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ABSTRAKT

Cucurbitaciny jsou vysoce oxidované triterpenoidy, které se bézné nachazi v rostlinach, a to
predevsim u celedi Cucurbitaceae, tykvovité. Cucurbitacinll je sedmnéct druhd a kazdy z
nich ma jesté své derivaty. Cucurbitaciny s nejvyznamnéjsi protinadorovou aktivitou jsou
B, D, E a I. Z nich se v rostlinach nejcastéji vyskytuji cucurbitacin B a D. Tato prace se pak

zaméfuje zejména na cucurbitacin D.

Cucurbitacin D ¢asto v nadorovych bunkach indukuje apoptozu, zastavuje bunécny cyklus
a tim zabrafiuje proliferaci bunék. Indikatory téchto procesti jsou snizena mnozstvi proteinti
Bcel-xL, Bcl-2, p21, p27 a cyklini A a B. Hlavnim t¢inkem cucurbitacinu D na nadorové
bunky je inhibice STAT3 signalni drahy. At uz tuto drahu ovliviiuje na urovni fosforylace,
dimerizace, nebo translokace STAT3 do jadra, vysledkem je zablokovani transkripce gend,
kterou STAT3 spousti. To jsou pfedevS§im geny ovlivilyjici rist nddorl, angiogenezi, invazi
nadorovych bun¢k a nik pfed imunitou. Cucurbitacin D ma vliv i na dé&je bunky, jako je

transkripéni faktor NF-kB nebo funkce enzymového komplexu proteazomu a inflamazomu.

Soucasné znalosti cucurbitacinu D a mechanismil jeho tc¢inku ale nejsou zatim dostate¢né

pro jeho vyuziti jako protinddorového 1é€iva, 1 kdyz jsou vysledky testovani velice nadéjné.

Kli¢ova slova: Cucurbitaciny, cucurbitacin D, nadorova onemocnéni, STAT3, proteazom,

inflamazom, imunitni systém, imunomodulace



ABSTRACT

Cucurbitacins are highly oxidized triterpenoids commonly found in plants, especially in the
family Cucurbitaceae. There are seventeen types of cucurbitacins and each of them has its
derivatives. Cucurbitacins with the most prominent antitumor activity are B, D, E and 1. Of
these, cucurbitacin B and D are the most common in plants. This work focuses mainly on

cucurbitacin D.

Cucurbitacin D often induces apoptosis in tumor cells, cell cycle arrest and thereby stops
cell proliferation. Indicators of these processes are reduced levels of Bcl-xL, Bcel-2, p21,
p27 and cyclins A and B proteins. The main effect of cucurbitacin D on tumor cells is the
inhibition of the STAT3 signaling pathway. Whether this pathway is affected at the level of
phosphorylation, dimerization, or STAT3 translocation into the nukleus, the result is
blocking transcription of genes, which are activated thanks to STAT3 pathway. These are
primarily genes that affect tumor growth, angiogenesis, cell invasion, and immune escape.
Cucurbitacin D also affects other cell components and processes, such as the NF-kB

transcription factor, the enzyme complex of proteasome and inflammasome.

However, current knowledge of cucurbitacin D and its mechanism of action is not yet
sufficient for its use as an antitumor drug, although the results of its testing are very

promising.

Key words: Cucurbitacins, Cucurbitacin D, cancer, STAT3, proteasome, inflamasomme,

immune system, immunomodulation
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1 Uvod

Pocet détskych i dospélych pacienti, kterym byla diagnostikovana rakovina, se setrvale
zvySuje. Vétsina lidi ma ve svém okoli nékoho, kdo timto onemocnénim prosel, nebo s nim
stale bojuje. Proto také roste zdjem vetejnosti 1 védcl o nova léCiva proti rakoviné a zvysuje
se mnozstvi vyzkumnych tymt po celém svéte, které pracuji na vyvoji, vyhledavani

a testovani novych latek.

Soucasné se zajmem o vyzkum protirakovinnych 1é¢iv se znovu obraci pozornost védcii
k latkam ptirozeného piivodu, zejména tém, které jsou soucasti rostlin. Na mnohé z nich se
béhem staleti zapomnélo, ale pro vyuziti v klinické praxi maji tyto pfirodni latky oproti
syntetickym mnoho vyhod. VétSinou jsou mnohem méné toxické pro organismus, télo je
dokéze 1épe zpracovat a také byva jejich ucinek ovéfen mnoha lety jejich pouzivani jako
1é¢ivych rostlin.

Skupinou ptirodnich latek, které se v poslednich n€kolika desetiletich znovu testuji
v laboratofich, jsou cucurbitaciny. Vyskytuji se v fadé druhil a existuje mnozstvi jejich
derivat. Ukazuje se, Ze pro 1écbu rakoviny je nejzajimavéjsi cucurbitacin D a mozZna jeSté
tf1 dalsi, cucurbitacin B, E a I. Po prvnich vyzkumech, kdy se potvrdil protirakovinny
ucinek cucurbitacinu D, je ovSem potieba dalsi pro pochopeni mechanismu, které vedou
k redukci rastu nebo vyléceni rtiznych typd nadord. Zatim dostupné studie porovnavaji
vlastnosti cucurbitacinu D s jiZ pouzivanymi léCivy a testuji vétSinou jeho vliv na bunécné
linie odvozené od nddort in vitro, i na in vivo systém.

