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I. Cile disertacni prace

V soucasné dobé je terapie fady nddorovych onemocnéni zatizend resistenci

k jednotlivym protinddorovym lé¢iviim. Jako ti€inny prostfedek k piekonani této resistence

se ukazuje kombinace vice postupi nebo 1éCiv s protinddorovym uclinkem. Nutnou

podminkou pro takovou aplikaci protinddorovych 1é¢iv je dokonala znalost mechanismu,

kterym jednotliva 1éCiva plisobi na bunky z divodu vyhnuti se nezadoucim interakcim.

Nasim hlavnim cilem proto bylo objasnéni mechanismi indukce apoptosy rtiznymi

induktory s ohledem na vyuziti novych poznatkli k zefektivnéni néadorovych terapii.

V nasich studiich jsme se zabyvali mechanismem indukce apoptosy deprivaci Zeleza,

taxany a novymi fotosensitivnimi molekulami.

Jednotlivymi cily této prace bylo:

1.

Ptispét k pochopeni molekularniho mechanismu indukce apoptosy deprivaci Zeleza
a zarovei prispet k pochopeni mechanismu odpovédného za resistenci nadorovych
bun¢k k deprivaci zeleza.

Identifikovat proteiny schopné vazby nizkomolekularniho Zeleza s potencialni
ucasti v transportu nizkomolekuldrniho zeleza.

Ptispét jednak k objasnéni molekuldrnich mechanismti indukce apoptosy taxany a
jednak k objasnéni mechanismii zodpovédnych za resistenci nebo sensitivitu
nadorovych bunék k taxanim. Konkrétné se zaméfime na klinicky pouzivané
taxany paclitaxel (Taxol®) a docetaxel (Taxotere®).

Charakterizovat, jakym zpisobem ovlivni pfitomnost atomt fluoru a jednoho nebo
dvou cyklodextrinovych substituenti fotosensitivni charakteristiky a U¢innost
novych derivatt porfyrinti (P(B-CD)1, P(B-CD)2) v indukci apoptosy u nadorovych

bunék in vitro a in vivo.



I1. Uvod

I1.1. Programovana buné¢na smrt a apoptosa

I1.1.1. Programovana bunécna smrt

Programovana bunééna smrt (PCD) vyjadiuje bunécnou smrt, ktera se realizuje na
zaklad¢ specifickych signdlti ve vhodném Case a misté podle ur¢itych mechanismu. V této
souvislosti se tedy PCD uplatituje u buné€k jiz nepotiebnych nebo u bunék urcitym
zpisobem nebezpecnych pro mnohobunéény organismus jako celek. Termin
“programovany* vystihuje jednak tu skutecnost, Ze konkrétni buniky odumiraji cilené
v pribéhu ontogenese, a také i tu skuteCnost, Zze kazda individudlni bunka
v mnohobunéném organismu nese geneticky kdédovanou informaci pro realizaci vlastni
sebedestrukce. Jednim z typi PCD je apoptosa, jejiz zdkladni molekuldrni prabéh byl
popsan na zaklad¢ studia 131 bun€k odumirajicich béhem vyvoje hlista Caenorhabditis
elegans (Bursch et al. 2000, Kinchen & Hengartner 2005, Kumar 2007).

Pocatkem 70tych let, kdy doslo k objevu nového typu bunééné smrti, vypracoval
Kerr et al. (1972) koncepci apoptosy. Tyto studie bunééné smrti dali vznik prvnimu popisu
bunééné smrti na programovanou, oznaovanou “apoptosa“ a nahodnou oznacovanou
“nekrosa“.

Termin apoptosa pochéazi ze slozeniny dvou feckych slov ‘“apo® a “ptosis*
znamenajici odpadnout od néceho. Apoptosa, narozdil od nekrosy, je proces aktivni, ktery
spottebovavda ATP. B&hem apoptosy dochdzi u umirajicich bunék k morfologickym
zméndm (celkové smrsténi, kondenzace chromatinu spojend s oligonukleosomovou
fragmentaci DNA), molekularnim zménam (exposice fosfatidylserinu na extracelularni
stran¢ cytoplasmatické membrany) a aktivaci specifickych proteas (kaspasy). Konecnou
fazi apoptosy je tvorba malych membranou ohranic¢enych apoptotickych télisek, které jsou
nasledné¢ pohlceny makrofagy nebo sousednimi builkami, aniz by doSlo k vyvolani
zanétlivé odpovedi imunitnim systémem (Sen 1992, Vermeulen et al. 2005).

Oproti tomu nekrosa je morfologicky zcela odliSna. Béhem nekrosy dochazi
k nabobtnéni jak celé bunky tak 1 mitochondrii a cely proces bunééné smrti probiha bez

spotfeby enegie. Nedochazi zde ke kondenzaci chromatinu a $t€épeni DNA je ndhodné.
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Vysledkem nekrosy je poruseni plasmatické membrany a uvolnéni obsahu bunky do okoli,
kde vyvolé zanétlivou odpoveéd imunitniho systému (Proskuryakov et al. 2003).

S postupem casu a ziskavanim novych informaci se rozdéleni typu bunééné smrti
na apoptosu a nekrosu jevi jako pfili§ zjednodusené. V soucasnosti rozlisSujeme bunécnou
smrt na zdkladé morfologie na apoptosu, nekrosu a autofagii. Nicméné existuje fada
ptiklad, kdy néckteré biochemické a morfologické charakteristiky zminénych typi
bunécné smrti mizou byt nalezeny ve stejné buiice. To naznacuje ptitomnost piechodnych
forem a klasicka apoptosa a nekrosa tvoii mantinely tohoto rozlozeni (Bursch 2004, Fietta
2006, Bredesen 2007).

Dalsi typ bunécné smrti, se kterym se potkavame je zminénd autofagie, také
oznacovana jako PCD typ II. Autofagie je evolu¢né konzervovany proces, jehoZ indukce je
pozorovana v podminkdch hladovéni a v nékterych patologickych podminkach jako jsou
neurondlni degenerace, infek¢ni onemocnéni a rakovina. Primarni funkci autofagie je
recyklace proteinli z pohlcené cytoplasmy nebo poskozenych organel do utvaru zvany
autofagosom, ktery posléze fuzuje s lysosomem. Avsak za urcitych podminek mize tento
proces vést az k bunééné smrti zavislé nebo nezavislé na kaspasach (Gozuacik & Kimchi
2004, Yu et al. 2004, Debnath et al. 2005, Tsujimoto & Shimizu 2005, Kondo & Kondo
2006).

I1.1.2. Biologicka role apoptosy

Apoptosa hraje vyznamnou utlohu v mnoha zakladnich biologickych procesech u
mnohobunéénych organismu a to jak u zivoc€icht, tak u rostlin. Jeji uplatnéni miizeme najit
ve fyziologickych (udrzeni tkédnové homeostdze, ontogenese, regulace bunck imunitniho
systému, eliminace nebezpecnych bunék) i v patologickych procesech (neurodegenerativni
onemocnéni, svalové atrofie, nadorova onemocnéni) (Matsson 2000, Lam et al. 2001,
Alborian et al. 2003, Dickson 2004, Lam 2004, Hipfner & Cohen 2004, Dean et al. 2005).

B¢hem ontogenese se apoptosa podili na morfogenesi tkéni. Dochazi zde
k odstranéni celych skupin bun€k (morfogenese prstil), struktur téla (ocas) sjiz
nepotiebnou funkci v urcité etapé vyvoje jedince a regresi organti (Jacobson et al. 1997,

Meier et al. 2000).



Nezastupitelnou ulohu hraje apoptosa v imunitnim systému, konkrétné ve zrani T a
B lymfocyti a eliminaci pro organismus jako celek nebezpecnych bunék. Pfi negativni
selekci jsou eliminovany lymfocyty rozpozndvajici antigeny télu vlastni a pfi pozitivni
selekei jsou eliminovany lymfocyty nevykazujici odpovéd proti patogenim antigentim. Na
druhou stranu zvysSena apoptosa bunck infikovanych HIV virem vede po nékolika letech
k zdecimovani imunitniho systému (Falk et al. 2001, Pezzano et al. 2001, Rathmell &
Thompson 2002, Testa 2004, Winau et al. 2004, Zahir & Weaver 2004).

Zasadni roli hraje apoptosa v udrZzovani tkanové homeostaze. Pro fadné fungovani
mnohobunécéného organismu je tieba udrzovat zakladni rozvrzeni mnozstvi bunék tak, aby
apoptosou eliminované bunky byly nahrazeny pfiblizné stejnym mnozstvim bunék.
V pfipad€ naruseni této rovnovadhy muze dojit k hyperproliferaci tkané€, kterd muze dat
vznik nadorovym onemocnénim. Na druhou stranu zvysena frekvence indukce apoptosy
hraje svou roli v né€kolika typech degenerativnich onemocnéni jako jsou svalova atrofie,
Alzheimerova a Parkinsonova choroba (Debatin 2004, Fennel & Rudd 2004, Holdenrieder
& Stieber 2004, Porter & Dhakshinamoorthy 2004, Zahir & Weaver 2004).

Diky ucasti apoptosy v mnoha fyziologickych i patologickych procesech se studium
mechanismi indukce apoptosy dostalo do popiedi védeckého vyzkumu pro moznost
uplatnit ziskané poznatky v 1é€bé fady onemocnéni. Velky diiraz je zejména kladen na

vyuziti indukce apoptosy v 1é€bé nadorovych onemocnéni.

I1.1.3. Molekularni mechanismy indukce apoptosy

Indukci apoptosy Ize navodit Sirokym spektrem signalti pocinaje ligandy pro
specializované “receptory smrti“ (FasL/CD95, TNF/TNFR, TRAIL/DRS), nedostatkem
stimula¢nich faktorti nebo nutri¢nich slozek, stresem, nové syntetisovanymi chemickymi
latkami nebo plisobenim 7y zéateni (Davireddy et al. 2001, Cornelis et al. 2005, Ehrlichova
et al. 2005, Koc et al. 2005, Afshar et al. 2006, Corazza et al. 2006, Koul et al. 2006,
Kralova et al. 2006, Lavrik et al. 2006, Matsubara et al. 2006, Wei et al. 2006, Zhou et al.
2006).

Indukce apoptosy se realizuje alespoit dvémi hlavnimi signdlnimi drahami “vnitini*
a “vngjsi“. Kazda ztéchto signalnich drah je regulovdna na vice urovnich. Indukce

vree

apoptosy u “vnéjsi“ drahy je zahajovana na bunééném povrchu a to pomoci povrchovych
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receptortl a jim prisluSnych ligandii a posléze prenesenim signalu indukce apoptosy dovnitf
builkky na pfidruzené adaptorové proteiny. Regulace “vnéjsi“ drdhy je zajiStovana
predevsim expresi jednotlivych receptorti a inhibi¢nich proteint proteiny na intracelularni
¢asti receptort (c-FLIP). “Vnitini“ draha je celkové sméfovana k mitochondriim, které
obsahuji kli¢ové faktory (cytochrom c, AIF, Smac/Diablo, Omi/HtrA2, endonukleasa G).
Hlavnim regulatorem “vnitini* drahy jsou proteiny Bcl-2 rodiny.

