 um, zatimco u radioembolizace
je velikost Castic obvykle mensi nez 35pum. MikroCastice jsou poté
dopraveny cévnim z&sobenim nadoru do jeho centra, kde dochazi
k vyzafovani radionuklidu, ktery likviduje nadorové burky. DalSim rozdilem
oproti TACE je, Ze u TACE dochézi k ischemii nddoru a jeho blizkého okoli,
vCéetné zdravé jaterni tkané, zatimco pfi radioembolizaci kischemii
nedochazi (Mazzaferro a kol., 2013).

DalSim dulezitym aspektem této metody je vyuzitelnost u HCC
ve stfedné pokroCilém stadiu, kdy je diagnostikovan vétsi poCet nadorovych
lozisek menSiho vzristu i se zasaZzenim uzlin a tudiZz neni mozné provézt
chirurgicky zakrok. Tim, Ze jsou Castice s radionuklidem drobné a putuji
cévnim feciStém, nezalezi na tom, kolik jednotlivych loZisek se v jatrech

nachazi a dojde k zasazeni vSech. Co se tyka bezpecnosti radionuklidd,
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momentalné probiha dokumentace bezpe&nosti u radionuklidu yttrium® v I,
a Il. f4zi klinického testovani.

Podle nejnovéjSich studii je mira preziti u pacientl l1é€enych touto
metodou zavisla na funkci jater a na stadiu rakoviny pfi jeji diagnéze. Dale
bylo zjisténo, Ze je mira preziti ovlivnéna trombozou portalni Zily. Tyto
vysledky byly vSak provadény pouze orientaéné a na malé skupiné pacient,
takZe pro presnéjsi statistické udaje bude potfeba zajistit vétsi a variabilnéjsi

skupinu pacientd s HCC Ié€enych touto metodou (Salem a kol., 2010).

3.3.7 Systémova chemoterapie

DalSi moznosti IéEby, pouzivanou vyhradné u pacientt s pokroCilym nalezem
HCC as metastazemi je systémova chemoterapie. Casto se uziva
v kombinaci s transarteriadlni chemoembolizaci (TACE), kterd je popsana
vySe. Diky spojeni téchto dvou metod se zvySuje koncentrace pouZitého
chemoterapeutika pfimo v misté loZiska. Typickymi chemoterapeutiky,
pouzivanymi pfi 1éCbé HCC je napf. cisplatina (obr.5A), adriamycin,
mitomycin A, doxorubicin (obr. 5B), 5-fluorouracil, etoposid a dalSi. | pfesto,
Ze byla pouzita nejriznéjSi cytostatika a jejich kombinace, nebyl prozatim
zaznamenan prili§ pozitivni efekt pfilécbé HCC, oproti chirurgickym
metodam (Raza a Sood, 2014).
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Obr. 5: Chemicka struktura cisplatiny (A) a doxorubicinu (B).

Hlavnim problémem pouzivani chemoterapeutik vIéébé HCC je

zvySena pravdépodobnost metabolismu I€Civ v jatrech, dfiv neZ se dostanou
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k lozisku nadoru ataké zvySena exprese genl zapfiCifujici rezistenci
k bézné pouzivanym léCivim (Fukuda a kol., 2010). DalSim problémem, jak
bylo zjiSténo v pfipadé doxorubicinu, je zvySena exprese ABC transportéru
(ATP-binding casette), které zajiStuji transport 1éCiva ven z hepatocytu a tedy
mensi akumulaci latky v jaternich burikach (obr. 6). Za tento dé&j zodpovida
zvySeni exprese jednoho z ¢lent ABC transportéru, a to MDR1, ktery koduje

P-glykoprotein, coz je transmembranovy protein, fungujici jako pumpa.
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Obr. 6: Stavba P-glykoproteinu, kde Zluté je ozna¢eno ATP, rlizové cytostatikum.
Prvni ¢ast obrazku (A) znazornuje navazani cytostatika a druha ¢ast (B) znazornuje
navazani ATP do ATP vazebné domény a naslednou zménu konformace proteinu,

ktera zapficini transport 1&Civa ven z bunky (pfevzato a upraveno podle Aller a kol.,
2009).

Obecnym cilem chemoterapeutik jsou rychle se délici burky,
bez ohledu na to, zda jsou zdravé, nebo rakovinné. Jednd se tedy
o nespecificky UCinek téchto IéCiv, coz je v praxi velkou nevyhodou.
Typickym projevem u pacientl Ié€enych touto metodou byva vypadavani
vlast, nechutenstvi, zvraceni a dalSi zaZivaci problémy, dale pak oslabeni
imunity, Unava, chudokrevnost atd. (Registr HCC, ©2005-2017).
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3.3.8 Cilena systémova terapie- molekularni cile

Jak uz bylo zminéno, hepatokarcinogeneze je proces, kdy dochazi
k nekontrolovatelnému rastu hepatocytl vlivem deregulace signaliza¢nich
kaskad. Patogeneze nédoru jater souvisi mimo jiné také se zvySenou
expresi vaskularniho endotelového rastového faktoru (VEGF), epidermalniho
ristového faktoru (PDGF), Ras mitogenu aktivovanym protein kinasou
(MAPK), rustového faktoru insulinového receptoru, hepatocytarniho
rustového faktoru c-Met, PI3K, PTEN/Akt a také Wnt/B-cateninovych drah.
Cilena systémova terapie pravé vyuziva pfilécbé HCC chemoterapeutika,
ktera blokuji tyto molekularni cile (Breuhahn a kol., 2006; Chiang a kol.,
2008).

V souc€asné dobé je hojné pouzivané chemoterapeutikum pfi nalezu
pokrocCilého stadia HCC sorafenib, ktery funguje jako multikinasovy inhibitor
receptorovych tyrosinovych kinas ovliviujicich rast a vyvoj nddoru (obr. 7).
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Obr. 7: Chemicka struktura sorafenibu.

Znamé je jeho inhibice receptori VEGFR a PDGFR, ¢imz blokuje
novou tvorbu cévniho =zésobeni v misté nadoru, tzv. angiogenezi.
Angiogeneze zajiStuje nadoru neustaly pfisun energeticky bohatych latek
ataké ma za néasledek rychlejSi invazi nddoru do okolnich tkani. DalSim
molekularnim cilem sorafenibu je Raf kinasa, ktera po inhibici blokuje
signélni drahu MEK/Erk a tim dochazi ke snizeni hladiny cyklinu D, jehoz
nedostateéné mnozZstvi pfispiva k zabranéni dali proliferace buriky.
V neposledni fadé také inhibuje apoptotické proteiny Mcl-1 a survivin
a navozuje tak smrt buriky (Cervello a kol., 2012).

Na sorafenibu byly provadény rozsahlé studie SHARP (Study of Heart
and Renal Protection) ve lll. fzi klinického testovani, které zahrnovaly jak

skupinu pacientt lé€enych sorafenibem, tak placebo skupinu. V priméru
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bylo prfeziti pacientt lé€enych sorafenibem o0 2,5-3 mésice delSi, nez
v pfipadé placebo skupiny. Obecné je toto lé€ivo dobfe pacienty tolerovano,
vyskytovaly se vSak obCasné nezadouci ucinky, jako jsou Zaludeéni
nevolnosti, prijem, kozni vyrazky (Llovet a kol., 2008).

Do klinického testovani se dostaly i dalSi latky, které byly v prabéhu
testl z riznych duvodu vylou€eny, nebo jesté Cekaji na dalsi testovani, nez
budou schvaleny. Jednim z pfikladd je multikinasovy blokator sunitinib, ktery
cili na VEGF a PDGF drahy. Byl vSak ve lll. fazi klinickych testd vyloucen,
kvuli ¢astym vedlejSim ucinkim (Cheng a kol., 2011). Na stejné rastové
faktory se zaméfuje dalSi 1éCivo, a to linifanib, jehoz bezpecnostni profil je
pfijatelny, takze se muze prejit ke Ill. fazi testovani (Toh a kol., 2013).
Dal$im testovanym |éCivem je brivanib, ktery byl v koneéném vysledku také
vyfazen z klinickych studii po neuspésné lll. fazi, a to zddvodu velkého
mnozstvi nezadoucich ucinkl a také se ukazalo, ze délka preziti pacientd
nebyla statisticky vyznamna oproti neléené skupiné. Cilem byla opét draha
VEGF a také fibroblastovy rustovy faktor (Park a kol., 2011). Do Ill. faze
klinického testovani se dostal i tivantinib, u kterého je potfeba poradné
posoudit jeho u€inek a jeho pfipadné nezadouci u€inky. Tato latka inhibuje
receptorovou kinasu Met a je testovana u pacientd s pokroc€ilym nalezem
HCC, kde neni moZzné chirurgicky zasahnout (Santoro a kol., 2013).