Tato prace se soustiedi na zatim popsané ucinky cucurbitacinu D a jejich mozné
mechanismy a snazi se poukdzat na mista, kde by bylo vhodné poznatky jesté vice rozsifit,
aby se vbudoucnu mohl cucurbitacin D wvyuzit jako ucinné 1éCivo rakovinnych

onemocnéni.

2 Cucurbitaciny
Cucurbitaciny jsou piirodni latky, které ziskaly svlij nazev podle ¢eledi rostlin, u kterych
byly poprvé popsany.? Nejéast&ji se vyskytuji pravé v ¢eledi Cucurbitaceae (tykvovité), ale

i umnoha dal3ich rostlin®. Pfiklady rostlin s obsahem cucurbitacini mohou byt: drchnicka



rolni (Anagallis arvensis), tykvice sttikavd (Ecballium elaterium), meloun cukrovy
(Cucumis melo) nebo Melonispedicellus.* V rostlinné ¥i§i jsou cucurbitaciny velice
roz§ifené, rostlinam mohou slouzit jako ochrana pted fytofagnimi bezobratlymi.' Nejcastéji
bychom v rostlinach nasli cucurbitacin B a D, tésn¢ za nimi cucurbitacin E, dale pak G, H

al’

Mnoho rostlin, které obsahuji néktery z cucurbitacind, se pouzivd uz stovky let v lidovém
1écitelstvi. Jejich u¢inky vyuzivaji lidé po celém svété, od Latinské Ameriky® pies Tunisko®
az po vychodni Asii.” V lidové medicing jsou témto rostlinam pfipisovany rizné uéinky,
aproto se sjejich pomoci 1é¢i rtizné nemoci od Zloutenky, cirhozy jater, pfes vyuziti
projimavych, protizanétlivych a antimikrobidlnich G¢ink®°, aZ po 1é¢bu ptiznak diabetu.’

Strukturné jsou cucurbitaciny vysoce oxidované triterpenoidy, obsahuji tetracyklické jadro
cucurbitanu, konkrétn¢ 19-(10->9 B)-abeo-10-a-lanost-5-en, také znamy jako 9 B-methyl-
19-norlanosta-5-en (viz obrazek 1). Existuji rizné druhy cucurbitacini, které se vice
¢1 méné 1isi od spolecného jadra. Celkem je zatim zndmo nejméné sedmnéct hlavnich druhti

cucurbitacinu, od cucurbitacinu A aZ po cucurbitacin T, se stovkami riiznych derivat(.?

27

The basic skeleton of cucurbitacing = cucurbitane-type tetracyclic
triterpenoids.

Obrazek 1: Zdkladni struktura cucurbitacinii (prevzato z: Chen, X.P, 20127)



Cucurbitaciny maji vyznamné farmakologické vlastnosti, provétené lidovym 1écitelstvim
po staleti po celém svété. Jsou znamy pro svou hotkost a toxicitu?. Hlavnimi uéinky
cucurbitacin@t je jejich protizanétlivd, protinadorovd a hepatoprotektivni aktivita.!
Cucurbitaciny B, D, E a I a jejich derivaty jsou studovany pro vysokou protinadorovou
aktivitu. Vedle nich jsou jest¢ cucurbitaciny F, O, P a Q se svymi derivaty, jejichz
protinadorova aktivita je oproti prvni skupiné niz§i.2 V posledni dobé byly objeveny
synergické protinadorové ucinky pii pouziti cucurbitacinli soucasné s jinymi lécivy, jako je

docetaxel, methotrexat® nebo doxorubicin’.

2.1 Historie

Prvni publikace zminujici cucurbitaciny a jejich protinddorovou aktivitu jsou z 60. let 20.
stoleti.? 19 Poté pozornost védcii na dvé desetileti utichla, to mohlo byt zptisobené naptiklad
tim, Ze cucurbitacin ma nizky terapeuticky index.? Terapeuticky index je kvantitativni
vyjadieni vztahu mezi G¢innosti a bezpe€nosti 1é¢iva. Pro bezpecnou 1écbu je preferovan
vysoky terapeuticky index, zatimco nizky terapeuticky index se akceptuje jen v ptipadech,
kdy je 1é¢eno Zivot ohrozujici onemocnéni a nejsou jiné moznosti 1é¢by. !!

Dalsim divodem mize byt i fakt, Ze se v priab¢hu let objevily pfipady otravy lidi
aktivni latky ¢i latek, a nepouzivaly standardizované metody pro ziskavani produktl ani pro

samotné pokusy.'?

Na konci 80. let minulého stoleti se diky kultivaci lidskych nadorovych bunéénych linii
NCI60 znovu objevil zajem veédcli vénovat se vyzkumu 1€€iv rostlinného ptivodu, mezi
které cucurbitacin patfi.'* 1° Linie NCI60 byly kultivované ve Spojenych statech
americkych v NCI (National Cancer Institute) jako nastroj pro vyzkum léciv, ktery mél
nahradit zvifeci transplantabilni nddorové modely. Rychle se zacal vyuzivat jako bohaty
zdroj informaci o mechanismech inhibice rlistu a zabijeni nddorovych bunék.'* Vyuzitim
téchto bunéénych linii dostali védci standardizovany nastroj pro dalsi vyzkum a diky tomu

se v 90. letech zacaly znovu objevovat také studie zabyvajici se cucurbitaciny.'?