Vyznamné postaveni v apoptose zaujima protein p53, ktery jako regulator
apoptotickych procesti miize ovliviiovat fadu klicovych kontrolnich boda jak ve “vnéjsi‘
tak ve “vnitini signalni draze. Za normalnich podminek je protein p53 rychle odbourdavan
a drzen v nizké koncentraci negativnim regulatorem Hdm2 (human double minute 2), ktery
jako ubiquitin ligasa sméruje protein p53 do proteasomu. Aktivace proteinu p53 je spojena
s odpovédi na vyvolany stres (DNA posSkozeni, hypoxie, oprava DNA, genomova
nestabilita a jiné¢). V dusledku vyvolaného stresu dochazi k fosforylaci a acetylaci proteinu
p53. Aktivovany p53 zpiisobi zablokovani bunéného cyklu a nasledné spusténi opravnych
mechanisml nebo pfi nenapravitelném poSkozeni sméruje buniku k indukci apoptosy.
Poskozeni funkce proteinu p53 mutaci, deleci nebo zesilenou degradaci je proto jedna
z vaznych pficin vzniku nadorového onemocnéni (Li et al. 2002, Fridman & Lowe 2003,
Lavin & Gueven 2006).

Aktivovany protein p53 plsobi jednak na trovni regulace transkripce gend, tak na
urovni proteinovych interakei (Obr. 1.). Jako transkripcni faktor indukuje nebo tlumi
expresi genu ucastnicich se v apoptose (Sax & el-Deiry 2003). Jednim z vyznamnych
proteini indukovanych proteinem p53 jsou proapoptotické proteiny Bcl-2 rodiny (Bax,
Noxa, Bid, Puma) uplatiiujici se zejména v regulaci “vnitfi* signdlni drdhy (Obr. 1.)
(Miyashita & Reed 1995, Sax et al.2002, Chipuk et al. 2004, Chipuk et al. 2005, Li et al.
2006). P53 rovnéz indukuje expresy receptorti “vngjsi® signalni drahy CD95/Fas a DR4,
DRS5 (Owen-Schaub et al. 1995, Takimoto & el-Deiry 2000, Guan et al.2001).

Ptimou interakci protein p53 vyvazuje a tim inhibuje antiapoptoticky protein Bcl-2,
nebo vazbou k antiapoptotickému proteinu Mcl-1 umozni uvolnéni proapoptotického
proteinu Bak z inhibi¢niho spojeni s Mcl-1 (Leu et al. 2004, Deng et al. 2006, Tomita et al.
2006).

Zatimco protein p53 puasobi jako senzor zejména “‘vnitini* drahy, povrchové
receptory patii mezi senzory “vnéjsi* drahy. Obecné tyto receptory ucastnici se v indukci
apoptosy nazyvame “receptory smrti“. Nejvyznaméjsi z nich jsou zejména TNFR, FasR,

DR4, DRS, jenz se vyznacuji pfitomnosti domén smrti (DD) na vnitrobunécné casti
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receptoru. Pomoci adaptorovych proteini (FADD — fas associated death domain, TRADD
—TNFR associated via death domain) se na tyto receptory vazou prokaspasy 8 a 10, které
jsou nasledné v proteinovém komplexu aktivovany. Receptory po navazani trimerniho
ligandu zméni konformaci a umozni vazbu adaptorovym proteinim. Dale jsou zde
receptory oznacované “dependence receptory®, které¢ naopak od “receptort smrti* induku;ji
nebo amplifikuji apoptoticky signal v neptitomnosti ligandu.

“Dependence receptory* predstavuji nehomogeni skupinu receptorii a vétSinou
slouzi pro vyvoj nervového systému (napt. ligand/receptor: Netrin-1/DCC-deleted in

colorectal cancer, NGF/p75N'™®

). Pro jejich apoptotickou funkci je nutndA ADD doména
(addiction dependence domain), umisténd na vnitrobunécné Casti receptoru.
V nepfiitomnosti ligandii dochazi kaspasou nebo jinou proteasou k odstépeni fragmentii
pravé stouto doménou, kterd je schopnéd fidit po své translokaci do mitochondrialni
membrany uvolnéni cytochromu ¢ z mitochondrii do cytosolu (Rabizadeh et al. 2000,
Llambi et al. 2001, Mehlen & Thibert 2004). Krom¢ zminénych receptort jsou zde také
receptory pro “survival® faktory (NGFR, PDGF, EGF, IGF-1 at.), které naopak nepiimo
potlacuji apoptosu. V zavislosti na podminkéach vedou signal k aktivaci Akt kindzy, ktera
nasledné fosforyluje proapoptotické Bcl-2 proteiny a zabranuje jim tak v jejich plsobeni
(Talapatra & Thompson 2001).

Mezi vyznamné regulatory “vnitini* signalni dréhy indukce apoptosy patii proteiny
Bcl-2 rodiny. Proteiny Bcl-2 rodiny hraji klicovou roli v homeostdzy mitochondrii a
endoplasmatického retikula. U mitochondrii reguluji integritu vnéj$i mitochondridlni
membrany a otevirdni PTP port (Permeability Transition Pore), coz ma za nasledek
uvolnéni proteint podporujici apoptosu (cytochrom ¢, AIF, Smac/DIABLO, endonukleasa
G). Krom¢ zminéného otevirdni PTP pord mlize dochazet k uvoliovani mitochondrialnich
proteint na zéklad¢ tvorby kanall tvofenych proapoptotickym proteinem Bax, ptipadné za
pomoci kaspasou 8 Stépen¢ho tBid. U endoplasmatického retikula reguluji uvolnéni
vapenatych iontl a aktivaci kaspasy 12 (Cory & Adams 2002, Kuwana et al. 2002,
Scorrano et al. 2003, Sharpe et al. 2004, Andersen et al. 2005, Li et al. 2006, Shoshan-
Barmatz et al. 2006, Yin 2006).

Proteiny Bcl-2 rodiny mizeme rozdélit do dvou skupin podle jejich pisobeni v
apoptose, proapoptotické (Bax, Bad, Bid, Bim, Bik, Noxa, Puma) a antiapoptotické (Bcl-2,
Bcel-x1, Bel-w, Bfl-1, Mcl-1) €leny. Spoleénym rysem téchto proteint je pfitomnost BH
domény. Jednotlivy zastupci Bcl-2 rodiny mohou mezi sebou interagovat a vyvazovat tak

antiapoptotické zastupce proapoptotickymi nebo obracené podle momentéalniho zastoupeni

_12 -



v bunce (Willis et al. 2007). Krom¢ moznosti vyparovani jednotlivych ¢lenti Bcl-2 rodiny
se mizeme setkat s dal$i formou regulace proteinti Bcl-2. Na transkripéni rrovni je to
proteinem p53 indukovana exprese Bax, Puma, Noxa a na postranslacni uprave fosforylace
2004, Schinzel et al. 2004, Kim et al. 2006).

Krom¢ klicové role mitochondrii se v apoptotické smrti uplatiiuji i endoplasmatické
retikulum a lysosomy. Otevieni vapenatych kanali v ER vede ke zvy3eni hladiny Ca*
v cytosolu a ndsledné aktivaci proteasy oznaCované calpain. Calpain je syntetizovan
v zymogenni form& a v piitomnosti Ca*" dochazi k autokatalytické proteolytické aktivaci.
Aktivovand proteasa nasledné Stépi a inaktivuje Bcl-xp a inhibitor kaspas XIAP nebo
proteolytickou Upravou aktivuje kaspasu 12 a proapoptoticky Bid (Nagakawa et al. 2000,
Nagakawa & Yuan 2000, Kobayashi et al. 2002, Mandic et al. 2002).

Bid

Oxidative
/’ stress @

Caspase-§

Q BidF yitochondrial

depolarization
() NOXA
Intrinsic Bax PUMA

Fas/CD95 N
apoptotic ( b -~
DR4.5 pathway 7 O
HTRAZ2
LY Cyt ¢
C\Faé | ""fs APAF-1
> Caspase-9
Fa“) Executionar Ff—"""A DF‘lLDsome
Extrinsic caspases pop!
apoptotic DR4.5 A +t .
pathway poptosis
TRAIL

Obr. 1. Schématicky obrazek signalnich drah ucastnici se indukce apoptosy
zprostfedkovanych proteinem p53.

(Podle Hofseth et al. 2004)
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Dalsi dilezitou organelou ptsobici v PCD je lysosom tcastnici se jak apoptosy tak
nekrosy. Kli¢ovym krokem, ktery urcuje vysledny program bunécné smrti (apoptosa ¢i
nekrosa) zavisi na mife permeabilizace lysosomu a tim 1 na mnoZstvi proteolytickych
enzymi uvolnénych do cytosolu. “Lysosomdlni draha* se primarné uplatiuje
v patologickych neurodegenerativnich procesech (Lieuallen et al. 2001, Houseweart et al.
2003). Dale lze “lysosomalni drahu indukovat UV zafenim a aplikaci fotosensitivnich
latek kumulujicich se v lysosomech (fotodynamicka terapie) (Boya et al. 2003).

Prvotnim krokem spusténi lysosomalni drahy je permeabilizace lysosomalni
membrany. Mechanismus jakym dochazi k destabilizaci lysosomil neni zcela jasny, pfesto
jsou navrzeny tfi modely. V prvnim modelu se pfedpoklada ucast sfingosinu, ktery diky
kyselému prostiedi lysosomu ziskava detergentni a lysosomotropni vlastnosti.
Akumulovany vnitrobunéény sfingosin zplsobi CasteCné poruseni lysosomi v buiice a
naslednou na kaspasach zavislou apoptosu, nebo v zavislosti na vySi koncentrace
sfingosinu mtze dojit az k totdlnimu poruSeni vSech lysosomil a nasledné na kaspasach
nezavislé nekrose (Kagedal et al. 2001, Guicciardi & Gores 2004, Tardy et al. 2006).
Alternativni moZnosti permeabilizace lysosomu spociva v poskozeni lysosomalni
membrany reaktivnimi kyslikovymi radikaly (ROS). Vystaveni bunék oxidativnimu stresu
poroxidem vodiku vedlo k poruseni membran lysosomil nepfimo aktivaci fosfolipasy A2
(PLA2), ktera mize destabilizovat membrany vnitrobunéénych organel degradaci
membranovych fosfolipidii. Mimoto u fady takovych induktort apoptosy jako je TNF-a
(Tumor Necrosis Factor), u nichZz dochazi kucasti “lysosomalni drahy*“ byla také
zaznamenana zesilena produkce vnitrobunééného peroxidu vodiku béhem apoptotického
procesu (Manna et al. 1998, Dare et al. 2001, Ferri & Kroemer 2001, Zhao et al. 2001, Yin
et al. 2005). Posledni moznosti jak poruSit integritu lysosomii je translokace
proapoptotickych ¢lent Bcel-2 rodiny do lysosomélni membrany, nicméné pro tuto teorii
existuje nejméné dikazi. Dosud byla zminéna pouze jedna prace ukazujici translokaci Bax
proteinu na lysosomy a nasledné vyplaveni lysosomalnich proteini do cytosolu (Kagedal
et al. 2005).

Lysosomalni cysteinové proteasy oznacované jako catepsiny reprezentuji nejvetsi
slozku proteolytickych enzymii v lysosomu, znichz catepsin B, L a D jsou nejvice

zastoupeny. Uvolnéné catepsiny jsou schopné $tépit kaspasy, nicméné pouze ty, které se
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ucastni pouze upravy zanétlivych cytokini a ne apoptotického procesu (Schotte et al. 1998,
Vancompernolle et al. 1998, Stoka et al. 2001).