Pokud pacienti Spatné odpovidaji na lé¢bu sorafenibem, je mozné
zvolit 1éCbu everolimem, ktery se zaméfuje na molekularni drahu mTOR.
Mira preziti pacienta vI. a Il. fazi klinickych testd byla stanovena
na 8,5 mésicd. Momentalné probiha studie EVOLVE-1 (Everolimus for Liver
Cancer Evaluation 1) ve lll. fazi klinickych testd, ktera se pfedevSim
zaméfuje na pacienty s neresekovatelnym pokro€ilym karcinomem

a se $patnou odezvou na IéCbu sorafenibem (Zhu a kol., 2011).

3.3.8.1 Inhibitory CDKs v modelu HCC

V roce 2010 probéhla studie nového inhibitoru CDKs xylocidinu (obr. 8A),
na bunécné linii odvozené od hepatocelularniho karcinomu. Vysledky
ukazaly, Ze latka nevykazuje zcela specificky ucinek na jednu kinasu, ale cili
na mnoho z nich. U CDK1 a CDK2 byla aktivita snizena a buné&ény cyklus byl
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inhibovan uz pfi koncentraci 50 pM (Cho a kol., 2010). Déle byla sniZzena
hladina u RNApol. Il fosforylované v S2 i S5 misté, coz je typickym projevem
inhibice CDK7/9. Po expozici xylocidinem doSlo k navozeni apoptotického
stavu u HCC bunék. Prikazem apoptézy bylo stanoveni zmén v hladinach
apoptotickych a anti-apoptotickych proteinl jako jsou survivin, XIAP, Bcl-2,
které byly znacné sniZzeny a naopak hladiny p53 a Bax byly na zakladé této
skute€nosti zvySeny. Pfi téchto vysledcich byl xylocidin déle testovan
na mySich a uc€inky byly podobné jako v bunéCnych experimentech.
Pfevazné doslo k navozeni apoptdzy u napadenych bunék, s tim, Ze nebyla
prokazana toxicita u zdravé tkané (Cho a kol., 2010).

V navaznosti na tento inhibitor, stejna skupina védcl pfiSla s novou
latkou, kterou je ibulocydin (obr. 8B). Ibulocydin zasahuje CDK7, CDKO,
Matl acykliny H a T. Inhibice ristu HCC bunék byla mnohem vétsi, nez
v pfipadé znamych inhibitord (olomoucin, roskovitin). Naopak nebyly
zaznamenany zadné toxické ucinky na rust zdravych hepatocytd. Inhibici
CDK7/9 je zamezena fosforylace velké podjednotky RNA polymerasy Il v S2
a S5 misté, coz bylo prokdzano imunoblottingem. Hladina fosforylovanych
forem RNApol. 1l vS2 a v S5 misté postupné klesala od koncentrace
ibulocydinu 1 pmol/l. Podobné jako u xylocidinu byly detekovany sniZzené
hladiny Mcl-1, survivinu a XIAP, coz je typickym pfiznakem navozeni
apoptotického stavu (Cho a kol., 2011).

V roce 2015 vysla studie od Shi a kol., ktera popisuje inhibi¢ni u€inky
uz znamého lécCiva fluspirilenu (obr. 8C). Tato latka se bézné uziva k 1éEbé
schizofrenie a nyni by se mohla uplatnit také v pfipadé Iécby HCC. Testy
byly prozatim provedeny na 2 bunélnych liniich odvozenych
od hepatocelularniho karcinomu (Huh-7 a HepG2) a déle in vivo na mySich.
Vysledkem byl znaény antiproliferaCni ucinek, kdy cilem léCiva je
pravdépodobné CDK2 kinasa, kterd& ma za ukol regulovat pfechod buriky
z G1 do S faze. P¥i pouziti fluspirilenu doSlo k akumulaci bunék v G1 fazi
a ke zpomaleni pfechodu do dalSi faze cyklu. V molekularnich drahach doslo
k zamezeni fosforylace CDK2 a Rb proteinu a dale ke sniZeni hladiny cyklinu
E. Pri testech na mySich bylo prokdzano zpomaleni ristu tumoru pfi aplikaci
samotného fluspirilenu a také byly provedeny experimenty v kombinaci této

slou€eniny s dosud pouzivanym chemoterapeutikem 5-fluorouracilem.
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Vysledky byly pfi zkombinovani obou latek lepSi, nez pfi pouZiti vzdy jedné
z nich. Velkym kladem do budouciho uZiti jsou znamé dlouhodobé ucinky
fluspirilenu, kvali uz nynéjSimu béznému uzivani v klinické praxi.

DalSimi inhibitory cyklin-dependentnich kinas testované na HCC jsou
latky BP-14 a BA-12 (obr. 8D, E). Tyto slouceniny jsou derivaty pan-
selektivniho inhibitoru kinas roskovitinu. V prabéhu let byly latky testovany
jak na bunécnych liniich odvozenych od HCC, tak in vivo na mySich
modelech a lidskych nadorovych xenograftech, kdy byla prokdzéana jejich
inhibi¢ni aktivita va¢i CDK1/2/5/7/9. Inhibibici téchto kinas doSlo u bunék
k zastaveni bunécného cyklu v S/G2 a G2/M fazich buné&tného cyklu
a k indukci apoptézy. Imunoblottingem byly analyzovény hladiny celkové
RNA polymerasy Il i fosforylované polymerasy v mistech S2 a S5, kdy byla
shizena jejich hladina, coz znaci inhibici CDK7 a CDK9. Pfi detekci
fosforylovaného Rb proteinu v misté S807/S811 doSlo také k nizSi detekci
hladiny proteinu, ktery je zase typickym projevem inhibice CDK2. PFi pouZziti
xenograftu lidskych hepatocelularnich karcinom( se po oSetfeni latkami BP-
14 a BA-12 dospélo k zavéru, ze potlacuji vznik a rast nadoru (Haider a kol.,
2013).

V dal8i préaci, od Huang a kol., byla pozoronost zaméfena na inhibici
CDK®9, ktera v burice ovliviuje proliferaci, navozeni apoptdzy a transkripci
(Wang a kol., 2012). Cyklin-dependentni kinasa 9 byla inhibovana pomoci
malych molekul z knihovny shRNA a vysledkem inhibice byl silny
protinadorovy ucinek, ktery koreloval se sniZzenim hladiny transkripéniho
faktoru c-Myc. Je znamo, Ze onkogen MYC zpUsobuje pfi nadmérné expresi
HCC u lidi (Shachaf a kol., 2004) a tato prace potvrdila, Ze CDK9 podporuje
zvySeni exprese transkripéniho faktoru c-Myc. Do budoucna se planuje spojit
tuto léCbu spoleCné sbézné uzivanym multikinasovym inhibitorem
sorafenibem, pro lep$i ucinek a také je snaha o nalezeni inhibitoru pfimo
pro transkripcni faktor c-Myc, coz by mohlo mit jeSté lepSi efekt nez
v pfipadé inhibice CDK9 (Huang a kol., 2014).