2.2 Tradi¢ni medicina
Dévno pted tim, nez lidé pojmenovali, popsali a zacali studovat cucurbitacin, rostliny s jeho

obsahem byly hojné vyuzivany v lidovém Iécitelstvi po celém svéte.

Citrullus lanatus var. citroides z celedi Cucurbitaceae, rostlina piibuzna lubenici obecné,

na které dozravaji vodni melouny, obsahuje cucurbitacin L 2-O- B-glukosid.'®

Citrullus colocynthis z ¢eledi Cucurbitaceae se vyskytuje v riznych poustnich oblastech po
celém svéts.!” Je to mald plaziva rostlina, ktera ma hladké Zluté kulovité plody. Tyto plody
jsou stejné jako vSechny casti rostliny velmi hotké, proto jsou znamé také pod nazvem
hotké jablko.'® V tradi¢ni medicing je rostlina vyuZivana v riiznych zemich Afriky a Asie,
kde slouzila hlavné k 1écbé zanétlivych onemocnéni, artritidy, diabetu nebo bolesti
zaludku.® ' Dale bychom ji mohli najit jako soudast 1é&itelstvi Rekd, Rimanti a Arabi.'®
V Indii s jeji pomoci domorodi obyvatel¢ 1€Cili bakteridlni infekce, tuberkulézu a dalsi
respiraéni onemocnéni.!® Kromé dal3ich latek obsahuje C. colocynthis cucurbitaciny A, B,
E, 1 J, K, L ajejich glykosidy.?°

Ecballium elaterium z Celedi Cucurbitaceae je trvalka vyskytujici se pfedev§im ve
Sttedomotské panvi.'> Bylinnd medicina tuto rostlinu doporucuje pouzit k 1é¢bé nemoci
jako je chronickd sinusitida, jaterni cirhdzy, zanétlivdA onemocnéni, revmatismus a
infekce?" 2. Latka, ktera zpiisobuje protizanétlivé u¢inky E. elaterium, je cucurbitacin B?!,
diky nému jsou vSechny &asti rostliny, predevsim plody, toxické.'?

Wilbrandia ebracteata z Celedi Cucurbitaceae je jihoamericka rostlina, v Brazilii zndma
jako ,, Taiuia“. Jeji kofeny se pouZivaji k 1écbé revmatickych onemocnéni. Nejvice je v nich
zastoupen dihydrocucurbitacin B.?

Bolbostemma paniculatum z &eledi  Cucurbitaceae roste piedevsim v Cing, a to
v provinciich Shaanxi, Shanxi, Henan a Shandong. Je jednou z léCivych rostlin, které
muzeme najit v dodatku ke sborniku Materia Medica. Je zde popsana jako 1€k na 1éCbu
nadord, bradavic a je doporucena k detoxikaci. V cibulich B. paniculatum bylo popsano

nékolik druht cucurbitacinu.?*



2.3 Druhy cucurbitacini

Mezi hlavni druhy cucurbitacini, které jsou znamé pro svou vysokou protinddorovou

aktivitu, patii kromé cucurbitacin D, kterému se vénuje tato prace, i cucurbitacin B, E a L.

Nekteré z jejich mechanismi jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1 — N¢které ucinky cucurbitacinti B, E a I na nddorové bunky

Cucurbitacin

B

Inhibice JAK/STAT drahy
Indukce apoptozy ovlivnénim

JAK2/STAT3 a MAPK

Zheng, Q. et al., 2014 ?*

Indukce apoptozy pomoci ROS-
zavislého mechanismu, ktery neni

zavisly na STAT3

Yasuda, S. et al., 2010 °

Inhibice TNF-indukované exprese
antiapoptotickych proteinti
zavislych na NF- kB a
transaktivacni aktivity RelA/p65
Inhibice fosforylace ATP citrat
lyazy, ktera je vyznamna pro
metabolismus nadoru

Stépeni PARP, akumulace sub-
G1/GO0 populace bun¢k a aktivace
kaspazy-3 a -7

Chiu, M.H.; Gao, J., 2003 %’

Inhibice HER2 a integrinové

signalizace

Gupta, P.; Srivastava, S.K.,
2014 28

Zastaveni bunééného cyklu v G2/M
fazi

Indukce apoptdzy snizenim exprese
signalnich molekul spojenych

s Wnt, jako jsou B-katenin, cyklin
D1, galektin-3, c-Myc

Dakeng, S. et al., 2012 %




Inhibice aktivace faktoru HIF-1a,

ktery je indukovan hypoxii

Ma, J. et al., 2014 3°

Cucurbitacin

E

Inhibice proliferace bunck diky
zvySené expresi tumor supresoru
meninu a tim supresi Wnt/B-

katenin signalizace

Feng, H. et al. 2014 3!