Zda se, ze k samotnému uvolnéni lysosomalniho obsahu nemusi dochézet pouze v
exekucni fazi apoptosy, ale misto toho muze byt soucasné nebo dokonce predchazet
poSkozeni mitochondrii zpiisobené translokaci proapoptotickych ¢lentt Bcl-2 rodiny.
Ukézalo se, ze fada induktor vyvolavajicich uvolnéni catepsinu D aktivuje Bax a Bak
translokaci na mitochondrie, kterou lze zablokovat inhibitory catepsinii (Bidere et al. 2003,
Boya et al. 2003). Proapoptoticky protein Bid je rovnéz $tépen a aktivovan catepsinem B,
avsak misto Stépeni se lisi od kaspasy 8 a granzymu B (Stoka et al. 2001, Cirman et al.

2004).

I1.1.4. Molekularni mechanismy exekuce apoptosy

V indukci apoptosy pusobi nekolik signalnich drah, které na zaklad¢ prevahy
apoptotickych nebo antiapoptotickych regulacnich proteini sméruji nebo naopak zablokuji
pfechod buiiky do zavéreéné faze indukce apoptosy. V zavérecné fazi indukce apoptosy
jsou aktivovany exekucni proteasy nazyvané kaspasy. Kaspasy mizeme rozdélit do dvou
skupin podle procest, kterych se ucastni. VétSina kaspas se uplatiiuje v apoptotickém
procesu a mensi ¢ast je zodpovédnad za proteolytickou upravu cytokinii (Festjens et al.
2006, Kuranaga & Miura 2007, Lamkanfi et al. 2007)

Kaspasy jsou cysteinové proteasy Sté€pici za kyselinou asparagovou. VSechny jsou
syntetisovany v neaktivni form¢ zymogenu a oznaceny jako prokaspasy. K jejich aktivaci
je zapotiebi proteolytického rozstépeni prokaspasy na malou a velkou podjednotku.
Aktivni kaspasa je poté slozeny tetramer z dvou malych a dvou velkych podjednotek. Na
zaklad¢ jejich struktury, kterd zaroven odrazi i jejich postaveni v signdlni kaskadg,
muzeme apoptotické kaspasy rozdélit do dvou skupin (Earnshaw et al. 1999, Stennicke &
Salvesen 2000, Donepudi & Grutter 2002).

Prvni skupinu tvoii inicia¢ni kaspasy 2, 8, 9, 10. Ty se od exekucnich kaspas lisi
zejména piitomnosti dlouhé N-koncové prodomény a v ni obsazenych DED (death efector

domain) a CARD (caspase recruitment domain). N-koncova prodoména slouzi k aktivaci

..........
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Jeden model kaspasové aktivace je zalozZen na priblizeni kaspas za ucasti “receptort
smrti“. 'V tomto modelu jsou prokaspasa 8 a 10 navazany ke ztrimerizovanému receptoru
smrti zprostfedkované ptes adaptorovy protein FADD (Fas associated death domain). Po
vazb¢é ligandu dojde k vytvofeni komplexu receptor, adaptorovy protein a prokaspasa
oznacovany jako DISC (death inducing signaling complex), ktery umozni proteolytickou
upravu prokaspasy na aktivni formu (Obr. 2.) (Kischkel et al. 2000, Sprick et al. 2002,
Curtin & Cotter 2003, Milhas et al. 2005).

V druhém modelu dochdzi k aktivaci prokaspasy 9 v proteinovém komplexu
oznacovaném jako “apoptosom®. Prokaspasa 9 je navazana k proteinu Apaf-1 (apoptosis
activating factor 1) pies CARD doménu. K této doméné se prokaspasa 9 miize dostat
pouze v piipadé¢ zmény konformace, kterd je zpiisobena ptitomnosti cytochromu ¢ a ATP.
Cytochrom c je standartn¢ lokalizovany v mitochondriich a pouze v piipad¢ destabilizace
mitochondrii dochazi k jeho uvolnéni a nasledné aktivaci kaspasy 9 v apoptosomu (Obr.
2.) (Adams & Cory 2002, Creagh et al. 2003, Bao & Shi 2007).

V tfetim modelu je aktivovana kaspasa 2 v proteinovém komplexu oznacovaném
jako “piddisom“. Prokaspasa 2 interaguje svoji CARD doménou s CARD doménou
adaptorového proteinu RAID (RIP associated ICH1/CED3 homologous protein with DD).
RAIDD se posléze vaze ptes svoji DD doménu k PIDD (p53-induced protein with DD)
proteinu, jehoz exprese je indukovana v odpovédi na stres proteinem p53. K aktivaci
kaspasy 2 neni nutna jeji proteolyticka uUprava jako u ostatnich kaspas, ale pouze jeji
dimerizace s jinou kaspasou 2. Autokatalytickd uprava kaspasy 2 je posléze dusledek
dimerizace (Obr. 2.) (Baliga et al. 2004, Tinel & Tschopp 2004).

Druhou skupinu tvoii exeku¢ni kaspasy 3, 6, 7 pisobici na konci signdlni kaskady.
proteasami jako je granzym B (Creagh et al. 2003, Trapani & Sutton 2003).

Aktivni exekucni kaspasy $tépi fadu proteinii oznacovanych jako “substraty smrti‘,
jenz vede ke zruSeni funkce téchto proteini nebo naopak k aktivaci do té doby
inhibovanych proteinti. Mezi “substraty smrti“ patii apoptotické regulatory (Bid, FLIP,
XIAP, Bcl-2, kaspasy), proteiny cytoskeletu a bunééné adheze (FAK-focal adhesion
kinase, cadheriny, actiny, filamin, spectrin, vimentin, jaderné¢ laminy, nucleoporiny),
proteiny bunécného cyklu (cycliny, Rb, p21, p27, Hdm2), proteiny DNA metabolismu
(PARP-poly(ADP-ribose) polymerase-2, ATM-Ataxia telangiectasia mutated protein,
ICAD-Inhibitor of caspase-activated DNase, Topo-isomerazy, XRCC-X-ray repair,
complementing defective), transkripcni faktory, proteiny RNA metabolismu (NFkB, Spl;
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hnRNPs), cytokiny, kinazy (Fyn, Lyn, AKT, MEK, Mst 1-3, PKCs, RIP) (Fischer et al.
2003, Timmer & Salvesen 2007).

Aktivované kaspasy lze stale regulovat jejich inhibitory. Inhibice je bud’ pfima do
katalytického mista, nebo nepfimé vyvazovanim adaptorovych proteini. Vnitrobunééné
regulatory kaspas patii do IAPs rodiny (inhibitors of apoptosis). Charakteristickym prvkem
téchto proteind je pfitomnost jejich BIR sekvenci (baculovirus IAP repeat) nutnych k jejich
funkci. Tyto inhibitory mohou byt negativné regulovany mitochondridlnimi proteiny
SMAC/Diablo nebo rozstépeny proteasou Omi/HtrA2 (Srinivasula et al. 2000, Salvesen &
Duckett 2002, van Loo et al. 2002, Song et al. 2003, Scott et al. 2005).

Samotna inhibice kaspas ¢asto nezabrani bunécné smrti, ale posune ji do procesu
nezavislého na kaspasach. Divodem je jednak zesileni signdlu smrti jinymi proteiny, které
mohou pusobit soubézné s kaspasami (catepsin, calpain). Navic, béhem regulacni faze
apoptosy dochazi k nevratnému poskozeni mitochondrii, kde spole¢né s cytochromem c
jsou uvolnény 1 endonukleasy AIF a endonukleasa G. Spolu s nimi mohou v zavérecné fazi
pusobit 1 jiné proteasy jako granzym B a Omi/HtrA2 (Kroemer & Martin 2005, Furre et al.
2006).

T
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Obr. 2 Schématicky obrazek znazoriujici signalizaci vedouci k aktivace kaspas a ucast
dalsich proteint v exekucni fazi apoptosy.
(Podle Kroemer & Martin 2005)
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I1.2. Zelezo a apoptosa

I1.2.1. Transport a metabolismus Zeleza

Eukaryotickd, ale i vétSina prokaryotickych bun¢k vyzaduje zelezo jako zékladni
soucast hemoproteinti, proteini obsahujici Fe-S klastry a tady proteinti zajiStujicich
nezbytné funkce v bunééném metabolismu pro své pieZiti a bunéénou proliferaci (Le &
Richardson 2002, Rees & Howard 2003, Hentze et al. 2004, Andrews & Schmidt 2007).
Zelezo je redoxné reaktivni prvek vyskytujici se ve dvou oxidativné redukénich stavech
Fe’" a Fe*". Tyto jeho chemické vlastnosti ho zaroveti délaji nebezpeénym pro buiiku. V
cytoplasmé je vétsina Zeleza ve formé Fe’™ a miiZe se tak Gdastnit Fentonovy reakce, kdy
pii reakei s peroxidem vodiku vznika Fe’* spoleéné s reaktivnim hydroxylovym radikalem,
ktery poskozuje lipidové membrany, proteiny a nukleové kyseliny. Proto jak nedostatek,
tak presyceni bunéénym zelezem muze zpisobovat bunécnou smrt a je tedy zddouci fadna
regulace bunééného Zeleza (Kruszewski 2003, Hentze et al. 2004).

Ptesto, ze se zelezo nachazi v ptirodé ve velkém mnoZzstvi, neni pro organismy
snadné ho ziskat zejména diky extrémné nizké rozpustnosti jeho stabilni Fe'™ formy ve
vodném prostiedi pii fyziologickém pH. Proto byly organismy donuceny vyvinout u¢inné
mechanismy pro transport a skladovani Zeleza. Pro transport této formy obratlovci a
néktefi niz8i organismy vyvinuly transportni protein transferin. Mensi mnozstvi Zeleza je
transportovano ve form¢ nizkomolekuldrnich chelati. VétSina nizkomolekularniho zeleza
v plasmé je vazana v citratu zelezitém (Sarkar 1970, Grootveld et al. 1989).

Vyluény zpiisob piijmu anorganického a hemového zeleza zpotravy je v
proximalni ¢asti tenkého stfeva polarizovanymi bunikami epitelu enterocyty. Absorbce
hemového Zeleza enterocyty je UCin€jSi neZ absorbce anorganického zeleza. Hemové
zelezo je transportovano pomoci aktivity HCP 1 (heme carrier protein 1) proteinu, nicméné
samotny metabolismus hemového Zeleza neni zcela objasnén (Obr. 3.) (Shayeghi et al.
2005).

Polarizovany enterocyt obsahuje na obou stranach komplex transportéru a enzymu
ménici oxidacéni stav Zzeleza. Pro pfijem zeleza zlumen stfeva vlastni enterocyt
ferrireduktasu Zeleza Deyt b redukujici Fe’™ na Fe?™ (Obr. 3.). Nicméné skute&nost, Ze mysi
bez tohoto enzymu nevykazovali zddny deficit Zeleza, naznacuje existenci jiné reduktasy

zeleza. Dvojmocné Zelezo je posléze transportovano pies plasmatickou membranu
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transportérem DMT1 (divalent metal transporter 1), patfici do rodiny Nramp (Obr. 3.)
(Hentze et al. 2004, Gunshin et al. 2005, Andrews & Schmidt 2007).

Pro bazolateralni pienos zeleza zenterocytu do télni cirkulace je nezbytny
ferroportin, dale vSak taky pro maternalné-embryondlni pfenos a export zeleza z tkané
makrofagt. Podobné jako DMT1 ptenasi ferroportin dvojmocné zelezo, které je posléze
oxidovano pfidruzenou ferroxidasou Zeleza heaphestinem nebo ceruloplasminem.
Uvolnény Fe’™ je nasledné navazan na sérovy protein transferin, ktery zajidtuje vétsinu
distribuce zeleza po téle (Obr. 3.) (Vulpe et al. 1999, Ganz 2005, Cherukuri et al. 2005).