Editaci genomu pomoci CRISPR/Cas9 endonukleas bylo provedeno
uml€eni genu pro CDK7 na bunéc¢nych liniich odvozenych od HCC (Wang
akol., 2018). Analyzami bylo totiz zjiSst€éno, ze u pacientl, ktefi méli

zvySenou hladinu CDK7 dochézelo k rychlejSimu amrti, nez u pacientd, ktefi
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meéli hladinu CDK7 sniZenou, proto se vyzkum zaméfil pravé na tuto
konkrétni kinasu. Experimenty byly provadény na bunéénych liniich
odvozenych od HCC, kdy spolé¢né k nim byly pfidany dvé CDK7 shRNA,
které snizily hladinu CDK7 v bunkach. Jak Ize pfedpokladat, inhibici CDK7
byla narusena proliferace bunék (Wang a kol., 2018). Dale byl v ramci této
prace testovan inhibitor THZ1, ktery taktéz inhibuje CDK7 a zaroveri i CDKO.
Inhibice byla prokazana snizenim hladiny fosforylované RNA polymerasy |l
vmisté¢ S2 (CDK9) a S5 (CDK7). U této latky byl jiz dfive prokazan
terapeuticky ucinek na rGzné typy malignich onemocnéni (Chipumuro a kol.,
2014; Wang a kol., 2015), nicméné nové byla zjisténa citlivost inhibitoru
k buné€nym liniim experimujici zvySenou hladinu onkogenu Myc.
U bunécnych linii se zvySenou hladinou (Huh-7, HepG2, Hep3B, SNU398,
JHH1) byla indukovéna apopt6za, ale u jinych, které maji jen bazalni hladinu
exprese onkogenu(PLC/PRF/5, MHCC97H, SNU387, SNU449, SNUA475)
nikoli. Tyto vysledky naznacuji, ZzZe ne vS8echny bunécné linie odvozené
od HCC maji stejnou zavislost na CDK7 a CDK9 a této informace by se dalo
vyuzit pfi 1é€bé HCC (Wang a kol., 2018).
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Obr. 8: Chemické struktury CDKI, kde je A) xylocidin, B) ibulocydin, C) fluspirilen,
D) BP-14 a E) BA-12.
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4. Cile prace

. Zpracovani literarni reSerSe na téma hepatocelularniho karcinomu,
moznosti jeho 1éCby. Dale také nastinéni tématu cyklin-dependentnich
kinas a jejich inhibitor(, jako potencialnich léCiv HCC.

Detekce rozloZeni jednotlivych fazi bunéfného cyklu s vyuZzitim
pratokového cytometru.

Imunodetekce a vyhodnoceni vybranych apoptotickych proteinu
a proteind charakterizujicich bunény cyklus a transkripci pomoci
metody western blotting a SDS-PAGE.

. Zpracovani a vyhodnoceni vysledkl v experimentalni ¢asti prace.
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Experimentalni cast
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5. Metody

5.1 Pristrojové vybaveni

V ramci pfedloZené diplomové prace byly pouZity tyto laboratorni pfistroje: CO,
inkubator (Sanyo), termostat Thermomixer Comfort (Eppendorf), flowbox
s vertikalnim proudénim vzduchu TC 48 (Gelaire), centrifuga BR4i (Jouan),
centrifuga Minispin (Eppendorf), mala centrifuga EPP 5702 (Eppendorf),
mikroskop Nikon TMS (Nikon), aparatura pro vertikélni elektroforézu Mini-
PROTEAN Tetra Cell (BioRad), elektroforeticky zdroj EC 105 (E-C Aparatus
Corporation), blotovaci aparatura Mini Trans-Blot Cell (BioRad), ultrazvukovy
homogenizétor Sonoplus HD2200 (Bandelin), UV-VIS spektrofotometr UV-1800
(Shimadzu), chemiluminiscenéni kamera LAS4000 (FujiFilm), pratokovy
cytometr Cell Lab QuantaTM SC-MPL (Beckman Coulter), vodni lazen,
trepacka s kyvavym pohybem Mini Rocket MR-1 (BioSan).

5.2 Chemikalie

Na experimentalni Cast prace byly vyuzity nasledujici chemikdlie: trypsin,
penicilin, streptomycin, L-glutamin, inhibitory proteas - leupeptin a aprotinin,
ethylendiamintetraoctovd kyselina (EDTA), ethylenglykoltetraoctovd kyselina
(EGTA), dimethylsulfoxid (DMSO), dithiothreitol (DTT),
fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF), N,N‘-methylenbisakrylamid,
tetramethylethylendiamin (TEMED), kultivani médium Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM), kultivacni médium Eagle’s Minimum Essential Medium
(EMEM), peroxodisiran amonny (APS), 5-bromo-2°-deoxyuridin (BrdU),
propidium jodid (Pl), fluorid sodny, vanadi¢nan trisodny, Triton X-100,
bromfenolova modF, pyruvat sodny, Coomassie brilliant blue, NP-40, n-butanol
od firmy Sigma Aldrich; fetalni teleci sérum, hovézi sérovy albumin (BSA)
od firmy Invitrogen; akrylamid, Tween 20, tris(hydroxymethyl)aminomethan
(TRIS) a glycin od firmy MP Biomedicals; marker molekulovych hmotnosti
Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder, chemiluminiscenéni substraty

luminol a peroxid (ECL kit) od firmy Thermo Scientific, Ponceau S a 2-
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merkaptoethanol od firmy Serva; kyselina chlorovodikovd, chlorid draselny,
chlorid sodny, kyselina fosfore¢na, dodecyl siran sodny (SDS) a glycerol
od firmy Lach-Ner; KH,PO,;, Na,HPO4,.12H,O0 od firmy Chemapol;

Na,B407.12H,0, ethanol, chlorid draselny, kyselina octova od firmy Penta.

5.3 Roztoky

V experimentech byly vyuZzity tyto roztoky:

PBS: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM NayHPO4.12H,0, 2 mM KH,PO,4
(pH=7,4-17,5)

TBS: 137 mM NaCl, 20 mM TRIS (pH = 6,8)

Lyzacni pufr vidensky: 1% NP-40, 150 mM NaCl, 50 mM TRIS/HCI (pH = 8),
pfed pouzitim pfidan: 1 mM DTT, 1 mM PMSF, 1 mM, NasVO,, 1 mM NaF,
10 pg/ml leupeptin, 10 pg/ml aprotinin

Bradfordovo €inidlo: 0,01% Coomassie brilliant blue, 95% ethanol, 85% kyselina
fosfore¢na

Promyvaci roztoky pro cytometrické techniky: 1% BSA v PBS, 1% BSA v PBS
s 0,1% Tween 20, 0,5% BSAv PBS a 2 M HCl s 0,5% Triton X-100
Elektroforeticky pufr: 25 mM TRIS, 192 mM glycin, 0,1% SDS

Blotovaci pufr: 25 mM TRIS, 192 mM glycin

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

Blokacni roztok: 3% BSA v TBS s 0,1% Tween 20

Ponceau S: 0,2% v 1% kyseliné octové

5.4 Protilatky

V ramci experimentalni ¢asti byly pro imunodetekci zvolenych protein pouzity
tyto specifické primarni protilatky: celkovy Rb protein (1:200), fosforylovany Rb
protein v misté S807/S811 (1:250), PARP (1:500), Mcl-1 (1:500), kaspasa
7 zymogen (1:500), kaspasa 7 fragment (1:500), HSP70 (1:500), fosforylovana
RNA polymerasa Il v misté S2 (1:1000) od firmy Cell Signaling; p53 (1:10) klon
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DO-1 od Dr. B. VojtéSka z Masarykova onkologického ustavu v Brné; celkova
RNApol. Il (1:1000) od firmy Millipore; a-tubulin (1:1000) od firmy Sigma.
K detekci primarnich protilatek byly pouZzity nésledujici sekundarni protilatky
znacCené kfenovou peroxidasou RAM/Px (rabbit anti-mouse 1:1000) a SWAR/Px
(swine anti-rabbit 1:1000) od firmy Sigma Aldrich. Pro cytometrii byla pouzita
primarni protilatka znacena fluorescenéni znackou anti-BrdU-FITC klon PRB1
(1:50) od firmy eBioscience. Za nadzvem protilatky je v zdvorce uvedeno jeji

fedéni a pfipadné klon.

5.5 Bunééné linie
Adherentni bunécné linie PLC/PRF/5 (PLC5) a HepG2 jsou linie odvozené
od hepatocelularniho karcinomu. Buriky linie PLC5 byly kultivovany v DMEM
médiu s pfidavkem 10% fetélniho bovinniho séra, streptomycinu (0,1 mg/ml),
penicilinu (0,1 U/ml) a L-glutaminu (0,3 mg/ml). Kultivace probihala v inkubatoru
pfi teploté 37 °C v atmosféfe 5 % CO,. Linie PLC5 je mutantni pro p53 vlivem
mutace v p53 genu zaménou thyminu za guanin v oblasti 3. nukleotidu
v kodonu 249, coz zpUsobi snizeni hladiny p53 v bunce. Oproti tomu, druha
bunécna linie HepG2 normalné exprimuje gen pro protein p53 a jedna se tedy
o wild-type (Puisieux a kol., 1993). Burky linie HepG2 byly kultivovany v EMEM
médiu s pfidavkem 10% fetalniho bovinniho séra, streptomycinu (0,1 mg/ml),
penicilinu (0,1 U/ml) a L-glutaminu (0,3 mg/ml) a 100 mM pyruvatu sodného.