Indukce apoptoézy diky zvySené
expresi  zkraceného BID a
Fas/CD95

Ztrata membranového potencialu
mitochondrii Ay (m) vedouci
k uvolnéni  aktivaéniho  faktoru
apoptotické proteazy 1, cytochromu
¢ a apoptozu indukujiciho faktoru
Aktivace kaspazy-3, -8 a -9
Zastaveni buné¢ného cyklu v G2/M
fazi ovlivnénim STAT3/p53/p21

signalizace

Huang, W.W. et al., 2012 *

Zastaveni translokace NF-xB do

jadra, sniZzeni exprese TNFa a IL-

1B

Qiao, J. etal., 2013 ¥

Blokace migrace, invaze
nadorovych bun¢k a sniZeni tvorby

metastaz

Zhang, T. et al, 2012 3

Cucurbitacin

I

Inhibice JAK/STAT?3

Van Kester, M.S. et al.,
2008 ¥

Indukce apoptézy pomoci indukce

Stépeni PARP a kaspaz-3, -7, -8, -9

Kim, H.J.; Park, J.H.; Kim,
JK., 2014 3¢

Suprese STAT3 drahy pomoci

Chang, C.J. et al., 2012 ¥’




exprese Bcl-2 a survivinu

- Inhibice tyrosin kinazy, regulace | Shi, X.Z. et al., 2006 3
degradace proteinli proteazomem,
véetné JAK3 a nukleophosmin-

ALK

(zkratky uvedené v tabulce jsou vysvétleny v seznamu zkratek)

3 Cucurbitacin D

Nékteré druhy cucurbitacinli se nyni studuji v souvislosti s jejich protinddorovou aktivitou,
aktin, signalni drdha STAT3 (Signal transducer and activator of transcription 3),
cyklooxygenaza aj.! Dalsi kapitoly v této praci se zaméiuji zejména na jeden z
cucurbitacinl, a to cucurbitacin D (synonymum: elatericin), (viz obrazek 2). Jsou zde
shrnuty zatim zndmé projevy jeho ucinku na nadorové bunky. Bohuzel, v pracich, které
byly zatim ktomuto tématu publikovany, jsou vétSinou popsany jen efekty, které
cucurbitacin D zplsobuje. Vétsinu konkrétnich mechanism, jakymi cucurbitacin D plsobi
na buiiky a molekuly v nich, bude teprve potieba ovétit dalSimi vyzkumy. Publikaci, které

se vénuji cucurbitacinu D, zatim neni mnoho.

Nekteré z dosud popsanych efektli cucurbitacinu D na nadorové bunky jsou: indukce
apoptozy, zastaveni bunécného cyklu, ovlivnéni signdlnich drah STAT3 a NF-kB (Nuclear
factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells), vliv na funkci proteazomu a

inflamazomu.

Cucurbitacin D

Obrazek 2: Struktura cucurbitacinu D (prevzato z:
Chen X.P., 2012!



3.1 Indukce apoptozy
Castym efektem cucurbitacinu D na nadorové buiiky je indukce programované bunééné

smrti, apoptozy.

3.1.1 Apoptoza

Apoptotické buiiky maji jiny charakter’®, neZ jaky miZeme vidét u bunék nekrotickych.
Nekréza je bunécna smrt provazena bunéénym edémem, vakuolizaci, karyolyzou a
vznikem zénétlivych zmén v okoli. Je charakterizovana porusenim plazmatické membrany
a uvolnénim obsahu cytosolu do mezibunééného prostoru.*® Naproti tomu apoptotické
buiikky se pii apoptdéze smrs$tuji, podobné jako jejich organely, dochdzi ke snizovani
koncentrace iontl, fragmentaci DNA (deoxyribonucleic acid) a formovani dynamickych
vycnélkltl plasmatické membrany. Pti apoptéze se vytvoii na povrchu bunky ,,puchyie

(,,blebbing*), kterymi se poté obali obsah cytoplasmy do mensich apoptotickych télisek.>

Apoptotické bunky a téliska vysilaji tzv. find me/eat me signdly, jako jsou nukleotidy a
fosfatidylserin. To umozni detekci a nésledné pohlceni apoptotickych bunck nebo télisek
profesionalnimi fagocyty jesté pied tim, nez by dolo k prasknuti plazmatické membrany.*!
Timto zptisobem se rychle uklidi mrtvé bunky z téla bez aktivace zanétlivych zmén v okoli
umirajicich bun&k a bez jejich poskozeni.*> Mezi apoptozou a nekrozou je vSak neostrd
hranice. Za nékterych okolnosti, napt. je-li apoptéza indukovana zcela urcitymi stimuly,
mezi které patii nékterd cytostatika (napf. mitoxantron, doxorubicin), dochazi k apoptdze,
ktera je imunogenni, tj. jsou produkovany molekuly, které predstavuji signal nebezpeci a je
indukovéana maturace dendritickych bungk.** 4 4

Apoptdza je programovany, fyziologicky proces, ktery je pfisné regulovan a vyuziva
enzymatické regulacni kaskady buiky. Uplatiiuji se zde tzv. kaspazy, které se nachazeji
v buiice v neaktivnim stavu a jsou aktivovany proapoptotickym signdlem. Jednou ze
zékladnich charakteristik nddorovych bunék je snizena citlivost viici t€émto signaltim. Pfi
selhani regula¢nich mechanisml apoptdzy se mize rozvinout maligni proces diky zvySeni
exprese nekterych gent, jako jsou Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) a Bel-xL (B-cell lymphoma-
extra large). Zmény v regulaci apoptdézy se mohou vyskytovat i pfi nenadorovych
procesech v organismu, napt. pii overexpresi Bcl-2 se prodluzuje pteziti neutrofili béhem

infekci, a to vede ke zvysené intenzité zanstu.*®



Pro méteni mnoZzstvi apoptotickych bunék se ¢asto vyuziva pritokova cytometrie a znaceni
pomoci PI (propidium jodid). PI se vaze stechiometricky na DNA a poté se méfi jeho
fluorescence. Apoptotické bunky s nastépenou DNA maji na pitokovém cytometru Siroky

hypodiploidni peak, nazyvany sub G1. Tim se odlisi normélni buiiky, které jsou diplidni.*’