Savéi buiky exprimuji dvé formy transferinového receptoru a to TfR1 a TfR2.
Transferin ma vétsi afinitu k TfR1 nez k TfR2 (Kawabata et al., 1999, Kawabata et al.
2000). Tento komplex je poté internalizovan receptorem zprostiedkovanou endocytosou. K
uvolnéni Fe’* z transferinu dojde aZz v kyselém prostiedi endosomu. Zelezo pienesené
z endosomu do cytoplasmy DMT]1 transportérem je nasledné inkorporovano do zelezo
obsahujicich proteinti nebo je skladovano pro pozd¢jsi vyuziti ve ferritinu (Obr. 3.).

Homeostdze vnitrobunééného zeleza je pfevazné fizena dvéma mRNA vézajicimi
proteiny oznaCovanymi jako IRP1(Iron Regulatory Proteinl) a IRP2. Molekuly mRNA
uréitych proteinti ucastnici se v metabolismu zeleza (ferritin, TfR1, Nramp2) obsahuji ve
své mRNA IRE (Iron Responsive Element) tseky. IRE se vyskytuje bud’ v 3 nepiekladané
nebo v 5'nepiekladané oblasti mRNA (Hentze & Kuhn, 1996, Richardson & Ponka, 1997,
Le & Richardson, 2002 ). Regulace IRP proteiny spoc¢iva v jejich schopnosti vazat se k
IRE. V ptipadé vazby na 3konec dochézi ke stabilizaci mRNA proti degradaci zatimco
vazbou na IRE v 5’konci dochazi k inhibici translace dané mRNA. Ferritin ma IRE usek
lokalizovany v 5'neptekladané oblasti, TfR1 a Nramp na 3’konci (Le & Richardson,
2002).

Samotny IRP1 pifi vysoké hladiné zeleza v bunce funguje jako cytosolicka
akonitasa a jeho afinita k IRE s vyssi hladinou zeleza v bunce klesa, zatimco pfi poklesu
vnitrobunécné hladiny zeleza stoupne afinita IRP1 k IRE. Regulace IRP2 je zaloZena na
jiném principu. Pfi nizkych hladinach nitrobunééného zeleza je IRP2 syntetizovan de novo,
zatimco se zvySujici se hladinou nitrobunééného zeleza je degradovan ubiquitinaci

(Kaptain et al. 1991, Emery-Goodman et al. 1993, Kim & Ponka 2000).
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Obr. 3. Schématicky nakres transportu zeleza.

(Upraveny podle Hentze et al. 2004)

I1.2.2. Dostupnost Zeleza a indukce apoptosy

Deprivace zeleza, ale i jeho nadbytek mohou zpiisobit indukci apoptosy nebo
alespont pozménit odpoved na indukei apoptosy jinymi stimuly (Fukuchi et al. 1994, Porter
et al. 1994, Fukuchi et al. 1995, Haq et al. 1995, Hileti et al. 1995, Kovar et al. 1997a, Ido
et al. 1999, Kim et al. 2000, Abeysinghe et al. 2001, Kovaf et al. 2001, Jiang et al. 2002,
Kotamraju et al. 2002, Cozzi et al. 2003, Truksa et al. 2003, Kotamraju et al. 2004,
Schlawe et al. 2004, Davireddy et al. 2005, Lee et al. 2006a,b, Ng et al. 2006).
Mechanismy indukce apoptosy deprivaci Zeleza nejsou stale presné pochopeny, navic se
zd4, Ze se mohou liSit v zavislosti na bunécné linii a zptsobu jakou byla deprivace zeleza
dosaZena.

Pro navozeni deprivace Zeleza jsou ve vétsiné studii pouzivany chelatatory zeleza

jako DFO (desferrioxamin), o-trensox, hinokitol, tachpyrin a pyridoxal isonicotinoyl
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hydrazone derivaty. Nicméné je zndmo, ze tyto chelatory mohou vazat kromé zeleza 1
vnitrobunéény zinek. Krom¢ chelatorti Zeleza, pouzivaji nékteré studie protilatky proti
transferinovému receptoru (Fukuchi et al. 1994, Porter et al. 1994, Fukuchi et al. 1995,
Hagq et al. 1995, MacLean et al. 2001, Buss et al. 2003, Yuan et al. 2004, Zhao et al. 2004,
Brard et al. 2006, Lee et al. 2006a, Ng et al. 2006).

V nasi laboratofi pro navozeni deprivace zeleza pouzivame snadno kontrolovatelny
model chemicky definovanych bezsérovych médii, kde deprivaci Zeleza navodime
odebranim saturovaného transferinu nebo citratu Zelezitého jako jediného zdroje Zeleza
(Kovar et al. 1997a, Kovar et al. 2001, Truksa et al. 2003, Koc et al. 2005, Koc et al.
2006).

Publikovana data ukazuji na mechanismus zavisly i1 nendvisly na proteinu p53,
ktery vede k translokaci apoptotického proteinu Bax do mitochondridlni membrany a
naslednému vyliti cytochrome ¢ do cytosolu. Déle rovnéz dochazelo k aktivaci kaspas 3, 9,
8, nicméné bunécna smrt nebyla inhibitory kaspas zcela zablokovana (Truksa et al. 2003,
Koc et al. 2005, Brard et al. 2006, Lee et al. 2006b, Ng et al.20006).

Dalsi studie ukazali na moznost ucasti kindz p38 a ERK-1, -2, které jsou po aplikaci
chelatori Zzeleza fosforylovany a nasledkem jejich aktivace dochazelo kuvolnéni
cytochromu ¢ z mitochondrii (Kim et al. 2002, Lee et al. 2006a).

Nedavno byly identifikovany systémy receptor/ligand (myssi 24p3/24p3R a lidsky
NGAL/NGALR) schopné vyvolat deprivaci zeleza v bunice. Tyto ligandy byly
internalizovany do bunky, at’ uz byl nebo nebyl ligand nasyceny Zzelezem. V piipade
nenasycené¢ho ligandu dochazelo k vyvazani bunééného Zeleza na ligand a jeho uvolnéni
ven zbuilky. Naslednd deprivace Zeleza vedla kzvySené expresi a aktivaci

proapoptotického proteinu Bim (Devireddy et al. 2005).

I1.2.3. Klinické vyuziti indukce apoptosy deprivaci Zeleza

Ukazalo se, ze nékteré typy nadort (nadory prsu, mocového méchyte, prostaty,
leukemie, neuroblastomy a lymfomy) zvySuji expresi transferinového receptoru pro
pokryti nartstajici potfeby Zeleza (Faulk et al. 1980, Sutherland et al. 1981, Keer et al.
1990, Basar et al. 1991). ZvySena potieba Zeleza u nadorovych bunck proto vedla

k tvaham o pouziti deprivace Zeleza v nadorové terapii. V protinadorové 1€cbé byli
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doposud aplikovany tyto strategie deprivace zeleza: (1) pouziti galitych soli, (2) pouziti
chelatorit Zeleza a (3) pouziti protildtek proti transferinovému receptoru nebo jejich
vzajemné kombinace.

Trojmocné galium je schopné inhibice rustu nadorti prevazné diky jeho blizké
podobnosti s trojmocnym Zelezem. Jeho UCinek spociva v silné kompetitivni vazbé
k transferinu a déale v jeho interakci s ribonukleotid reduktasou, enzymem zavislym na
zeleze. Nefunk¢nost tohoto enzymu posléze vede k nedostatecné zasobé dNTP a nasledné
inhibici DNA syntézy. V soucasnosti jsou testovany nové pfipravované komlexy s galiem
pro efektivni u¢innou oralni aplikaci a to zejména proti lymfomim a naddoru mocového
méchyfe (Chitambar 2004a, Chitambar 2004b, Jakupec & Keppler 2004, Rudnev et
al.2006).

Vysokoafinitni nizkomolekuldrni cheldtory Zeleza nabizeji pfimou metodu
deprivace bunééného zeleza. Nejvice studii pouzivajicich chelatory zeleza se zaméfilo na
DFO (deferoxamin), ktery je primarn¢ pouzivany v lé€b€ nemoci s nadmérnou kumulaci
zeleza v téle. Ackoliv bylo prokézdna jeho schopnost potlacit rst nador v klinickych
zkouskach, jeho Gc¢innost byla limitovana slabou prostupnosti plasmatickou membranou a
vyvazanim bunééného Zeleza. Tyto omezeni vedli k syntéze a testovani mnoha novych
chelatori Zeleza s vétSi ucinosti nez DFO jako jsou Triapine, Pyridoxal, isonicotinoyl
hydrazone, O-Trensox, desferrithiocin, desferriexochelin, di-2-pyridyl thiosemicarbazones
a tachpyridin (Richardson 1998, Rakba et al. 2000, Kicic et al. 2001, Feun et al. 2002,
Chong et al. 2002, Buss et al. 2004, Yuan et al. 2004, Turner et al. 2005).

Dalsim pftistupem je zablokovani transferinového receptoru (TfR) monoklonalnimi
protilatkami. Bylo prokézano, Ze kombinaci vice protilatek nebo 1 v kombinaci s DFO
dochézelo k inhibici proliferace nadorovych bunék. Navic konstrukci chimernich protilatek
proti TfR pouzitim lidského Fc fragmentu muze byt snizena antigenicita protilatek a
zesilen protinadorovy ucinek (Kemp et al. 1992, Kemp et al. 1995, Moura et al. 2004, Qing
et al. 20006).

Je tedy zfejmé, Ze deprivace Zeleza piredstavuje slibny prostiedek protinddorové

1é¢by s moznosti dal$iho rozvijeni zminénych ptistupti.
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I1.3. Taxany a apoptosa

I1.3.1. Struktura, transport a metabolismus taxani

Taxany representuji novou skupinu protinddorovych Ié¢iv. Klinicky pouzivané
taxany jsou paclitaxel (Taxol™) a docetaxel (Taxotere™) (Obr. 4.) (Geney et al. 2002).
Paclitaxel byl pavodné izolovan zkary tisu Taxus brevifolia zatimco docetaxel
representuje semisynteticky produkt z prekurzoru izolovaného z evropského tisu Taxus
baccata (Miller & Ojima 2000, Fitzpatrick & Wheeler 2003).

Taxany patii do skupiny mitotickych jed vazici se k B podjednotce tubulinového
dimeru. Touto vazbou taxany prosazuji polymeraci mikrotubuld, inhibuji mikrotubularni
depolymerizaci a meéni mikrotubuldrni dynamiku. Nasledkem téchto zmén dochazi
k naruseni mikrotubularni sit¢ vyzadované v mitose (Wang et al. 2000, Fields & Runowicz
2003, Crown et al. 2004, Diaz et al. 2004, Jordan & Wilson 2004).

Taxany jsou metabolizovany (hlavné oxidovéany) v jatrech a jejich metabolity jsou
exkretovany do zluce. Enzymy zodpovédné za oxidaci taxand patii do rodiny CYP
(cytochrom p) (Dorr 1997, Vaishampayan et al. 1999). Hlavnim lidskym metabolit
paclitaxelu je C6 o-hydroxypaclitaxel a minoritné zastoupeny metabolit C3°
hydroxypaclitaxel plus dalsi deacetylované formy paclitaxelu (Walle et al. 1995, Desai et
al. 1998). Docetaxel je pozménén na hydroxydocetaxel a poté metabolizovan na dva
hydroxyoxazolidiony and oxazolidinon (Shou et al. 1998). Oxidace jak paclitaxelu tak,
docetaxelu vede k tvorbé¢ mnohem méné ucinéjsich latek nez jsou oba ptivodni taxany.