Kultivace probihala v inkubatoru pfi teploté 37 °C v atmosfére 5 % CO..

5.6 Testované latky

Ve druhé ¢asti diplomové prace byly testovany Ctyfi nové derivaty roscovitinu
BP117, BP21, BP2024 a BP2025, kdy byly zjiStovany jejich biologické u€inky
na bunétné linie odvozené od hepatocelularniho karcinomu. Latky byly
syntetizovany Laboratofi rustovych regulatorli, Pfirodovédecké fakulty
Univerzity Palackého v Olomouci a Ustavu experimentélni botaniky AV CR,

v.v.i. VSechny inhibitory CDKs byly pfipraveny Mgr. Tomasem Guckym, Ph.D.
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Testované latky byly pfipraveny ve formé 100 mM zasobnich roztoki
rozpusdténych v DMSO, kdy byly pozdéji dale fedény DMSO do pfisluSnych
koncentraCnich fad. Finalni koncentrace DMSO nikdy v experimentech

nepfekrocila hodnotu 0,1 %.

5.7 Kultivace bunék a sklizeni

Buriky linie PLC/PRF/5 a HepG2 byly vysety na Petriho misku a kultivovany
vmédiu pfi 37 °C, v atmosféfe 5% CO, po dobu 24h. Pro analyzu
na pratokovém cytometru bylo pouzito 350 tisic bunék v 5 ml média v pfipadé
PLC5 bunék a 750 tisic bunék v 5 ml média v pfipadé linie HepG2. Nasledujici
den, po adherenci bunék, byly do média pfidany roztoky testovanych latek
(BP117, BP21, BP2024 aBP2025), které byly rozpustény v DMSO.
Do kontrolnich vzorkd bylo taktéz pfidano DMSO, ato o celkové koncentraci
do 0,1 % objemu vzorku. Takto ovlivnéné bunky byly opét kultivovany pfi 37 °C,
v atmosféfe 5% CO, po dobu 24 h. Pro cytometrickou analyzu byl 30 min
pfed sklizenim k bufikam pfidan roztok 5-bromo-2"-deoxyuridinu (BrdU)
pfi fedéni 1000x.

Z duvodu zamezeni degradace vzorku bylo sklizeni bunék provadéno
na ledu. Vzorky byly sklizeny trypsinizaci, ato tak, ze pavodni médium bylo
odséto a buriky byly promyty roztokem EDTA. Dale byl na burfky pfidan trypsin,
diky ¢emuz bylo zajis$téno uvolnéni adherovanych bunék ze dna misek. Poté
byly buriky s trypsinem oplachnuty médiem a roztok byl pfenesen do zkumavky.
Bunky byly centrifugovany (2500 rpm, 4 °C, 8 min), 2x promyty 1% roztokem

PBS a fixovany pomoci vychlazeného 70% ethanolu pfi -20 °C.

5.8 Lyzace

Ziskany bunécny pelet byl rozsuspendovan v pfisluSném objemu lyzacniho
videnského pufru, kdy objem pufru byl dvojnasobny oproti mnozstvi peletu
a samotnd lyze probihala 30 minut na ledu. Poté byly vzorky sonikovany

pomoci ultrazvukového homogenizatoru (10 sekund, 3cykly, 40 % max.)
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a centrifugovany 20 minut pfi 14000 rpm a 4 °C. Vzorky byly dale pfeneseny
do novych zkumavek pro lepSi detekci koncentrace proteinu v jednotlivych
zkumavkach. Detekce probihala spektrofotometrickou Bradfordovou metodou
pfi 595 nm a pfislusny koncentracni rozdil byl vyrovnan vhodnym fedénim
lyzacnim pufrem. Ke v8em zbylym vzorkdm byl poté pfidan 5x SDS vzorkovaci

pufr a nasledovala denaturace v termobloku pfi 95 °C po dobu 5 minut.

5.9 Cytometricke techniky

Poté byl pelet promyt v PBS a po centrifugaci rozsuspendovan v malém objemu
PBS. K suspenzi byl pfidan po kapkach roztok 2 M HCI. Po 30min inkubaci byly
buriky opét centrifugovany (1000 g, 4 °C, 8 min) a rozsuspendovany v roztoku
0,1 M NazB407.10 H,0O. Po centrifugaci byl pelet rozsuspendovan v roztoku
PBS/BSA-T, aby doslo k propustnosti membrany bunék pro protilatky. K peletu
byla nasledné pfidana protilatka anti-BrdU-FITC a poté roztok PBS/BSA-T.
Nasledné byla pfidana protilatka a vzorek se nechal za obasného vortexovani
1h za tmy inkubovat. Poté byl roztok centrifugovan (1000 g, 4 °C, 8 min)
a promyt v roztoku PBS/BSA-T. K peletu byl na zavér pfidan PBS a propidium
jodid (PI), ktery se vmezefil do dvousroubovice DNA. Na zakladé vazby PI
s DNA bylo moZné stanovit obsah DNA v bunkach atedy i detekovat faze
bunéCného cyklu. Detekce bunék na prutokovém cytometru je zalozena
na ozafreni bunék laserem a nasledné excitaci pfi vinové délce 488 nm, kdy
propidium jodid emituje svétlo ovinové délce >560 nm, jeZ je zachyceno
detektorem pritokového cytometru spojenym s filtrem FL3, kdy naméfena
hodnota fluorescenéniho signalu odpovida obsahu DNA v jadfe. Stejné
byl kvantifikovan fluorescencni signal znacky FITC odpovidajici pfesnému
mnoZstvi inkorporovaného BrdU v burnkach diky konjugaci FITC s protilatkou
anti-BrdU. Pfidany BrdU ma schopnost vazat se do nové syntetizovaného
fetézce DNA, ktery vznika v pribéhu S faze. Diky tomu Ize pfesnéji vyhodnotit
rozloZeni jednotlivych fazi bunétného cyklu, specialné S fazovych bunék.
Maximalni intenzita naméfeného emisniho spektra fluorescenéni znacky FITC

je 510 nm a byla zachycena detektorem s filtrem FL1.
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5.10 SDS-PAGE a western blotting

Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu probihala za denaturujicich podminek
v 5% zaostfovacim gelu a v 10%, 12,5% a 15% délicim gelu. Separace proteinQ
probihala pfi napéti 80 V po dobu pfiblizné 30 minut a po prechodu proteint
do déliciho gelu, bylo napéti zvySeno na 120 V.

Po dokonc&eni elektroforetické separace byly proteiny pfeneseny z gelu
na nitroceluldzovou membranu metodou western blotting. Pfenos probihal
pfi proudu 270 mA za stalého chlazeni ledem po dobu 3 hodin. Proteiny
na membrané byly obarveny roztokem Ponceau S pro ovéfeni vyrovnané
koncentrace proteinl ve vzorcich a zviditelnéni proteind na membrané. Pozadi
membrany bylo nasledné odbarveno v roztoku TBS a blokovano v 5% roztoku
TBS/BSA-T po dobu 1 hodiny pfi laboratorni teploté. Nasledné byla nanesena
primarni protilatka, ktera se nechala inkubovat po dobu 24 h pfi 4 °C. Druhy den
byla nékolikrat promyta v roztoku TBS a TBS-T a 1 h inkubovana s pfisluSnou
sekundarni protilatkou pfi laboratorni teploté. Poté byla membrana opét
nékolikrat promyta v TBS a TBS-T. Jelikoz byla sekundarni protilatka zna¢ena
kfenovou peroxidasou byl pro kvantifikaci proteinl pouzit roztok peroxidu

a luminolu v poméru 1:1. Signal byl detekovan pfistrojem LAS4000 (FujiFilm).
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6. Vysledky

Laborator ristovych regulatortd se dlouhodobé zabyva vyvojem inhibitor( cyklin-
dependentnich kinas (Zatloukal a kol., 2013; Gucky a kol., 2013). Nedavno
se ukazalo, Ze tyto pan-selektivni nanomolérni inhibitory s purinovym skeletem
(Gucky a kol., 2013) vykazuji znaény antiproliferaéni a protinadorovy efekt
na modelu hepatocelularniho karcinomu in vitro a in vivo (Haider a kol., 2013)
a proto byly nasyntetizovany nové latky se snahou dal vylepSit vlastnosti
stavajicich latek. Nasledujici kapitoly popisuji nejnovéjsSi poznatky o novych
pan-selektivnich inhibitorech CDKs na modelovych nadorovych liniich
PLC/PRF/5 a HepG2 odvozenych od HCC.