3.1.2 Indukce apoptézy cucurbitacinem D

U mnoha nadorovych linii, které byly testovany in vitro sriznymi koncentracemi
cucurbitacinu D, bylo detekovano zvySené mnozstvi apoptotickych bunék. U lidskych
nadorovych linii, které jsou odvozeny od karcinomu endometria a ovarii, byl detekovan
dramaticky narist frakce bunék v sub Gl fazi, coz odkazuje na apoptdzu, spolecné se
snizenim mnozstvi bun¢k v S fazi bunécného cyklu. S rostouci davkou cucurbitacinu D se
zvysoval podil apoptotickych bun€k. V téchto bunikach bylo detekovano nékolik indikéatort
apoptozy, jako je napiiklad ztrata mitochondridlniho membranového potencidlu®®, ke které
dochazi pfed jadernou kondenzaci a aktivaci kaspdz a je také spojena s uvolnénim
cytochromu ¢ ve vétsing apoptotickych bungk.*” 3° Dal§im indikatorem je sniZeni mnoZstvi
proteini Bcl-2 a Bcel-xL, které v normalné rostoucich buiikdch inhibuji apoptotickou
odpovéd buiiky na rizné podnéty.’! V nadorovych buiitkdch endometridlniho karcinomu,
rakoviny vaje¢nikil i rakoviny prsu byly navic detekovany fragmenty Stépenych prokaspaz-
3, -8 a -9 a St€penc¢ho proteinu PARP (Poly ATP-ribose polymerase), které spole¢né spousti

drahu vedouci k apoptoze.”s 4852 53

Cucurbitacin D indukuje apoptozu také u bun€k T-bunécéné leukémie. Po 48 hodinach bylo
60 % bunck identifikovanych jako apoptotické pomoci Anexinu V. Itady se zvysilo
mnozstvi sub G1 bunck a doSlo ke sniZeni exprese proteinii Bel-xL a Bel 2. Také bylo
pozorovano, Ze cucurbitacin D nespousti apoptézu normalnich bunék PBL (peripheral
blood lymphocytes), ale mechanismus, pro¢ na rozdil od nddorovych bun¢k apoptdza

nenastava u zdravych bunék, neni znam.>* >*

3.2 Autofagie
Autofagie je mechanismus, ktery je evolucné konzervovany a je nezbytny pro udrZeni
homeostdzy. B&hem autofagie dochazi k degradaci nefunkénich nebo nepotiebnych

bunéénych komponent.>®

Autofagie je také piimo spojena s apoptozou, ale nejde o vztah
jednoduchy a dobie prozkoumany. Pravdépodobnost, ze v buiice nastane apoptdza, mize
autofagie jak zvysit, tak snizit. Dva hlavni proteiny, které autofagii a apoptdzu spojuji, jsou
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p62 a Beclin-1.’% V zavislosti na okolnostech mize autofagie podporovat i potlacovat
tumorigenezi. Podpora nadort je zde hlavné diky potlaceni indukce tumorsupresoru p53 a
udrzovani metabolické funkce mitochondrii. Proto by bylo vyhodné inhibovat autofagii ke

zlepseni nadorové terapie.’

Vztah autofagie k indukci bunééné smrti pii plisobeni cucurbitacinu D byl studovan u linii
lidskych leukemickych bunck (MT-1, MT-4, HuT78 a Jurkat) s pouzitim dvou inhibitord,
736 a 3-MA (3-methyladenin). Z36 inhibuje Bcl-xL a navozuje autofagii. 3-MA je piimy
inhibitor autofagie. Oba inhibitory, Z36 1 3-MA, byly s leukemickymi bunkami nejdiive

testovany samostatné. Oba dva snizily proliferaci vSech testovanych linii bun¢k.

Dale bylo testovano spolené plisobeni Z36 a cucurbitacinu D. Samotny cucurbitacin D
omezil proliferaci nddorovych bunék, kterou Z36 jesté dale inhiboval u linii HuT78, Jurkat
a MT-1. U linie MT-4 byl ale efekt opacny, proliferace bunék se zvysila. Stejné tak vliv na
mnozstvi $tépen¢ho proteinu PARP se lisil u jednotlivych linii. Po indukci Stépeni PARP
cucurbitacinem D se jeho efekt potencoval za ptitomnosti Z36 u linie Jurkat, ale ne u MT-
1. Je zteymé, Ze Z36 ovliviiyje apoptdzu indukovanou cucurbitacinem D u kazdé linie jinym

mechanismem.

Stejné tak byly testovany leukemické buniky s inhibitorem 3-MA. Pfi testovani proliferace
se efekt cucurbitacinu D zvysSil u linii Jurkat a HuT78, nezménil se u MT-1 a naopak se
snizil u MT-4.

Daéle bylo testovano spolecné piisobeni cucurbitacinu D, Z36 a 3-MA na Z36 senzitivnich

liniich Jurkat a MT-1. U obou linii se diky 3-MA jesté€ vice sniZila proliferace.