Vyznamnym problémem pii 1é¢bé nadora je resistence na jednotliva 1éCiva. Tento
fenomén, nazyvany “Multidrug resistance” (MDR), je hlavné zptusoben P-glykoproteinem
(P-gp), jenz je exportni pumpa patiici do rodiny ABC transportérti. P-gp je zodpovédny za
vypumpovani 1é¢iva z buiiky, jehoz nasledkem je snizend ucinnost dané¢ho 1éciva v 1é¢bé
nadoru (Malingre et al. 2001, Bodo et al. 2003). Slibnym feSenim k problému resistence
muze byt syntesa novych derivati taxant, které sami o sob€ jsou schopné inhibovat P-
glykoprotein (Ferlini et al. 2000, Jordan et al. 2002, Ferlini et al. 2003a). Dalsi pfi¢inu
resistence u nadorovych bun¢k representuji tubuliny. Snizena exprese o-tubulinu vede k
zvySeni citlivosti na léCbu paclitaxelem zatimco snizeni celkové exprese 1 tubulinu
vyvolava zvySenou resistenci bun€k k paclitaxelu (Kyu-ho et al.2000, Wang & Cabral
2005).
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Docetaxel Paclitaxel

Obr. 4. Struktura paclitaxelu a docetaxelu.

I1.3.2. Indukce apoptosy taxany

Ackoliv schopnost taxantl (paclitaxel, docetaxel) poskodit dynamiku mikrotubult je
dobfe zdokumentovana, samotny molekularni mechanismus jakym taxany indukuji
apoptosu neni stale presné objasnén. Je ziejmé, ze aplikace taxani vede ke stabilizaci
mikrotubull v mitotickém vieténku a naslednému bloku bunék v G,/M fazi bunééného
cyklu. V piipadé uvolnéni bunck z mitotického bloku bez prodé€lané citokinese, dojde ke
vzniku tetraploidnich G1 bunék, u kterych nastane zvysené stépeni PARP proteinu, které
se pouziva jako indikator apoptosy (Chen et al. 2003).

Proces indukce apoptosy muze v zavislosti na bunééném typu a jinych faktorech
zapojit vice signalnich drah, nicméné nékteré zmény jsou piitomny vzdy. Napiiklad bylo
prokazano, ze ptisobeni taxanil indukuje fosforylaci Bcl-2 (Haldar et al. 1997, Blagosklony
& Fojo 1999, Brichese et al. 2002). Avsak pro¢ k tomuto jevu dochazi neni zatim zcela
objasnéno. Neékteré studie ukazuji na pouhé spojeni s mitotickym blokem nez s indukci
apoptosy (Scatena et al. 1998). Jiné prace uvadi spojitost s apoptosou pies ztratu
fosforylovaného Bcl-2 vyvazovat proapoptoticky Bax (Haldar et al. 1995, Srivastava et al.
1998). Navic, krom¢ samotné fosforylace Bcl-2, je aplikace taxant také spojena se
snizenou expresi Bel-2 (Ferlini et al. 2003b). K resistenci bun¢k k u¢inktim taxanil ptispiva
1 survivin, u kterého dochézi kratce po aplikaci taxanii k zesilené expresi. Survivin psobi
jednak v cytoplasmé jako bunécny inhibitor kaspas a jednak v jadfe se nachézejicim
komplexu proteint kontrolniho bodu mitotického vieténka, ktery blokuje tinik bunky z G,/
M bloku a naslednou apoptosu. (Ling et al. 2004, Bergstralh & Ting 2006, Pratt et al.
2006).
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Indukce apoptosy taxany je pravdépodobné nezavisla na proteinu p53. Avsak zda se
byt jisté, Ze se zde uplatiiuje mitochondridlni drdha, vcetné uvolnéni cytochromu c a
aktivace kaspasy 3 a 9 (Moos and Fitzpatrick 1998, Gangemi et al. 2000, Abal et al. 2003,
Ganansia-Leymarie et al. 2003, Ehrlichova et al. 2005). Pro u¢ast mitochondridlni drahy
napovida i1 regulace kaspasy 9 komplexem CDK1/cyclin B1. Fosforylovana kaspasa 9 neni
schopné aktivace, ale jak ubyva cyclin B1, klesd negativni fosforylace kaspasy 9 a naopak
roste procento bunék indukujicich apoptosu po aplikaci mitotickych jedd (Allan & Clarke,
2007). Nicméné to zfejmé neni jediny mechanismus indukce apoptosy paclitaxelem, nebot’
u nékterych bunécénych linii je bunééna smrt nezavisla na kaspase 3 a kaspase 9 (Ofir et al.
2002).

Relativné nedavno byla popsana aktivace kaspasy 8 a kaspasy 10, jenz se aktivuji
v komplexu DISC na intraceluldrni strané receptort smrti. Aplikace taxani kromé samotné
aktivace kaspasy 8 a kaspasy 10 snizovala expresi inhibitoru cFLIP, ptisobiciho pravé na
tyto kaspasy (Park et al. 2004, Day et al. 2006).

Indukce apoptosy taxany v sobé zahrnuje charakteristické zmény v genové expresi
a aktivaci MAPKs (mitogen activated kinase), Raf-1, PTK (protein tyrosine kinases), JNK
(c-Jun NH(2)-terminal kinase) a cyclin-dependent kinases (Stone & Chambers 2000, Wang
et al. 2000, Boudny & Nakano 2003, Broker et al. 2004, Gruber et al. 2004, Mabuchi et al.
2004, Stumm et al. 2004).

I1.3.3. Klinické vyuziti indukce apoptosy taxany

Paclitaxel (Taxol®) a docetaxel (Taxotere™) pati mezi jedny z nejvice pouzivanych
chemoterapeutik v 1é€bé rakoviny prsu, vajecniku, plic, prostaty a s ¢asteCnou uspesnosti
v 1écbé rakoviny krku, jicnu a hlavy. I pfes skute€nost mozného zplsobeni jistych
vedlejsich efektl jako jsou neutropenie, zaludecni nevolnost, stfevni zanét, se taxany staly
Siroce pouzivané chemoterapeutikum. Kromé samostatné aplikace taxanii se muizeme
v posledni dob¢ setkat s 1écbou kombinovanou s chemoterapeutiky jako jsou slouceniny
platiny, antracykliny, analogy nukleotidii nebo v kombinaci s ozafovanim nadort. Ukazuje
se, ze tyto kombinované terapie maji lepsi ucinek nez samotny paclitaxel a docetaxel

(Ragazzi et al. 2002, Guastalla & Dieras 2003, Li et al. 2004, Onda et al. 2004, Sit et al.
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2004, Allal et al. 2006, , Hurley et al. 2006, Chakravarthy et al. 2006, Chu et al. 2006,
Belani et al. 2007).

Dalsi varianta zvySujici U€¢innost 1é€by taxany je syntesa novych analogl taxant.
Ukazuje se, Ze tyto nové analogy taxanti maji vétsi uc¢innost v piekonani resistence nadord
zpusobené hlavné zesilenou expresi ABC transportéra (Ferlini et al. 2000, Jordan et al.
2002, Ferlini et al. 2003a, Geney et al. 2005, Kuznetsova et al. 2006, naSe nepublikované
data).
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I1.4. Porfyriny a apoptosa

11.4.1. PDT a porfyriny

Fotodynamicka terapie (PDT — photodynamic therapy) je specialni forma terapie,
ktera ptitahuje zajem jako novy pfistup k 1é€bé nadorovych onemocnéni. Tato metoda
vyuziva fotosensitivni latky (PS — photosensitizer), pfednostné se akumulujici v nddorové
tkani, a lokalni ozéafeni svétlem generovanym leaserem k vyvolani reakce v buice.
Aktivace fotosensitivni latky po absorbci svételné energie prevadi tuto latku ze zédkladniho
stavu 'PS do excitovaného siglového stavu 'PS*. Z tohoto excitovaného stavu se PS* mize
vratit zpét do zakladniho stavu vyzafenim fluorescence, jenz se dd vyuzit pro fotodetekei.
Pro PDT terapii je vSak podstatné, ze PS podstoupi konverzi elektronového spinu na jeho
tripletovy stav *SP*. Takto excitovany *SP* v piitomnosti kysliku mizZe pfimo reagovat se
substratem a vytvaret radikaly a radikdlové ionty, které nakonec reaguji s kyslikem za
tvorby ROS (reakce typu I). Druhou moznosti je pfenos energie pfimo na kyslik za vzniku
singletového kysliku 'O, (reakce typu II), jenz piedstavuje nejvice poskozujici ROS
produkovany PDT (Obr. 5.) (Castano et al. 2004, Triesscheijn et al. 20006).

Type | reaction Radicals E—
’_b + substrate |
WV e pe’ L Radical ions —»= 'PS

'PS PS ~°PS -

Type Il reaction

+ Oz — - 101 e

Fluorescence ——=

Obr. 5. Princip fotodynamické terapie.
(Podle Triesscheijn et al. 2006)

PDT terapie zavisi zejména na fotosensitivni latce. Idedlni fotosensitivni latka by
méla splnovat né€kolik zésad. Zakladem je minimalni toxicita dané latky pfed ozarenim a
zaroveil by nemélo dochazet ani k alergické reakci po aplikaci do téla. PS se musi
preferenéné akumulovat v nddorovych tkanich. Rovnéz je vyhodné, aby PS absorbovala

svétlo v rozmezi vinovych délek 600 — 800 nm. Divodem je lepsSi prostupnost tkanémi a
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omezeni fotosensitivity ktize. Omezeni 800 nm je dano jiz neuCinnym prenosem energie
z tripletového stavu na singletovy kyslik (Castano et al. 2004).

Fotosensitivni latky mizeme rozdélit do 3 rodin podle odvozeni jejich struktury od
(1) porfyrinu, (2) chlorofylu a (3) barviva s fotodynamickym ucinkem. Nejvice
zastoupenou skupinou fotosensitivnich latek pouzivanych v PDT metodé jsou derivaty
porfyrint, které jsou uméle syntetisovany. Porfyrinovy kruh je vSak sdm o sobé
hydrofobni, coz vede k tvorbé agregati v télnich tekutinidch a tkanich. Nasledkem toho
klesa optimalni biologické lokalizace a fotodynamicka aktivita. Pro zlepSeni vlastnosti je
zakladni struktura porfyrinu v pozici meso substituovana riznymi skupinami, jimiz se od

sebe jednotlivé derivaty odlisuji (Obr. 6.) (Oleinick et al. 2002, Castano et al. 2004).

meso
T~

position

T~ position

~ B position

Porphyne - the simplest porphyrin

Obr. 6. Jednoduchy porfyrinovy makrocyklus.

11.4.2. Molekuliarni mechanismus indukce bunééné smrti porfyriny

Jak jiz bylo zminéno interakce fotosensitivni latky se svétlem vede za ptitomnosti
kysliku k tvorbé ROS. PDT produkujici ROS likviduje nadory n¢kolika mechanismy. PDT
pusobi (1) pfimo na nadorové bunky, (2) poskozuje vaskularizaci nadoru a tim pterusi jeho
zasobeni zivinami a kyslikem, (3) plisobi na imunitni systém (Korbelik 1996, Krammer
2001, Dolmans et al. 2002, Oleinick et al. 2002, Duijnhoven et al. 2003, Castano et al.
2006).