6.1 Jednoparametrova analyza bunééného cyklu

Buriky linie PLC/PRF/5 a HepG2 byly po dobu 24 h inkubovany s testovanymi
latkami BP117, BP21, BP2024 a BP2025. Obsah DNA ovlivhénych bunék byl
stanoven pomoci pritokové cytometrie na zakladé kvantitativniho barveni DNA
propidium jodidem. Pro latku BP117 byla uréena koncentrace v rozmezi 0,5 -
4 pmol/l, pro BP21 0,1- 0,8 umol/l, pro BP2024 0,25 -2 pumol/l a pro latku
Glso (0br. 10 - 13).

Jak jde vidét z pfilozenych histogramu, u kontrolnich vzorkd pfevazuje
vétSina bunék v G1 fazi, pfip. v GO a druhy nejvétSi signal byl detekovan
ve fazich G2/M, coz je bézné pro tyto bunécné linie. U oSetfenych bunék obou
linii doSlo k nartustu bunék v G2/M fazich bunééného cyklu pfi pouziti vSech
testovanych inhibitor CDKs, coz potvrzuje majoritni inhibici CDK1 a CDK2
testovanou latkou. Dale je zfetelné, Ze od koncentrace 2 pmol/l postupné
narlsta pocet bunék v subG1 fazi bunééného cyklu (apoptoza).

Z dosazenych vysledkl vyplyva, Zze doSlo k zastaveni proliferace bunék
v pozdni S fazi a v G2/M fazich cyklu a doslo k navozeni buné¢né smrti. Tento
projev je typicky pro cytotoxickeé latky, které inhibuji syntézu DNA v S fazi a také
inhibuji transkripci. Za tyto déje a pfechod z jednotlivych fazi bunééného cyklu
do druhého jsou zodpovédné CDK1, CDK2 a CDK4/6 (Shapiro, 2006), coz
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potvrzuje znamé inhibi¢ni ucinky téchto inhibitord vuci CDK1/2/5/7/9 (interni
data). Pokud je néktera z kinas inhibovana, dojde k zastavé bunécného cyklu
a burika nemuze pokraCovat v déleni. MUze se vSak i stat, Ze dojde k navozeni
apoptézy a bunka umira, proto se zvySuje i poCet apoptotickych bunék
v histogramech. Prabéh zmén v buné€ném cyklu u oSetfenych bunék je stejny
u obou testovanych linii, tak lze pFedpokladat istejny ucCinek testovanych
inhibitord na ob& zminéné bunééné linie odvozené od HCC.

Podobné ac€inky byly v minulosti zaznamenany i u znamého pan-
selektivniho inhibitoru CDKs roskovitinu a jeho derivatu CR8, kdy oba také
vykazuji inhibi¢ni u€inky na CDK1, CDK2, CDK5 a na transkripéni kinasy CDK7
a CDK9 (Bettayeb a kol., 2010; MacCallum a kol., 2005). Na stejném buné&cném
modelu byly zkoumany i jiné derivaty roskovitinu, kdy védecka skupina z Vidné
testovala latky BP-14 a BA-12. Vysledkem byla akumulace bunék v S-G2-M
fazich cyklu se zablokovanim proliferace vlivem inhibice replikace DNA (Haider
a kol., 2013). Obdobné vysledky byly zaznamenany pfi testovani selektivnich
inhibitor CDK1/2, kdy u nadorovych bunék doSlo k celkovému snizeni
proliferujicich bunék, k indukci apoptdzy a k akumulaci bunék v G1 a G2 fazich
cyklu (Payton a kol., 2006).
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Obr. 10: Analyza bunééného cyklu za vyuziti pratokové cytometrie. Bunky linie

PLC/PRF/5 a HepG2 byly inkubovany s latkou BP117-3084 po dobu 24 h. Propidium
jodid byl vyuzit jako fluorescénéni sonda pro nabarveni DNA ovlivnénych bunék.
Interkalovany propidium jodid pfedstavuje relativni obsah DNA.
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Obr. 11: Analyza buné¢ného cyklu za vyuziti pratokové cytometrie. Burky linie
PLC/PRF/5 a HepG2 byly inkubovany s latkou BP21-3093 v koncentraénim rozpéti
0,1-0,8 uymol/l po dobu 24 h. Buriky byly poté obarveny PI, pro lepsSi vizualizaci

jednotlivych fazi cyklu. Interkalovany propidium jodid pfedstavuje relativni obsah DNA.
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Obr. 12: Analyza rozlozeni fazi bunééného cyklu za vyuziti pritokové cytometrie.
Buniky linii PLC/PRF/5 a HepG2 byly inkubovany s latkou BP2024-6358 po dobu 24 h.

Bunky byly poté obarveny PI, pro lepsi vizualizaci jednotlivych fazi cyklu. Interkalovany
propidium jodid pfedstavuje relativni obsah DNA.
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Obr. 13: Analyza bunécného cyklu za vyuziti pratokové cytometrie. Bunky linie
PLC/PRF/5 a HepG2 byly inkubovany s latkou BP2025-6357 po dobu 24 h. Bunky byly

poté obarveny PI, pro lepSi vizualizaci jednotlivych fazi cyklu. Interkalovany propidium
jodid pfedstavuije relativni obsah DNA.

6.2. Dvouparametrova analyza bunééného cyklu

Pro srovnani pfedchozich vysledkl byla provedena i dvouparametrova analyza
buné&ného cyklu. Pro pfedstavu je v praci uveden pouze jeden pfiklad analyzy,
a to u linie PLC/PRF/5 po oSetfeni latkou BP21 (obr. 14). Prvnim parametrem
zde bylo barveni bunék propidium jodidem jako v pfedchozim pfipadé a druhym
parametrem bylo barveni 5-bromo-2"-deoxyuridinem (BrdU). Pomoci této
slouCeniny mulzemedetekovat bunky v Sfazi a rozliSovat BrdU pozitivni
a negativni burfiky a zjistovat tak jejich replikacni potencial a také nam
umoziuje pfesnéjSi stanoveni a rozliSeni jednotlivych fazi bunééného cyklu.
Opét byly pouzity stejné koncentrace latky BP21, a to 0,1-0,8 pmol/l.
Od koncentrace 0,2 umol/l byl vidét nepatrny blok a ubytek bunék v S fazi
a naopak narlst pocétu bunék v G2/M fazi. Dale uz od prvni koncentrace
0,1 umol/l 1ze pozorovat zvySeny pocCet apoptotickych bunék, coz koreluje

s predchozi jednoparametrovou analyzou bunééného cyklu.
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Obr. 14: Dvouparametrova cytometricka analyza bunéfného cyklu provedena
na bunééné linii PLC/PRF/5 po 24h ovlivnéni latkou BP21. Kbunkam byl pfed
sklizenim pfidan 5-bromo-2"-deoxyuridin (BrdU). Dot-plots pfedstavuji inkorporovany
BrdU a detekci jeho fluorescence pomoci protilatky anti-BrdU-FITC. FL3 odpovida
signdlu inkorporovaného propidium jodidu. FL1 odpovida fluorescenénimu signalu
znacky FITC, jez byla konjugovana s protilatkou anti-BrdU.

6.3. Imunodetekce proteint ucastnicich
se bunééného cyklu a transkripce

V nasledujicim experimentu byly pro stanoveni exprese studovanych proteind
vyuzity metody SDS-PAGE a western blotting, a to opét na modelu nadorovych
bunéénych linii PLC/PRF/5 a HepG2 po 24h ovlivnéni latkami BP117, BP21,
BP2024 a BP2025.

