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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