Molekularni mechanismus a typ bunécné smrti zavisi na fad¢ faktord. Jedna se
zejména o davku PS, intesitu zafeni, lokalizaci fotosensitivni latky v buiice a bunécny typ.
Obecné plati, ze se vzristajici koncentraci fotosensitivni latky a délkou osviceni i roste
procento bunék umirajicich nekrosou. Stejné tak lokalizace fotosensitivni latky
v cytoplasmatick¢ membrané mize zpusobit odliSny typ bunééné smrti nez lokalizace

v mitochondriich (Oleinick et al. 2002, Almeida et al. 2004).
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Vzhledem k variabilité jednotlivych porfyrini a jejich odliSnou lokalizaci v buiice
je zfejmé, ze mechanismus indukce apoptosy bude zahrnovat vice nez jednu signdlni
drahu, ackoliv pocate¢nim impulsem vSech porfyrinli je tvorba ROS. V mechanismu
indukce apoptosy porfyriny se mohou uplatiiovat ob& hlavni apoptotické drahy, (1) draha
receptorti smrti a (2) mitochondridlni dréha.

Nékteré porfyriny mohou indukovat piechodné zvysSenou expresi jak FasR tak
FasL, coz vede k multimerizaci FasR a nésledné interakci s adaptorovym FADD proteinem
a posléze aktivaci kaspasy 8. In vivo studie rovnéZ prokazaly indukci apoptosy u
nadorovych bun¢k s povrchovou expresi FasR. Naopak pouziti protilatek proti FasR vedlo
k poklesu apoptosy. Kromé¢ indukce multimerizace FasR po navazani FasL byli
detekovany 1 systémy kde samotné pouziti porfyrinu vedlo k pfimé multimerizaci FasR bez
ucasti FasL (Ahmad et al. 2000, Yokota et al. 2000, Ali et al. 2002, Tan & Hunzinker
2003, Zhuang & Kochevar 2003).

Studie sledujici lokalizaci jednotlivych derivati porfyrini ukazaly, ze jejich
lokalizace je dana vyslednym nabojem. Derivaty porfyrini se zdpornym nabojem se
prednostné lokalizuji v lysosomech a indukuji apoptosu porusenim lysosomtl a nésledném
zapojeni mitochondridlni drahy zatimco derivaty porfyrini s vyslednym kladnym ndbojem
se prednostné lokalizuji do mitochondrii odkud pifimo a rychleji indukuji apoptosu
(Woodburn et al. 1991, Nagata et al. 2003).

Dtlezitym faktorem v PDT je zvoleni sprdvného intervalu mezi podanim PS a
naslednym ozafenim. Pokud totiz neni PS pln¢ lokalizovana v nadoru, piisobi dana PS i na
bunky endotelia. Naptiklad klinicky pouzivany Photofrin zptsobuje zuzeni cév,
propustnost pro velké makromolekuly, leukocytarni adhezi a tvorbu trombi. Zuzeni cév
muize byt spojeno s inhibici a uvoliovanim NO. To vSe muze pfispivat k poskozeni
endotelia cév zasobujicich nador (Fingar et al 1993, Gilissen et al. 1993).

Dalsim faktorem, ktery je zapojen v mechanismu destrukce nadoru pouzitim PDT
terapie je 1 samotny imunitni systém. Ukazuji na to zejména studie s transplantaci nadorti
do imunosupresivnich a imunokompetentnich mysi. Imunokompetentni mysi lécené PDT
terapii vykazovaly resistenci k opétovné transplantaci nadoru, zatimco mysi, u nichz byl
pied opakovanou transplantaci nadoru poskozen imunitni systém, nebo mysi jenz byly
poprvé vyléceny chirugickym zakrokem, neprokézaly Zadnou resistenci k tomuto nadoru.
Ucast imunitniho systému podporuje i fakt, Ze pienos bundk imunitniho systému z mysi

lécené PDT terapii do mysi s poskozenym imunitnim systémem vedl k 1écbé daného
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nadoru (Canti et al. 1994, Korbelik et al. 1996, Hendrzak-Henion et al. 1999, Korbelik &
Dougherty 1999).

Krom¢ dlouhodobé protinddorové 1éEby mize PDT generovat zanétlivou odpoved.
PS lokalizované v plasmatickych nebo organelovych membranach vedou k aktivaci
fosfolipas a degradaci fosfolipidii spojenou s mohutnym uvolfovanim zanétlivych

mediatora (Castano et al. 2005b, Castano et al. 20006).

I1.4.3. Klinické vyuziti fotodynamické terapie

Fotodynamicka terapie nachazi stidle vétsi uplatnéni v 16€bé nddorovych
onemocnéni (nadory mozku, krku, hlavy, plic, jicnu, Zaludku). Jako prvni byl pro klinické
pouziti schvalen Photofrin®, derivat hematoporfyrinu. V soudasnosti je jiz n&kolik
schvalenych PS pro pouziti v klinické praxi (Foscan®, Visudyne®, Levulan®, Metvix®) a
nadale pokracuje vyvoj tieti generace PS, jenz by m¢éli splnovat charakteristiky uvedené
vyse (Brown et al. 2004, Huang 2005, Triesscheijn et al. 2006)

Pro zvySeni ucCinnosti PDT terapie mizeme pouZzit kombinaci s hypertermii.
Hypertermie poskozuje tkan pfimo i nepiimo uvnitf nddoru narozdil od PDT, kde se
fotodynamicky uc¢inek mtze snizit vlivem nedostate¢ného mnozstvi kysliku. Hypertermie
ptisobi selektivné na hypoxické bunky, protoze tyto bunky s redukovanym pH jsou velmi
citlivé na hypertermni ptsobeni z divodi nedostatku vyzivy zajiStované krvi (Frank et al.
2003, Luksiene 2003, Chekulayeva et al. 2004, Yanase et al. 2005, Yanase et al. 2006).
Kromé protinddorové 1é¢by se PDT ukazuje jako vhodny prostfedek proti lokalnim
bakteridlnim infekcim. Nékeré PS jsou schopné inkorporovat se do bunéénych stén a zvysit
tak propustnost pro dals§i molekuly PS pusobici na plasmatické membrany bakterii a
kvasinek. Navic pro usmrceni patogent sta¢i mnohem jemnéj$i podminky, které zajistuji
vysoky stupeii selektivity k hostitelské tkani. Potencialnimi cily protibakterialni PDT jsou
zejména atopické dermatitidy, acne vulgaris, n¢které infekce dutiny ustni a infikované rany
(Demidova & Hamblin 2004, Maisch et al. 2004, Lambrechts et al. 2005, Maisch et al.
2005, Jori 2006).
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ITI. Komentar k prezentovanym publikacim

I11.1. Indukce apoptosy deprivaci Zeleza

Pro studium mechanismu indukce apoptosy deprivaci zeleza jsme zavedli novy
zpisob navozeni deprivace zeleza. V nasi laboratofi jsme pfipravili chemicky definovana
bezsérova média, kde jako jediny zdroj Zeleza byl saturovany transferin nebo citrat
zelezity. Pro navozeni deprivace zeleza jsme pouze odebrali zdroj zeleza (transferin nebo
citrat zelezity) z kultivaéniho média. Tento systém poskytuje piimé disledky deprivace
zeleza vedouci k indukci apoptosy, narozdil od chelatorti zeleza (Kovar et al. 1997a).
Chelatory zeleza sice vazi zelezo s vétsi afinitou nez ostatni kovy, avSak jsou schopné téz
vyvazovat jiné bioaktivni kovy jako zinek a méd. Pouziti cheldtort zeleza tak mtize vést ke
skreslenym udajim tykajici se mechanismu indukce apoptosy deprivaci Zeleza. Proto se
domnivame, Ze nami pouzivany systém poskytuje relevantnéjsi data.

Abychom odlisili zmény spojené pouze s indukci apoptosy deprivaci zeleza od
zmén vyvolanych pouze samotnou deprivaci zeleza, pouzivame srovnani bunécéné linie
sensitivni a resistentni k indukci apoptosy deprivaci Zeleza.

Prvni studie odhaluje vzestupné jednotlivé klicové kroky mechanismu indukce
apoptosy deprivaci zeleza u myssich nadorovych bunék. Popsana signalni draha zahrnuje
translokaci proapoptotického proteinu Bax na mitochondrie az po zavéreCnou aktivaci
exekucni kaspasy 3 (Koc et al. 2005).

Druhd studie se tykd zmény sensitivity lidskych nédorovych bunck k indukci
apoptosy deprivaci Zeleza v zavislosti na adaptaci bun€k k riznému zdroji dostupného
zeleza, tzn. deprivace Zeleza vyvolala odlisnou odpovéd u bun¢k adaptovanych na citrat
zelezity jako jediny zdroj zeleza ve srovnani se stejnymi builkkami adaptovanymi

k transferinovému Zelezu (Koc et al. 2006)
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III.1.1. Indukce apoptosy deprivaci Zeleza zahrnuje translokaci Bax proteinu a

naslednou aktivaci mitochondrialni drahy

Koc M., Nadovd Z., Truksa J., Ehrlichovda M., Kovéai J.: Iron deprivation induces
apoptosis via mitochondrial changes related to Bax translocation. Apoptosis, 10(2): 381-

93, 2005.

Z ptedchozi prace jsme védeli, ze mechanismus indukce apoptosy deprivaci zeleza
neni zavisly na aktivaci proteinu p53 a déle ani na zméné exprese regulacnich proteini Bax
a Bcl-2 (Truksa et al. 2003). Jelikoz jsme neidentifikovali Zzddné zmény na urovni exprese
u proteinti UcCastnici se regulace apoptosy, rozhodli jsme se otestovat signalni drdhu
vzestupné a to od exekucnich kaspas, ti€astnicich se exekuce apoptosy.

Ve studii byli pouzity sensitivni (38C13) a resistentni (EL4) myS$i bunécné linie
k indukci apoptosy deprivaci Zeleza. Obé bunécné linie jsou hematopoietického ptvodu,
kde sensitivni bunécna linie 38C13 je B lymfom a resistentni bunécna linie EL4 je T
lymfom. V prvnim kroku jsme otestovali hlavni exeku¢ni kaspasu 3. Prokazali jsme Gcast
aktivované kaspasy 3 v disledku indukce apoptosy deprivaci zeleza u sensitivnich 38C13
bunck.

V dalsim kroku jsme sledovali kaspasu 9, ktera je jedna z potencidlnich proteas
38C13 bunék v indukci apoptosy deprivaci Zeleza. U resistentnich EL4 bunck jsme
nezaznamenali zadnou aktivaci kaspasy 9 v disledku deprivace Zeleza. Z publikovanych
vysledki je znamo, Ze k aktivaci kaspasy 9 vede vyliti cytochromu ¢ z mitochondrii.

Pomoci konfokalni mikroskopie a bunééné frakcionace jsme skutecné detekovali
uvolnéni cytochromu c¢ do cytosolu u sensitivnich 38C13 bun¢k v disledku indukce
apoptosy deprivaci Zeleza. Navic, uvolnéni cytochromu c¢ bylo spojeno s poklesem
mitochondrialniho membranového potencidlu. Resistentni EL4 bunky nevykazovali
zadnou z vySe uvedenych zmén.