Nakonec byla linie MT-4 transfekovéna Beclin-I siRNA (small interfering RNA). Tim se
utlumil Beclin-I, ktery vlivem proteinu Tax dysreguluje autofagii. Poté bylo pozorovano

zvyseni citlivosti bunék na plisobeni cucurbitacinu D. >

Bylo ovéfeno, Zze autofagie pferusuje procesy, které jsou indukované pomoci
cucurbitacinu D a vedou k apoptéze. Proto by mohla byt regulace procesu autofagie
uziteéna pii vyvoji efektivngjsich chemoterapeutik pro 1é¢bu leukémie. 8 Zaroven je ale
evidentni, ze ucCast autofagie je zavisla na charakteristice bun¢k a mize byt odliSnd mezi
riznymi liniemi. Heterogenita klon nadorovych buné¢k je tak dilezitym faktorem, ktery

spoluurcuje odpoveéd bunek na 1é¢iva nebo jejich kombinace.
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3.3 Zastaveni bunécného cyklu
Jednim z dalSich efektl, které byly pozorovany po ptidani cucurbitacinu D k nadorovym

bunikam, je zastaveni bunéného cyklu.

Po kultivaci lidskych nadorovych linii odvozenych od karcinomu endometria a rakoviny
vajecniki s cucurbitacinem D se dramaticky zvySilo mnozstvi bunék v sub G1 a G2/M fézi,
spole¢n¢ se snizenim populace v S fazi. Zastaveni bunééného cyklu v G2/M fazi mize byt
zplisobeno zvysenim exprese p21 a p27 a snizenim hladiny cyklini A a B.*® Proteiny p21 a
p27 jsou inhibitory CDK (Cyklin-dependentni kinazy), které hraji diilezitou roli v blokaci
bunééného cyklu. Tim, Ze se navazi na CDK komplex, snizi kindzovou aktivitu tohoto

komplexu a zastavi buné&ny cyklus.*® 7

Exprese proteinu p2l je indukovana
tumorsupresorem pS53. Ten hraje dulezitou roli pifi zabrané vzniku nadort, téméf polovina
lidskych nadorovych onemocnéni ma tento protein nefunkéni. p53 mize mimo jiné zastavit
bunécny cyklus, napt. pravé pres p21, a umoznit tak opravu poskozeni buiiky, predev§im
poskozené DNA. p53 také indukuje apoptozu nezéavisle na p21, pokud je DNA poskozena
pilig.>% 60

Zastaveni bunééného cyklu v G2/M fazi bylo pozorovano v nadorovych bunkach rakoviny
prsu, které vykazuji znamky mnohocetné 1ékové rezistence (multidrug resistance, MDR) 2,
a u bun¢k schwannomu a meningeomu, kde bylo detekovano sniZeni mnozstvi cyklinu B,

fosfo-AKT a fosfo-PRAS40 (proline-rich Akt-substrate).®!

3.4 STAT3 a NF-«xB

bunky je jeho vliv na signalni drdhy s Ucasti STAT3 a NF-«xB, a to nékolika rliznymi
mechanismy.

3.4.1 STAT3

STAT3, zanglického Signal transducer and activator of transcription 3, se UcCastni
karcinogeneze prostfednictvim imunosuprese. Po aktivaci nadfazenym signalem dojde
k jeho fosforylaci, dimerizaci, translokaci do jadra a vazbé na DNA. To vede k transkripci
riznych gend, které maji vliv na rast nadorl, angiogenezi, invazi bunék a unik pfed

imunitou.%?

11



Za fyziologickych podminek je aktivace STAT3 striktné fizena, na jeji regulaci se podileji
zejména PIAS (protein inhibitor of activated STAT), SOCS (supressors of cytokine
signaling), PTP (protein tyrosine phosphatases), nebo proteazomu zavislého na
ubiquitinaci. Geny, jejichz exprese je regulovana pomoci STAT3, Casto koduji cytokiny,
rustové faktory nebo angiogenni faktory, jako naptiklad IL-6 (interleukin-6), IL-10
(interleukin-10), VEGF (vascular endothelial growth factor). Ty poté znovu aktivuji
STAT3 a tim se vytvofi smycka, kterda miZze v nddorovych bunikach zptsobit trvalou
aktivaci STAT3. Tim dojde k trval¢ podpoie produkce pravé IL-6, IL-10 a VEGF
v nadorovém mikroprostiedi a tim se zablokuje imunitni odpovéd’ proti nadoru®. Zarovei
STATS3 aktivuje transkripci klicovych onkogend, které jsou zapojeny do suprese imunitnich
odpovédi proti nddoru. Kromé toho STAT3 moduluje nddorové mikroprostiedi, jako jsou

stromdlni a imunitni bunky, k podpofe riistu nddoru.

