Tato prace se zaméfila na studium procest uplatiujicich se v indukci apoptosy riznymi faktory.
V nasem piipad¢€ jsme indukovali bunénou smrt u nddorovych bunék deprivaci zeleza, klinicky pouzivanymi
taxany (paclitaxel, docetaxel) a nové syntetizovanymi fotosensitivnimi latkami.

Z presentovanych publikaci jsme ziskali tyto zavéry.

1. Studie tykajici se indukce apoptosy deprivaci Zeleza prokazaly ucast odlisnych signdlnich drah vedouci
k indukci apoptosy u mySich a lidskych nadorovych bunék. V obou piipadech byla pouZita B lymfomova
bunécna linie citliva k deprivaci Zeleza.

U mysich 38C13 bunék sensitivnich k indukci apoptosy deprivaci Zeleza jsme popsali vyznamnou ¢ast
apoptotické signalni drahy. Deprivace Zeleza u téchto bunék vede k translokaci proapoptotického proteinu Bax
z cytosolu na mitochondrie, ktera je nasledovana zhroucenim mitochondridlniho membranového potencialu
v disledku poruseni integrity vnéj$i mitochondridlni membrany, uvolnénim cytochromu ¢ z mitochondrii,
aktivaci kaspasy 9 a ndslednou aktivaci kaspasy 3.

U lidskych bun€k jsme taktéz zaznamenali indukci apoptosy deprivaci Zeleza, avSak charakterem
mechanismu odli$§nou od apoptosy popsané u mysich 38C13 bunék. V piipad¢ lidskych Raji bunék sensitivnich
k indukci apoptosy deprivaci zeleza dochazelo pouze k aktivaci kaspasy 3, nikoliv vSak k aktivaci kaspasy 9 a
mitochondridlnim zméndm. Zptisob aktivace kaspasy 3 v tomto piipad¢ zistava neznamy.

Vyznamného zjisténi jsme dosahli vytvofenim resistentniho klonu Raji bun€k k indukci apoptosy
deprivaci zeleza. Béhem pfipravy resistentniho klonu byly Raji buiiky adaptovany na nizsi koncentraci Zeleza
vmédiu za pomoci nizkomolekularniho citratu Zelezitého. Vysledny klon Raji bunk adaptovany na
nizkomolekularni zdroj Zeleza vykazoval resistenci k indukci apoptosy deprivaci Zeleza. Avsak, je-li tento klon
readaptovan na transferinové Zelezo (optimalni zdroj Zeleza), dochazi opét k obnoveni sensitivity tohoto klonu
k indukci apoptosy deprivaci Zeleza. Toto zji§téni ukazuje, Ze sensitivita bunék k uréitému stimulu bunééné smrti
muze zaviset na konkrétnim metabolickém stavu bungk.

2. Studie zaméfené na potencialni transportéry nizkomolekularniho zeleza vedly k identifikaci HSP90 jako
zelezo vazajiciho proteinu. Prokazali jsme, ze HSP90 je asociovan s plasmatickou membranou. Avsak otdzka, je-
li HSP90 néjakym zpisobem uplatnén v transportu nizkomolekularniho Zeleza, vyzaduje dalsi studie.

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

U obou bunéénych linii pfedchazela bunécné smrti akumulace bunék v G2/M fazi, jak je typické pro

ucinek taxant na bunéény cyklus. Nasledna indukce apoptosy byla u obou téchto bunéénych 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) dochazelo i k uvoliiovani cytochromu ¢ z mitochondrii, vyzadovaného k aktivaci kaspasy 9.
Dosazené vysledky ukazuji na rozdilny mechanismus indukce bunééné smrti u obou linii a jeho poznani
vyzaduje dalsi studie.
4. Ve studii zamétené na PDT jsme zkoumali vlastnosti dvou novych derivati porfyrinu P(3-CD)1 a P(B-
CD)2 pro jejich pouziti ve fotodynamické terapii (PDT). Oba derivaty byly testovany na nékolika bunéénych
nadorovych linii a v BALB/c mySich s transplantovanym syngenim karcinomem 4T1. Jak P(B-CD)1, tak P(j-
CD)2 byly po aplikaci lokalizovany v lysosomech, avSak celkovy G¢inek na nadorové butiky se trochu odlisoval.
V in vitro experimentech prokazal P(B-CD)1 takové lepsi vlastnosti nez P(B-CD)2 jako jsou niZs§i ozafovaci
davka, niz§i G¢inna koncentrace a rychlejsi kinetika ptijmu buitkou. V ptipadé 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 vkuzi. U P(B-CD)1 bohuzel nedo$lo k trvalému odléCeni nadoru v zadné zvolené
koncentraci a navic u této latky dochazelo pomérné rychle k nezadouci akumulaci v kiizi.

Proto se domnivame, ze P(B-CD)2 derivat se diky svym fotosensitivnim vlastnostem, rychlé distribuce
v nadorové tkani, rychlému vylouceni z téla a nizké systémové toxicité ukazal jako vhodny prostfedek pro in
vivo PDT aplikace.