Po oSeffeni latkou BP117 v koncentraénim rozmezi 0,5-4 puM u linie
PLC/PRF/5, Ize ve vysledcich pozorovat vyrazné snizeni hladin proteinQ
od koncentrace 2 uM (obr. 15). U celkové RNA polymerasy Il Ize pozorovat dva
pruhy, kde rychlejsi pfedstavuje nefosforylovanou formu RNApol. Il a pomalejsi

jeji fosforylovanou formu. Hladina fosforylované varianty polymerasy
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se postupné se zvysujici se koncentraci snizuje a od koncentrace 2 uM neni
témér detekovatelna. Stejny trend sniZeni exprese byl zaznamenan i u dalsiho
proteinu, a to u fosforylované RNApol. Il v S2 misté. DalSimi detekovanymi
proteiny byly celkovy Rb protein a jeho fosforylovana forma v oblasti
S807/S811, kde lze pozorovat u obou buné€nych linii postupné snizeni hladiny
proteinu obzvlasté od koncentrace latky 2 pyM. U druhé testované linie HepG2
doSlo také k poklesu hladin u celkové RNApol. Il i jeji fosforylované varianty
v S2 misté od koncentrace 2 yM. U celkového Rb proteinu byla hladina mirné
snizena u koncentraci 0,5-1 uM, jinak byla hladina proteinu vyrovnana.
U fosforylovaného Rb proteinu v oblasti S807/S811 lIze vidét postupny pokles
hladiny se zvySujici se koncentraci latky, ale v nejvyssi koncentraci 4 uM opét

doslo k narlstu hladiny fosforylovaného proteinu.

PLC/PRF/5 HepG2
24 h 24 h
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s — e weew  HSP 0 -— e Ty T e (-fubulin

Obr. 15: Imunodetekce proteind podilejicich se v burfice na regulaci bunééného cyklu
a transkripci. Experimenty byly provedeny po 24h inkubaci s latkou BP117-3084
v koncentracich 0,5-4 pyM na bunéénych liniich PLC/PRF/5 a HepG2 odvozenych
od hepatocelularniho karcinomu. Proteiny HSP70 a a-tubulin zde byly detekovany jako

kontrola rovhomérného naneseni vzorku.

Pfi testovani inhibitoru BP21 byla provedena také analyza proteinQ
podilejicich se na regulaci bunééného cyklu a transkripce. Experimenty
probihaly na buné&nych liniich odvozenych od HCC, konkrétné na PLC/PRF/5
aHepG2 po 24h inkubaci s latkou BP21 v koncentracich 0,1-0,8 pmol/l
(obr. 16).

52



Z vysledkl vyplyva, ze u obou bunécnych linii dochazi k poklesu hladin
celkové i fosforylované RNA polymerasy Il (S2) od koncentrace latky 0,4 pmol/l,
coz je koncentrace 5x menSi, neZz u predchozi testované latky. U celkové
polymerasy pozorujeme pokles predevsim jeji fosforylované formy (horni pruh).
Poslednim stanovovanym proteinem byl retinoblastomovy protein (Rb), kdy byla
stanovovana jeho celkova exprese a také exprese jeho fosforylované formy
v S807/S811 misté. U PLC/PRF/5 doSlo u obou variant Rb proteinu
k postupnému snizovani hladiny Rb proteinu v bufice uz od prvni koncentrace.
V koncentraci 0,8 pmol/l doSlo naopak k mirnému zvySeni hladiny Rb, oproti
predeslé koncentraci. U druhé testované bunééné kultury HepG2 |ze pozorovat
mirné sniZzeni hladiny celkového Rb proteinu v koncentraci 0,1 pmol/l
a 0,2 umol/l, jinak je detekovatelné mnoZstvi Rb proteinu vyrovnané s kontrolni
variantou. U fosforylovaného Rb proteinu (S807/S811) rapidné poklesla

exprese tohoto proteinu v koncentracich 0,1 - 0,4 pmol/l.

PLC/PRF/5 HepG2
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Obr. 16: Imunodetekce proteinovych markert podilejicich se na regulaci bunééného
cyklu a transkripci. Experimenty byly provedeny po 24h inkubaci s latkou BP21-3093
v riznych koncentracich na bunéénych liniich PLC/PRF/5 a HepG2 odvozenych
od hepatocelularniho karcinomu. Proteiny a-tubulin a HSP70 zde byly detekovany jako

kontrola rovhomérného naneseni vzorku.

Imunoblottingem byly sledovany zmény v expresi a fosforylaci vybranych
protein( také u latky BP2024, ktera byla inkubovana 24 h s buné&nymi liniemi
odvozenymi od HCC. Koncentrace inhibitoru byly zvoleny v koncentraéni fadé
0,25 - 2 umol/l (obr. 17).
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U prvniho proteinu, celkové RNA polymerasy I, byla hladina u linie PLC5
vyrovnana, kromé koncentrace 1 pM, kde nebyl detekovan fosforylovany
fragment polymerasy (horni pruh). U linie HepG2 doslo k vyraznéjSimu poklesu
enzymu od koncentrace 1 uM. Oproti pfedesSié linii byla pouze slaba detekce
fosforylovaného fragmentu RNApol. |l, ktera nebyla téméf viditelna,
pravdépodobné z divodu Spatného provedeni western blotu. V pfipadé linie
PLC5 nastal mirny pokles hladiny celkového Rb proteinu v koncentracich
0,5uM alpuM, kdy dosSlo také k poklesu ve stejnych koncentracich latky
BP2024 u fosforylované formy Rb proteinu. U linie HepG2 Ize vidét vétSi pokles
hladiny u celkového Rb proteinu uz od prvni testované koncentrace a témér

nulovou detekci hladiny fosforylovaného Rb proteinu v misté S807/S811.
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24h 24h
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total RNApol. I T T —
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. s @R {013l RD — s total Rb
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Obr. 17: Imunodetekce proteinovych marker( podilejicich se na regulaci bunééného
cyklu a na transkripci. Experimenty byly provedeny po 24h inkubaci s latkou BP2024-
6358 v koncentracich 0,25 -2 pmol/l na bunéénych liniich PLC/PRF/5 a HepG2
odvozenych od hepatocelularniho karcinomu. Protein a-tubulin zde byl detekovan jako

kontrola rovhomérného naneseni vzorku.

| u posledni testované latky BP2025 byly detekovéany vybrané proteiny
podilejici se na regulaci bunéfného cyklu a transkripci jako v pfedchozich
experimentech. Koncentracni fada inhibitoru byla zvolena v nejniZsi,
nanomolarni koncentraéni fadé 15,6 - 125 nM (obr. 18).

U RNA polymerasy Il vidime pokles exprese proteinu jak u celkové
polymerasy, tak i u jeji fosforylované formy v S2 misté od koncentrace 31,3 nM.

Dale byla detekovéna hladina celkového retinoblastomového proteinu. Byl
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zaznamenan pouze mirny pokles u celkového Rb proteinu, a to u koncentrace
15,6 nM a 31,3 nM u obou testovanych linii. U fosforylované formy Rb proteinu
v misté S807/S811 lIze v8ak pozorovat rapidni pokles hladiny uz od prvni
koncentrace latky BP2025. U bunécné linie HepG2 nejde fosfo forma Rb

proteinu v poslednich dvou koncentracich vibec detekovat.

PLC/PRF/5 HepG2
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Obr. 18: Imunodetekce proteinovych markert podilejicich se na regulaci bunééného
cyklu a na transkripci. Experimenty byly provedeny po 24h inkubaci s latkou BP2025-
6357 v koncentracich 15,6 - 125 nmol/l na bunécnych liniich PLC/PRF/5 a HepG2
odvozenych od hepatocelularniho karcinomu. Protein a-tubulin zde byl detekovan jako

kontrola rovhomérného naneseni vzorku.

Pokles hladiny RNA polymerasy |l fosforylované v S2 misté ma pfimou
spojitost s inhibici CDK9. Tato kinasa se uplatfiuje pfedevSim pfi regulaci
transkripce, ale zasahuje také do procest rustu buriky, do replikace
a do apoptézy (Romano a Giordano, 2008). Na zakladé této skutecnosti Ize
povazovat latku za cytotoxickou, jelikoz cytotoxicita inhibitori CDKs byva
zpUsobena inhibici transkrip&nich kinas (napf. CDK7 a CDK9).

KliCovym faktorem pro pfechod z G1 do S faze cyklu je mira fosforylace
tumorového supresoru Rb proteinu (Lim a Kaldis, 2013). SniZeni hladiny
fosforylovaného Rb proteinu v misté S807/S811 si Ize vysvétlit inhibici CDK2
a neschopnosti kinasy fosforylovat protein Rb a tim ho aktivovat. Pokles hladiny
Rb proteinu je také zplsoben indukci apoptézy, ktera byla prokazana sérii
experimentu uvedenych nize v této praci. Je zfejmé, Ze pro posouzeni presné
dynamiky puasobeni inhibitor(, by bylo potfeba provadét experimenty pfi kratsi
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dobé ovlivnéni u jedné zvolené koncentrace latek nebo obecné zvolit kratSi
dobu pusobeni latek, napf. 8 h nebo 16 h.