Funkéni motivy skupiny proteini STAT zahrnuji N-koncovou doménu pro dimerizaci,
»coiled coil* doménu pro integraci s dal§imi proteiny, DNA-vazebnou doménu, SH2 (SRC

homology 2) doménu a C-terminalni transaktiva¢ni doménu.%

Aktivovany STAT3 byl detekovan u mnoha lidskych nadori®, proto je cileni na STAT3
signalizaci dtlezitym krokem k potladeni proliferace nadorovych bunc¢k a k indukci
apoptozy. STAT3 draha zahrnuje jak podporu nddord, tak i imunosupresi. Diky tomu je
STAT3 vyznamnym molekularnim cilem pro imunoterapii. Zaroven tak mize jit o 1écbu
cilenou na nadorové buiky, pokud maji vyznamné zvySenou hladinu STAT3 exprese.
Zdravé bunky nemaji STAT3 aktivovany nepfetrzité, tak jako nddorové bunky, proto by je

inhibitory STAT3 neovliviiuji v takové mife. 6

34.2 NF-«xB

NF-«B je oznafeni dimernich transkripénich faktorti, které patii do skupiny Rel a jejich
aktivita je regulovéna piesuny mezi cytoplazmou a jadrem buiky.® Pfi odpovédi na
prozanétlivé cytokiny a vedlejsi produkty mikrobt a viri se vyrazné zvySuje DNA-vazebna
aktivita NF-kB. Vazebna mista pro NF-kB jsou v oblastech promotorti gent, které¢ koduji
cytokiny, chemokiny, adhezivni molekuly a enzymy, a tim NF-kB uplatiiuje svljj vliv na

imunitni systém, zanétlivou odpovéd’, riist a smrt bunék.5% 67
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Dimery NF-«xB zlstavaji v cytoplazmé diky své interakci s inhibitory IxkB (inhibitor kB).
K degradaci IkB dojde poté, co jsou fosforylovany IkB kindzovym komplexem, IKK
(inhibitor of nuclear factor k-B kinase).®® IKK se sklddd ze dvou katalytickych
podjednotek, IKKa a IKKp, které piimo fosforyluji IxkB a déle zjedné regulaéni
podjednotky IKKy, také oznacované jako NEMO (NF-kappa-B essential modulator).®®
(STAT3 a NF-kB signaliza¢ni draha viz obrazek 3)

 Extrinsic pathway

flwr;l;insic pathway

/

&, Pro-cancer
29 inflammat
oo inflammatory
4]

mediators A& ' “ mediators
& o J

Mature Reviews | Cancer

Obrazek 3: STAT3 a NF-kB signalizacni drdha (pirevzato z: Yu H. et.al. 2009 )

3.4.3 Vliv cucurbitacinu D na STAT3 a NF-xB

Cucurbitacin D zplisobuje inhibici fosforylace STAT3, konkrétné na Tyr705 a Ser727. To
bylo prokézano na bunkach rakoviny d€lozniho hrdla, ve kterych cucurbitacin D ovlivnil
transkripci gend, jejichZ piepis se spousti aktivaci signalni drahy STAT3. Témito geny jsou
naptiklad c-Myc a MMP9 (Matrix metallopeptidase 9). Jejich produkty podporuji
proliferaci a invazi nddorovych bunék. Diky tomu, Ze cucurbitacin D inhiboval fosforylaci
STATS3, se aktivita jim ovliviiovanych genli blokovala a zastavila se proliferace. To bylo

ovéieno i vin vivo podminkach, kdy doSlo po podani cucurbitacinu D intratumoralné
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k redukci ristu i hmotnosti nadoru. V tomto pfipadé se jednalo o ortotopicky xenograft

lidského nadoru délozniho hrdla (linie CaSki) u athymickych mysi. 7°

Cucurbitacin D také snizil mnozstvi p-STAT3 (phospho-STAT3) v doxorubicin-rezistentni
bunécné liniit MCF7/ADR. V této bunécné linii byla pozorovana over-exprese p-STAT3
oproti zékladni linii MCF7, ktera nevykazuje mnohocetnou Iékovou rezistenci. Tim, ze
doslo ke snizeni mnozstvi p-STAT3, se inhibovala translokace STAT3 do jadra a narusil se
ptepis cilovych gent. U této rezistentni bunétné linie bylo zaroven pozorovano zvysené
mnozstvi IkB a NF-kB v cytosolu a s tim i1 snizena hladina p-NF-kB (phospho-NF-kB)
v jadre. Vysledkem téchto zmén byla apoptotickd smrt bunék. Zatim ale neni znamo, v jaké
&asti signalni drahy cucurbitacin D pisobi. >

Potla¢eni konstitutivni aktivace STAT3 nastalo i u bunék rakoviny prsu, které byly
vystaveny cucurbitacinu D. Tento efekt byl pozorovan uz po 6 hodinidch od pocatku

kultivace bun&k s cucurbitacinem D.’

Cucurbitacin D inhibuje proliferaci i dalSich typti nadorovych bunék, kterymi jsou napf.
buiikky T bunécné leukémie, konkrétné linie MT-1, MT-2, MT-4, Hut102, Hut78 a Jurkat.
V tomto ptipadé se zacala projevovat aktivita cucurbitacinu D po 12 hodinach od zacatku
kultivace bunék s cucurbitacinem D. Uginek u nadorovych bunék byl porovnan s buitkami
lidskych perifernich krevnich lymfocyti (PBL) od zdravych darci. Zivotnost téchto
zdravych bunék nebyla cucurbitacinem D nijak ovlivnéna, ale diivod tohoto rozdilu mezi