Dale nas zajimalo zda je porucha integrity mitochondrii spojena s proapoptotickymi
proteiny Bcl-2 rodiny, konkrétné jsme sledovali protein Bax. Vysledky z konfokalniho
mikroskopu jednoznacné ukézaly translokaci Bax proteinu na mitochondrie u sensitivnich
38C13 bunék. Vysledek byl také potvrzen pomoci western blotu s detekovanym Bax

proteinem v mitochondrialni frakei.
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Zaveérem muzeme shrnout, ze kliCovym krokem indukce apoptosy deprivaci zeleza
je translokace proapoptotického proteinu Bax z cytosolu na mitochondrie. Permeabilizace
mitochondrii zpisobena translokaci proteinu Bax nésledné¢ vyvolava kolaps
mitochondridlntho membranového potencidlu a wvyliti cytochromu ¢ do cytosolu.
Cytochrom c spole¢né s Apaf-1 proteinem a prokaspasou 9 vytvoii komplex apoptosom,
kaspasou 9.

Nezodpovézenou otdzkou vsak zlstava zplsob aktivace proteinu Bax, jenz tento
protein sméfuje na mitochondrie a spolecné stim i mechanismus, jakym protein Bax
ptisobi na mitochondriich. Zda se jedna o pifimou tvorbu kanélu sloZzenych z Bax proteinti
nebo zda dochazi pouze k interakci s VDAC (voltage dependent anion channel) a jeho

naslednému otevieni.

II1.1.2. Sensitivita bunék k indukci apoptosy deprivaci Zeleza se reversibilné

méni v zavislosti na dostupnosti Zeleza

Koc M., Nad'ova Z., Kovar J.: Sensitivity of cells to apoptosis induced by iron deprivation

can be reversibly changed by iron availability. Cell Prolif., 39(6): 551-61, 2006.

Podobné jako u prvni studie jsme se pokusili pfispét k objasnéni mechanismu
indukce apoptosy deprivaci Zeleza u lidskych nadorovych bunck, konkrétné jsme pouzili
sensitivni Raji a resistentni Jurkat bunky. Stejné jako v mySim modelu tak i u lidského
modelu byla sensitivni linie B lymfom a resistentni T lymfom. U obou studovanych
modell byl prokdzdn mechanismus nezavisly na proteinu p53 a ocekavali jsme podobné
jako u mysiho modelu Gc¢ast mitochondrialni signalni drahy i u lidského modelu. AvSak
vysledky naznacuji, Ze mechanismus indukce apoptosy deprivaci Zeleza u lidskych bunék
nezahrnuje ucast mitochondrii (nepublikovana data).

Z diivodu odlisnych vysledkli mezi lidskym a myS$im modelem bylo v nasem zajmu
ziskat Raji klon resistentni k indukci apoptosy deprivaci Zeleza pro porovnani stejné
bunécné linie. Abychom ziskali resistentni Raji klon, rozhodli jsme se postupné snizovat
koncentraci zeleza v kultivaénim bezsérovém médiu. Pro lepsi manipulaci s koncentracemi
jsme nahradili saturovany transferin ekvivalentnim mnozstvim citratu Zelezitého

v pocateéni koncentraci 500 puM. Po vyméné transferinu v médiu ekvivalentnim
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mnozstvim citratu zelizitého doslo k zpomaleni bunécné proliferace Raji bunék, zptisobené
pravdépodobné adaptaci na odliSny zdroj zeleza. Po kazdych 8 pasazich jsme Raji buitkkdm
snizili koncentraci citratu Zelezitého v médiu na 200, 100 a kone¢nych 50uM. Tyto buiky
kultivované v definovaném médiu s 50uM citratem zelezitym byly oznaceny Raji/lowFe.

Raji a Raji/lowFe bunky byly posléze vystaveny deprivaci zeleza na 96h. Béhem
48h doslo u 30-50% Raji bun¢k k indukci bunééné smrti a po 96h byla jiz indukce bunééné
smrti 100%. AvSak Raji/lowFe buiiky béhem 96h deprivace zeleza nevykazovaly Zadné
znamky bunééné smrti, ale naopak byly schopné dal proliferovat. Nyni jsme ziskali
resistentni klon k indukci apoptosy deprivaci Zeleza.

Poté co jsme zjistili, ze Raji/lowFe jsou resistentni k indukci apoptosy deprivaci
zeleza, jsme readaptovali tyto builky na médium s transferinem. Tyto builky jsme opét
vystavili deprivaci zeleza po dobu 96h. Nésledkem readaptace na transferinové médium se
tyto bunky staly sensitivni k indukci apoptosy deprivaci Zeleza, coz ukazuje na skute¢nost,
ze zména sensitivity k indukci apoptosy deprivaci Zeleza nebyla u téchto Raji bunck
zpusobena zadnou genetickou zménou. Buiiky readaptované na médium s transferinem
jsme oznacili Raji/lowFe-re.

Dale jsme prokézali, ze indukce apoptosy deprivaci zeleza vede k aktivaci exekuéni
kaspasy 3 pouze u sensitivnich Raji bun€k a ne u resistentnich Raji/lowFe bunck. Zbylé
exekuéni kaspasy 7 a 6 nejsou v mechanismu indukce apoptosy deprivaci zeleza
zucastnény.

Zminéné vysledky ukazuji, ze sensitivita k ur¢itému stimulu bunéné smrti zavisi
na konkrétnim metabolickém stavu bunky. Navic Raji/lowFe bunikky mohou poslouzit pro

objasnéni vztahu metabolismu Zeleza k bunééné smrti.
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I11.2. Transport Zeleza

Intracelularni hladina Zeleza zavisi na jeho transportu pies plasmatickou membranu.
Hlavnim zdrojem Zeleza pro bunku je receptorem zprostiedkovand endocytosa
transferinového receptoru s navazanym ligandem. Nicméné neméné dilezitym zdrojem je
piijem nizkomolekularniho zeleza z citratu zelezitého, obzvlasté pokud vime, ze zména
dostupnosti zdroje zeleza mize zménit sensitivitu bunek napt. k indukci bunééné smrti pii
nadorové terapii deprivaci zeleza. Proto pro navozeni deprivace zeleza je dilezité zabrénit
bunice v pfistupu k zelezu a k tomu je nutné zjistit transportni systémy ucastnici se

transportu nizkomolekularniho zeleza.
II1.2.1. HSP90 je membranovy zelezo vézajici protein

Kovar J., gt}'/brové H., Novéak P., Ehrlichovd M., Truksa J., Koc M., Kriegerbeckova K.,
Scheiber-Mojdehkar B., Goldenberg H.: Heat shock protein 90 recognized as an iron-
binding protein associated with the plasma membrane of HelLa cells. Cell. Physiol.
Biochem., 14: 41-46, 2004.

V této studii jsme hledali Zelezo vézajici membranové proteiny, které by tak
mohli byt potencidlnimi transportéry zeleza nebo soucasti transportérového komplexu
nizkomolekularniho Zeleza.

Pro detekci proteinii schopnych vazat nizkomolekuldrni Zelezo byla pouzita
metoda popsand v praci Chen a Drysdale (1993). Ve strucnosti, izolované membranové
proteiny byli extrahovany 1.5% tritonem X-100 a rozdéleny SDS-PAGE elektroforezou.
Proteiny byli dale pfeneseny na nitrocelulosovou membranu a renaturovany v HEPES/Tris
pufru. Membranu s proteiny jsme poté inkubovali ve stejném pufru spolecné s radioaktivné
znatenym Fe v 1 pM citratu Zelezitém.

Inkubace membrany s radioaktivné znaCenym zelezem v citrdtu Zelezitém
detekovala nékolik proteinti vazajici zelezo. Tyto proteiny byli vyfiznuty z gelu a
identifikovany pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrické techniky.

Jednim z identifikovanych proteini vézajici Zelezo byl protein HSP90 (heat
shock protein 90). Purifikovany HSP90 jsme opét pienesli na membranu spoleéné s apo-

transferinem (positivni kontrola) a albuminem (negativni kontrola). Vysledkem byla
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opétovna vazba radioaktivné znaceného Zeleza na HSP90, apotransferin a Zadné vazba na
albumin.

Pro ovéfeni polohy proteinu HSP90 jsme pouzili metodu konfokalni mikroskopie
a nepiimé znaCeni fixovanych a nefixovanych bun¢k. Z konfokalni mikroskopie byla
ziejma jednak asociace HSP90 s plasmatickou membranou tak i umisténi v cytosolu.
FACS analyza posléze odhalila detekci HSP90 pouze u fixovanych bun€k a ne jiz u
nativné znaCenych bun€k. Vysledna data tedy ukazuji na membranovou lokalizaci, av§ak
pouze na intracelularni strané membrany.

Ziskané vysledky presentuji protein HSP90 jako Zelezo vazajici protein a jeho
membranova pozice miize byt spojena s transportnim systémem. Nicméné otdzka zda
HSP90 je schopny zajiStovat transport nizkomolekuldrniho Zeleza sam a nebo s néjakym

membranovym komplexem, zlstadva neznama.
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II1.3. Taxany a indukce apoptosy

Paclitaxel a Docetaxel jsou latky stabilizujici mikrotubuly v mitotickém vieténku
v G»/M féazi a mohou tak indukovat bunécnou smrt. Pro tuto vlastnost jsou vyuZivany
v 1é€bé fady nadorti (nddory prsu, vajecnikil, plic a prostaty). Navic, v kombinaci s jinymi
chemoterapeutiky (cisplatina, antracykliny) nebo v kombinaci se zafenim zvySuji uc¢innost
1é¢by (Zhao et al. 2005). Avsak, resistence nadorti v terapii taxany zustava stale

vyznamnym problémem a piekonani této resistence je klicem k tspésné 1écbé nadort.

III.3.1. Indukce bunécné smrti taxany vede kuvolnéni cytochromu c

z mitochondrii u resistentnich, ale ne u sensitivnich bunék

Ehrlichova M., Koc M., Truksa J., Nadova Z., Vaclavikova R., Kovar J.: Cell death
induced by taxanes in breast cancer cells: cytochrome C is released in resistant but not in

sensitive cells. Anticancer Res., 25(6B): 4215-24, 2005.

Tato prace je soucasti vétsSiho projektu, ktery méa za cil popsat mechanismy
resistence bunék nddoru prsu kindukci bunécné smrti klinicky pouzivanymi taxany
paclitaxel a docetaxel na riznych urovnich (transport, metabolismus, mechanismy indukce
bunééné smrti). V této publikaci jsme se snazili pfispet k lepSimu poruzumnéni
mechanismu tykajiciho se indukce buné¢éné smrti taxany v bunkach nadora prsu.

N&s§ experimentdlni model tvofily dvé bunééné linie vybrané na zakladé
pfedbéznych testll sensitivity nékolika bunéénych linii nddoru prsu k indukci bunécéné
smrti taxany. Pro srovnavaci studie jsme vybrali bunky MDA-MB-435 sensitivni
k taxantim a buiitky NCI-ADR-RES resistentni k taxanim. Na zaklad¢ Gc¢inku jednotlivych
koncentraci taxanil jsme urcili i¢inné koncentrace pro jednotlivé builky, pfi€emz nejmensi
plné Gc¢inna koncentrace u obou taxanii byla 300krat vétsi u NCI-ADR-RES nez u MDA-
MB-435 bungk.

Prokazali jsme, ze aplikace taxanti zpusobuje blokaci bunécného cyklu v Go/M fazi.
Daéle pouzité taxany za danych podminek neindukovali apoptosu mechanismem zavislym
na aktivaci proteinu p53 .

Pii analyze DNA v bufice pritokovou cytometrii jsme zaznamenali akumulaci

¢astic s hypodiploidnim obsahem DNA u ucinnych koncentraci, které indukuji bunéénou

-37 -



smrt. Nicméné tato hypodiploidni DNA nepiedstavovala oligonukleosomalni fragmentaci
DNA, ale pouze ndhodné¢ tvoiené fragmenty DNA, jak dokazuje experiment s DNA
zebtickem.