NaSe dosazené vysledky se shoduji s dfive dosazenymi vysledky pfi
testovani roskovitinu a flavopiridolu, kdy zastava bunécného cyklu byvéa
spojovana pravé s defosforylaci Rb proteinu (MacCallum a kol., 2005; Law
a kol., 2015).

6.4. Imunodetekce proteind ucastnicich se apoptozy

Dale byly imunoblottingem detekovany apoptotické a anti-apoptotické proteiny,
a to opét u nadorovych linii PLC/PRF/5 a HepG2 po 24h ovlivhéni novymi
inhibitory kinas BP117, BP21, BP2024 a BP2025 (obr. 19 - 22).

Prvnim testovanym inhibitorem byl BP117, ktery byl aplikovan
ve stejnych koncentracich, jako v pfedchozich experimentech (0,5 -4 pmol/l).
U bunécné linie PLC/PRF/5 Ize pozorovat trend zmény v hladinach nékterych
proteinl od prvni zvolené koncentrace 0,5 uM, a to konkrétné u PARP
(110 kDa) a jeho Stépneho fragmentu (89 kDa), jehoZ exprese vlivem rostouci
koncentrace latky vzrustala (obr. 19). Paralelné s hladinou PARP rostla také
hladina fragmentu kaspasy 7 (18 kDa). DalSim proteinem, ktery byl v tomto
experimentu detekovan, byl anti-apoptoticky protein Mcl-1, jehoZ hladina
s narustajici koncentraci latky klesala. V pfipadé zymogenu kaspasy 7 (35 kDa)
nebyla zaznamenana Zadna vyrazna zména exprese v oSetfenych bunkach, Ize
pozorovat jen nepatrny pokles od koncentrace 1 pM. Poslednim studovanym
proteinem byl p53, kdy u linie PLC5 Ize vidét pokles hladiny p53 u vysSich
koncentraci latky, zatimco u HepG2 tato hladina se zvySujici se koncentraci
postupné vzrustala. U druhé bunécné linie HepG2 také doSlo ke zvySovani
hladiny PARP proteinu s nejvétSim signalem v koncentracich 1 -2 uM, kdy
taktéZ v téchto koncentracich byla zaznamenana nejvySSi hladina aktivniho
fragmentu kaspasy 7 (18 kDa). Neaktivni forma kaspasy 7 - zymogen (35 kDa)
zlistala po celou dobu pomérné vyrovnana, ale v koncentraci 1 a 2 yM Ize vidét
pokles hladiny proteinu, coZz koresponduje se zvySenim hladiny fragmentu
kaspasy 7 v téchto koncentracich. Nasledné byla detekovana hladina anti-
apoptotického proteinu Mcl-1, jehoZ hladina se naopak se zvySujici koncentraci

latky zacala snizovat, kdy u linie PLC/PRF/5 byla sniZzena v koncentraci 1 uM
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av koncentracich 2 -4 uM nebyla vibec detekovana. U linie HepG2 byla

sniZzena aZ od koncentrace 2 pM.
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Obr. 19: Analyza exprese apoptotickych proteind provedena na hepatokarcinogennich
bunéénych liniich PLC/PRF/5 a HepG2 po 24h inkubaci s latkou BP117-3084
v riznych koncentracich. Proteiny a-tubulin a HSP70 zde byly detekovany jako

kontrola rovnhomérného naneseni vzorku.

DalSi experiment byl proveden jako prukaz a ovéfeni, zda testovana
latka BP21 doké&Ze indukovat apoptézu. Imunoblottingem byly analyzovany
proteiny souvisejici s buné€nou smrti. Koncentrace latky i v tomto pfipadé
zlstaly stejné jako u prfedchozich experimentu, a to 0,1 - 0,8 umol/l (obr. 20).

V naSem pfipadé byl detekovan PARP (110 kDa) a jeho fragment
(89 kDa), u kterych byla zaznamenana zvysSujici se hladina pfi narGstu
koncentrace inhibitoru u obou testovanych bunécnych linii. V posledni
koncentraci latky 0,8 uM u linie HepG2 doSlo ovSem k mirnému snizeni hladiny
PARP oproti pfedchozi koncentraci. Dale byla studovana hladina inaktivni
kaspasy 7 (35 kDa), ktera je v apoptotickych bunkach proteolyticky Stépena
za vzniku jejiho aktivniho Stépného fragmentu (18 kDa), kdy zvySeni hladiny
fragmentu by mélo korelovat s hladinou $tépného PARP, coZz se v naSem
pfipadé potvrdilo (Cohen, 1997). Exprese inaktivni formy kaspasy 7 - zymogen
(35 kDa), byla u linie PLC5 vyrovnana, ale u linie HepG2 doSlo k poklesu
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u dvou koncentraci 0,2 pM a 0,4 uM. DalSim proteinem, ktery byl stanovovan,
byl anti-apoptoticky protein Mcl-1. Exprese tohoto proteinu vyrazné klesla
u obou studovanych bunéénych linii od koncentrace 0,4 pM. Poslednim
proteinem, ktery byl stanovovan, byl p53, kdy u linie HepG2 jde vidét jeho
postupny narast se vzrustajici koncentraci a u linie PLC/PRF/5 vidime pfiblizné

vyrovnanou hladinu s poklesem v koncentracich 0,2 a 0,4 pmol/l.
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Obr. 20: Analyza exprese apoptotickych proteinli provedena na hepatokarcinogenni
bunééné linii PLC/PRF/5 a HepG2 po 24h inkubaci s latkou BP21-3093 v raznych
koncentracich. Proteiny a-tubulin a HSP70 zde byly detekovany jako kontrola

rovhomérného naneseni vzorku.

Latka BP2024 byla také testovana a byl zjiStovan jeji vliv na indukci
bunécné smrti. K analyze byly vybrany proteiny ze skupin jak pro-apoptotickych,
tak anti-apoptotickych. Inhibitor byl na burky aplikovan v koncentraci 0,25 -
2 pmol/l (obr. 21).

Celkové byly studovany hladiny 6 proteinl u dvou buné&nych linii
PLC/PRF/5 a HepG2, jako u ostatnich latek. U prvni zminéné linie Ize
pozorovat postupny narist Stépného fragmentu PARP (89 kDa), ktery vznika
po rozstépeni celkového PARP proteinu (110 kDa) kaspasou 7. U linie HepG2
také dochazi ke zvySeni hladiny Stépného PARP fragmentu kromé posledni,

nejvyssi koncentrace latky 2 pymol/l, kdy Ize vidét stejnou hladinu proteinu jako

u kontroly. Hladina Mcl-1 jako anti-apoptotického proteinu se, se vzrlstajici
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koncentraci latky, postupné sniZzovala, jak Slo pFedpokladat. U obou
testovanych bunécénych linii Ize vidét narust hladiny u fragmentu kaspasy 7
(18 kDa) od koncentrace 0,25 - 1 uM a hladinu neaktivhiho zymogenu kaspasy
7 (35 kDa) celkem vyrovnanou, aZz na mirny pokles u linie HepG2 v 0,5 uM
koncentraci. Protein p53 byl ve vSech koncentracich u linie PLC5 vyrovnany
auHepG2 doslo k jeho narlstu oproti kontrolnimu vzorku s maximalni

intenzitou v koncentraci 1 uM.
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Obr. 21: Analyza exprese apoptotickych proteinli provedena na hepatokarcinogenni
bunécéné linii PLC/PRF/5 a HepG2 po 24h inkubaci s latkou BP2024-6358 v riznych
koncentracich. Protein a-tubulin zde byl detekovan jako kontrola rovnomérného

naneseni vzorku.