Dale jsme prokdzali, ze aplikace ucinné koncentrace taxanu vedou k aktivaci
exekucni kaspasy 3 u sensitivnich (MDA-MB-435) i resistentnich (NCI-ADR-RES) buné¢k.
Stejného vysledku jsme dosahli 1 u kaspasy 9, k jejiz aktivaci je potfebny cytochrom c.
Avsak uvolnéni cytochromu ¢ z mitochondrii nastalo pouze u resistentnich (NCI-ADR-
RES) bun¢k a to pti u¢innych koncentraci obou pouzitych taxant.

Ziskané vysledky ukéazaly na dvé véci. (1) mechanismus indukce bunécné smrti
taxany je u sensitivnich bunék odlisny od resistentnich bun¢k i pfesto, ze byly pouzity
stejné taxany na bunkach stejného tkdnového plvodu. (2) kaspasa 9 neni u sensitivnich
bun¢k aktivovana komplexem s cytochromem c, ale pravdépodobné je aktivovana

kaspasou 3.
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II1.4. Porfyriny a indukce apoptosy

Fotodynamicka terapie piedstavuje slibnou metodu 1é¢by nadorovych onemocnéni
a v soucasnosti prochazi dal§im experimentalnim vyvojem. Nejvétsi diraz pro zdokonaleni
PDT je kladen na vyvoj idealni fotosensitivni latky. Nejslibngjsi se zde ukéazaly slouc¢eniny
zalozené na bazi porfyrinu. AvSak samotny porfyrinovy makrocyklus je zatizen
nezadoucimi vlastnostmi (mala rozpustnost, fotodynamickad aktivita a tvorba agregatii
v t€lnich tekutinach), které se u novych derivatli snazime omezit nebo jesté 1épe tplné

odstranit.

I11.4.1. Nov¢ derivaty porfyrint a indukce apoptosy

Kralova J, Synytsya A, Pouckovd P, Koc M, Dvordk M, Kral V.: Novel porphyrin
conjugates with a potent photodynamic antitumor effect: differential efficacy of mono- and

bis-beta-cyclodextrin derivatives in vitro and in vivo. Photochem Photobiol. 82(2): 432-8,

2006.

V nasi studii jsme pouzili dva nové porfyrinové derivaty P(B-CD)1, P(B-CD)2 a pro
srovnani komerén€é pouzivany Photofrin®. Nové syntetisované derivaty maji
k porfyrinovému makrocyklu navdzané fluorované fenylové skupiny a jeden (P(B-CD)1)
nebo dva (P(B-CD)2) cyklodextrinové kruhy. Pfedpokladdme, Zze naSe amfifilni derivaty
P(B-CD)1, P(B-CD)2 jsou buiikkou endocytovany ve formé¢ agregatu a uvniti bunky
monomerizovany jak bylo u téchto amfifilnich sloucenin prezentovano (Kelbauskas &
Dietel 2002).

Némi sledované derivaty byly testovany v ucinnosti indukce bunééné smrti u tfech
odlisnych nadorovych linii in vitro a jednoho nadoru in vivo. Vysledky in vitro ukazuji na
lepsi u¢inek P(B-CD)1. Jednak vlastni pfijem buiikou je u P(B-CD)1 nékolikanasobné vétsi
a dale koncentrace a svételna davka potiebna pro indukci bunécné smrti u 50% bunék je
polovi¢ni ve srovnani s P(B-CD)2 a Photofrinem®. Stejné tak kinetika ucinku je u P(j-
CD)I rychlejsi.

Avsak pfi srovnani ucinnosti obou porfyrinovych derivatd v in vivo studii jsme

ziskali odlisné vysledky. Pfi aplikaci P(B-CD)2 jsme zaznamenali nejvyssi koncentrace
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v nadoru jiz po 6 h, aniz by dochézelo k nezadouci kumulaci P(B-CD)2 v kiizi. Navic tfeti
den po ozéteni doslo k uplné regresi nadoru.

Pii aplikaci P(B-CD)1 jsme zaznamenali nejvyssi koncentraci v nadoru kolem 48h,
nicméné s rostouci koncentraci P(B-CD)1 v nadoru dochazelo i k nezddoucimu navyseni
koncentrace P(B-CD)1 v kizi. Aplikace P(B-CD)1 opét vedla k maximalni redukci nadoru
kolem tfetiho dne po ozafeni jako u P(B-CD)2, avSak posléze doslo k opétovnému nariistu
nadoru. Podobného vysledku jako u P(B-CD)1 jsme doséahli 1 aplikaci Photofrinu®, kdy
redukce nadoru byla pouze docasna.

Dtivod pro odlisné ptisobeni obou testovanych latek (P(B-CD)1 a P(B-CD)2) muze
byt pravdépodobné ovlivnén biologickou dostupnosti in vivo. Obé fotosensitivni molekuly
se vazi sjinou proteinovou frakci krevni plasmy. Vzniklé komplexy mohou ovlivnit
rychlost transportu po téle a rychlost akumulace v nadoru.

Zavérem je ziejmé, ze P(B-CD)2 derivat diky svym fotosensitivnim vlastnostem
rychlé distribuce v nadorové tkani, rychlému vylouceni z téla a nizké systémové toxicité je
vhodny pro in vivo PDT aplikace, kde za vhodnych podminek miiZze zptisobit uplnou ablaci

nadoru.
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V. Zavér

Tato prace se zameétila na studium procesii uplatitujicich se v indukei apoptosy
riznymi faktory. V naSem piipad¢ jsme indukovali bunéénou smrt u nadorovych bunék
deprivaci zeleza, klinicky pouzivanymi taxany (paclitaxel, docetaxel) a nové
syntetisovanymi fotosensitivnimi latkami. Z presentovanych publikaci jsme ziskali tyto
Zavery.

(1) Studie tykajici se indukce apoptosy deprivaci Zeleza prokazaly ucast odliSnych
signalnich drah vedouci k indukci apoptosy u mySich a lidskych nadorovych bun¢k.
V obou ptipadech byla pouzita B lymfomova bunécna linie citliva k deprivaci Zeleza.

U mysich bun¢k jsme popsali vyznamnou ¢ast apoptotické signalni drahy u 38C13
bun¢k sensitivnich k indukci apoptosy deprivaci zeleza. Deprivace zeleza u téchto bunék
vede k translokaci proapoptotického proteinu Bax z cytosolu na mitochondrie, kterd je
nasledovana zhroucenim mitochondridlniho membrdnového potencidlu v disledku
poruSeni integrity vnéjSi mitochondridlni membrany, uvolnénim cytochromu ¢
z mitochondrii, aktivaci kaspasy 9 a naslednou aktivaci kaspasy 3.

U lidskych bun¢k jsme taktéZ zaznamenali indukci apoptosy deprivaci zeleza,
avSak charakterem mechanismu odliSnou od apoptosy popsané u mysich 38C13 bungk.
V ptipadé lidskych Raji bun¢k sensitivnich k indukci apoptosy deprivaci Zeleza dochéazelo
pouze k aktivaci kaspasy 3, nikoliv vSak k aktivaci kaspasy 9 a mitochondrialnim zménam.
Zpusob aktivace kaspasy 3 v tomto piipad¢ ziistava neznamy.

Vyznamného zjisténi jsme dosdhli vytvorenim resistentniho klonu Raji bunck
k indukci apoptosy deprivaci zeleza. Béhem piipravy resistentniho klonu byly Raji bunky
adaptovany na niz8$i koncentraci Zeleza v médiu za pomoci nizkomolekularniho citratu
zelezitého. Vysledny klon Raji bun¢k adaptovany na nizkomolekuldrni zdroj Zeleza
vykazoval resistenci k indukci apoptosy deprivaci zeleza. Avsak, je-li tento klon
readaptovan na transferinové Zelezo (optimdlni zdroj Zeleza), dochazi opét k obnoveni
sensitivity tohoto klonu k indukci apoptosy deprivaci Zeleza. Toto zjiSténi ukazuje, Ze
sensitivita bunc¢k k ur¢itému stimulu bunééné smrti mlze zéviset na konkrétnim
metabolickém stavu bunék.

(2) Studie zamé&fené na potencialni transportéry nizkomolekularniho Zeleza vedly

k identifikaci HSP90 jako Zelezo vazajiciho proteinu. Prokézali jsme, ze HSP90 je
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asociovan s plasmatickou membranou. AvSak otazka, je-li HSP90 néjakym zptisobem
uplatnén v transportu nizkomolekularniho Zeleza, vyzaduje dalsi studie.

(3) Studie tykajici se indukce bunétné smrti taxany byla zaloZena na srovnani
sensitivni (MDA-MB-435) a resistentni (NCI-ADR-RES) buné¢né linie. Pro indukci
bunécné smrti jsme u resistentnich bunék pouzili 300x vEtsi koncentraci ve srovnani se
sensitivni bunécnou linii.

U obou bunécnych linii pfedchdzela bunééné smrti akumulace bun¢k v G2/M fazi,
jak je typické pro ucinek taxanti na bunéény cyklus. Néslednd indukce apoptosy byla u
obou téchto bunécnych linii nezavisla na aktivaci proteinu p53. Dale, jak u MDA-MB-435
tak u NCI-ADR-RES bunék nedochazelo k oligonukleosomalni fragmentaci DNA, ackoliv
byla detekovana aktivni kaspasa 3. Ob& testované linie aktivovaly po aplikaci u¢inné
koncentrace paclitaxelu kaspasu 9, nicméné pouze u resistentni bunééné linie (NCI-ADR-
RES) dochézelo i kuvoliiovani cytochromu ¢ z mitochondrii, vyzadovaného k aktivaci
kaspasy 9. Dosazené vysledky ukazuji na rozdilny mechanismus indukce bunécné smrti u
obou linii a jeho poznani vyzaduje dalsi studie.

(4) Ve studii zamétené na PDT jsme zkoumali vlastnosti dvou novych derivati
porfyrinu P(B-CD)1 a P(B-CD)2 pro jejich pouziti ve fotodynamické terapii (PDT). Oba
derivaty byly testovany na nékolika bunécnych nadorovych linii a v BALB/c mySich s
transplantovanym syngenim karcinomem 4T1. Jak P(B-CD)1, tak P(B-CD)2 byly po
aplikaci lokalizovany v lysosomech, avSak celkovy G¢inek na nddorové buiiky se trochu
odlisoval. V in vitro experimentech prokazal P(B-CD)1 takové lepsi vlastnosti nez P(f3-
CD)2 jako jsou niz$i ozatovaci davka, niz$i ¢innad koncentrace a rychlejsi kinetika piijmu
buiikou. V pfipad¢ in vivo experimentech byl vSak za vhodnych podminek P(B-CD)2
schopny trvale odlécit transplantovany nador, navic zde nedochazelo k nezadouci kumulaci
P(B-CD)2 vkiazi. U P(B-CD)l bohuzel nedoslo k trvalému odléceni nadoru v zadné
zvolené koncentraci a navic u této latky dochazelo pomérné rychle k nezadouci akumulaci
v kidzi.

Proto se domivame, ze P(B-CD)2 derivat se diky svym fotosensitivnim vlastnostem,
rychlé distribuce v nddorové tkani, rychlému vylouceni z téla a nizké systémové toxicité

ukazal jako vhodny prostiedek pro in vivo PDT aplikace.
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