Inhibitor BP2025 byl zkouman také kvli zjisténi jeho vztahu k apoptéze.
Pfi detekci hladiny proteinu PARP (110 kDa) a jeho Stépného fragmentu
(89 kDa), doslo u obou bunéénych linii ke zvySovani hladiny PARP uz od prvni
zvolené koncentrace latky BP2025. Oproti tomu, pfi detekci proteinu Mcl-1
dochazelo k postupnému poklesu hladiny proteinu v bufice pFedevSim
od koncentrace 31,3 nM testované slouceniny (obr. 20). DalSim proteinem,
ktery byl detekovan, byla kaspasa 7 v neaktivni formé zymogenu (35 kDa)
a jeho aktivni fragment (18 kDa). Vyskyt téchto proteinl souvisi se $t€penim

PARP proteinu na jeho aktivni fragment a Ize tedy pozorovat trend
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rovhomérného narlstu hladin u Stépného PARP proteinu se soucasnym
narastem hladinyi u aktivniho fragmentu kaspasy 7 (18 kDa). Exprese proteinu
p53 byla u linie HepG2 v poslednich dvou koncentracich inhibitoru zvySena, coz
v tomto pfipadé plati i pro linii PLC/PRF/5.
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. i
“'--.- PARP - BN e
4
&tépny PARP &tépny PARP
- = N o
—— e — — p53 e — p53
Wz h‘ kaspasa 7 fragment kaspasa 7 fragment

—

T S — S W= acnasa T zymogen - . kaspasa 7 zymogen

T — — — - -{U0UIN — — {1 0UlN

Obr. 22: Analyza exprese apoptotickych a anti-apoptotickych protein(, provedena
na hepatokarcinogenni bunééné linii PLC/PRF/5 a HepG2 po 24h inkubaci s latkou
BP2025-6357 v ruznych koncentracich. Protein a-tubulin zde byl detekovan jako

kontrola rovhomérného naneseni vzorku.

PARP je protein, ktery se v bunkach ucastni jak reparaci poSkozené
DNA tak apoptotickych procesu, kdy dokaze navodit programovanou bunéénou
smrt. PARP je Castym apoptotickym markerem, ktery se stanovuje, protozZe je
soucasti vnitfni apoptotické kaskady a pokud je tedy indukovana apoptéza,
hladina PARP proteinu v bunkach vzrista, tak jako tomu bylo v naSem pfipadé.
Nékteré enzymy jako kaspasy a katepsiny umi PARP $tépit, za vzniku
fragmentu, ktery diky tomu mizeme detekovat (Gobeil a kol., 2001). V naSem
pfipadé byl PARP S$tépen pomoci kaspas, jelikoZz velikost fragmentu byla
89 kDa, coz je typické pfi Stépeni kaspasou. Dale byla pro prukaz detekovana
hladina kaspasy 7 - jeji aktivni formy (fragment), tak zymogenu. Vysledem byl
stejny prubéh narlstu a poklesu hladiny fragmentu kaspasy 7 (18 kDa) jako
u PARP proteinu. Aktivni fragment kaspasy 7 je detekovan pouze v pfipadé
spusténi apoptotické drahy, ¢imz byla potvrzena indukce apoptézy testovanymi
inhibitory (Cohen, 1997).
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Mcl-1 se Fadi mezi anti-apoptotické proteiny a jeho sniZeni v burce
potvrdilo vysledek pfi detekci pro-apoptotickych proteinu, kterym byla indukce
apoptdzy vlivem inhibice transkripénich CDKs. Protein Mcl-1mé kratky polocas
rozpadu, a dochazi k jeho ¢asné degradaci. P¥i blokaci transkripce nedochazi
k tvorbé nového proteinu, proto mizeme brzy pozorovat pokles jeho hladiny
v bunice (Polier a kol., 2011; Tong a kol., 2017). Transkripce byla zastavena
z davodu inhibice transkripCnich kinas (CDK7/9) testovanymi inhibitory (Gojo
a kol., 2002). V navaznosti na tuto skute€nost bylo v minulosti prokdzano,
Ze podstatou protinadorového uc€inku znamych inhibitord kinas - flavopiridol,
BP-14, BA-12, je pravé inhibice CDK7 a CDK9 (Gucky a kol., 2013, Haider
a kol., 2013).

Poslednim studovanym proteinem byl p53, ktery spojuje jak transkrip&ni
procesy, tak proces apoptézy. Diky inhibici transkripce dochézi k poklesu
hladiny proteinu MDM-2, ktery ma kratky polo€as rozpadu a v bunkach zastava
funkci negativniho regulatoru p53 (Krystof a kol., 2006). Na zakladé toho byl
pozorovan rapidni narast hladiny p53 a jeho kumulace v burikach s postupnym
zvySenim koncentraci inhibitord pfedevSim u linie HepG2. U druhé linie
k tomuto trendu nedoSlo a naopak jsme mohli pozorovat vyrovnané hladiny
po celou dobu, pfipadné sniZeni hladin p53 v nékterych koncentracich. Tento
rozdil mezi dvéma testovanymi liniemi neznamenal rozdil v u€inku inhibitorQ
na dané linie, nybrz byl zpusoben mutaci v genu kodujici p53 u linie
PLC/PRF/5, jak bylo popséno v kapitole metody (Puisieux a kol., 1993). Protein
p53 je tedy nepfimym disledkem bloku transkripce (KryStof a Uldrijan, 2010).
Tento vysledek koreluje svysledkem pfi analyze bunéfného cyklu, kdy pfi
pouziti dvou rlznych metod byl potvrzen stejny UCinek testovanych inhibitort
na navozeni apoptozy a také byl potvrzen inhibi¢ni u€inek latek na transkrip&ni
kinasy

PFi detekci téchto proteinl bylo dosazeno obdobnych vysledku, jako pfi
testovani selektivniho inhibitoru SNS-032 v préaci Chen a kol. z roku 2009, kdy
divodem apoptdzy byla inhibice transkripénich CDKs, jako tomu bylo i v naSem

pfipadé.
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7. Zaver
S vyuzitim nékolika nezavislych metod byl studovan ucinek ¢&tyf novych
inhibitorl cyklin-dependentnich kinas BP117, BP21, BP2024 a BP2025
na bunééné linie PLC/PRF/5 a HepG2 odvozené od hepatocelularnino
karcinomu. V8echny latky byly strukturné odvozené od roskovitinu, ktery se fadi
mezi 2,6,9 - trisubstituované puriny.

Pomoci prutokové cytometrie i imunoanalyzy vybranych proteint lze
potvrdit vyrazné proapoptotické ucinky vSech testovanych slou€enin, které silily
se zvysujici se koncentraci latek. NejlepSi u€inky, byly zaznamenany u posledni
testované latky BP2025 nejen vzhledem k pouZité nizké koncentraci inhibitoru
(15,6 - 125 nM), ale zaroven i diky pozorovanym konzistentnim biologickym
uCinklm pfesné zavislych na koncentraci inhibitoru, které naopak chybély
u ostatnich latek. Dale byly imunoblottingem analyzovany proteiny ucastnici
se regulace bunécného cyklu a procesu transkripce, kdy u obou testovanych
bunécnych linii doSlo k poklesu hladin celkové RNApol. Il i jeji fosforylované
formy v misté S2, coz je typické pro inhibici CDK9. Déle byla detekovéana
exprese Rb proteinu a také jeho fosforylované formy v misté S807/S811, kdy
lze pfedpokladat inhibici CDK2, protoZze doSlo ktypickému poklesu hladiny
fosforylovaného Rb proteinu v misté S807/S811. Cyklin-dependentni kinasa 2
fosforyluje pravé zminény Rb protein a umozni tak pfechod buriky z G1 faze
do S faze. Vtomto pfipadé se tak nedéje a burika nepokracuje v déleni
av ristu. Pri detekci apoptotickych proteinl bylo prokazano, ze vSechny
testované inhibitory CDKs maji schopnost indukovat apoptézu. Tento fakt byl
potvrzen také v pfipadé analyzy bunééného cyklu pritokovym cytometrem, tedy
dvéma nezavislymi metodami, kdy se vzrlstajici koncentraci inhibitord rapidné
stoupl pocet bunék v subG1 fazi, Cili v apoptdze.

Do budoucna by bylo dobré otestovat latky podrobnéji a Zzjistit jejich
pfesny mechanismus ucinku na nadorové bunééné linie a také otestovat jejich
cytotoxicitu na primarnich hepatocytech. Dale by se mohlo pfejit k podrobnému
testovani in vivo na mySich modelech s lidskymi nadorovymi xenografty, kdy
nedavno byly zahajeny prvni takové testy naSich inhibitord ve spolupraci
s laboratofi ve Vidni a prozatimni dosaZzené vysledky ukazuji dobry efekt

inhibitor v boji proti hepatocelularnimu karcinomu.
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