icinkem na zdravé a leukemické buiiky zatim neni znamy.>*

U zminénych linii T-bunééné leukémie (MT-1, MT-2, MT-4, Hut102, Hut78 a Jurkat) byl
dale zkouman mechanismus apoptézy. U nadorovych buné€k byla po kultivaci
s cucurbitacinem D detekovana snizena exprese Bcl-xL a Bcl-2. Naproti tomu u zdravych
PBL bungk nebyla exprese téchto genl ovlivnéna. Bel-xL je protein, ktery patii mezi Bcl-2
proteiny a spolu s anti-apoptotickymi proteiny zajiStuje ochranu nddorovych bunck ptred
apoptozou.>* Transkripci Bel-xL reguluje NF-xB, ktery byl v buiikdch T-bunééné leukémie
pozorovan nepretrzité aktivovany.”! Pro lepsi pochopeni vztahu mezi aktivitou NF-kB a
expresi Bcel-xL byly linie MT-4 a Hut102 kotransfekovany p65, ktery je soucasti NF-«B, a
Bcel-xL nebo NF-kB reporterovymi konstrukty. Overexprese p65 zvysila aktivitu NF-xB a

Bcel-xL reporterti a tato aktivita nebyla zastavena po kultivaci s cucurbitacinem D. To
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znamena, ze cucurbitacin D inhibuje expresi Bcl-2 proteinti ptes supresi NF-kB signalni
drédhy v cytoplazmé, ne v jadfe.>*

Uz po Sestihodinové kultivaci bunék s cucurbitacinem D se snizilo mnozstvi NF-«xB v jadie
a zaroven se NF-xB zacal kumulovat v cytoplasmé. Tam se zvedla i hladina IkBa (inhibitor
kBa), tim nemohlo dojit k translokaci NF-kB do jadra, protoze IkBa tvoti komplex s NF-
KB v cytoplasmé a tim inhibuje jeho translokaci do jadra. Zaroven se zvysila fosforylace
nadfazené¢ kindzy pro NF-xB, IKKa/b, a bylo detekovano zvySené mnozstvi
ubiquitinované¢ho IkBa. Zatim ale neni jasné, zda cucurbitacin D muze pfispivat ke
kumulaci NF-xB v cytoplasmé také tim, Ze by podnécoval translokaci aktivovaného NF-xB
z jadra do cytoplasmy. >*

3.4.3.1 Aktivace STAT3

Na nasledujicim prikladu je vidét, ze vysledky studia G¢inkii cucurbitacinu D nejsou vzdy
jednoznacné a je potfeba mnoho dalsi prace k jejich pochopeni a objasnéni piesnych
mechanismu. V pfedchazejici kapitole jsou popsany mechanismy a s nimi souvisejici efekty
cucurbitacinu D, které jsou spojené s inhibici signalni drahy STAT3 na rtiznych Grovnich.

Byla publikovéna ale i prace 72, ktera popisuje presné opa¢ny efekt, a to aktivaci STAT3.

Déledobé podavani cucurbitacinu D sniZilo u db/db mysi (model pro hyperglykemii a
diabetes 2. typu) hladinu glukozy v krvi. V tomto ptipad¢ byl cucurbitacin D podavan po
dobu tfi tydnl a glukdéza byla v krvi méfena poté, co byly mysi ponechany ptes noc bez
pfistupu k potravé. V jatrech téchto mys$i zpisobilo podavani cucurbitacinu D inhibici
exprese enzymi PEPCK (Phosphoenolpyruvate carboxykinase) a G6Pazy (glucose 6-
phosphatase), které jsou klicové pro glukoneogenezi v jatrech. Glukoneogeneze je disledné
fizena transkripénimi faktory a vtomto pfipadé byla inhibice PEPCK a G6Pazy

cucurbitacinem D zplsobena zvySenym mnoZstvim aktivovaného STAT3 v jatrech.

Pro ovéteni dat byla v jatrech db/db mysi exprese STAT3 inhibovana. K tomu byla pouzita
adenovirovd shRNA (short hairpin RNA) komplementarni k oblasti, kterd koéduje STATS3.
Tim se exprese jaterntho STAT3 1plné potlacila a zaroven se eliminoval 1 vliv
cucurbitacinu D na snizeni hladiny glukézy v krvi 1 na expresi enzymi PEPCK a G6Pazu.
Tim se potvrdilo, zZe glukoneogeneze ovlivnénd cucurbitacinem D je zavislad na aktivité

STAT3.
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Dale byl testovan i vliv cucurbitacinu D na akutni diabetes 1. typu. Pro tento ucel byl pouzit
inbredni kmen mys$i C57BL/6, kterym byly pomoci streptozotocinu odstranény  bunky
pankreatu produkujici inzulin. Poté, co byly tyto mysi léCeny cucurbitacinem D (opét po
dobu tii tydnii), doslo i u nich ke snizeni hladiny glukézy v krvi, ktera byla métena po fazi
hladovéni. Také zde byla naméfena niz§i hladina mRNA (messenger RNA) a proteint

PEPCK a G6Pazy a vyssi mnozstvi fosforylovaného STATS3.

Zminéné vysledky ukazuji, Ze by cucurbitacin D mohl snizovat mnozstvi glukozy v krvi a
byt tak uzite¢ny pii vyvoji 1€ka pro 1écbu diabetu, 1 kdyz zatim neni jasné, jakym zptisobem
cucurbitacin D STATS3 signaliza¢ni drahu aktivuje.”? Zarove to také vede k otazce, jak je
mozné, ze cucurbitacin D prokazatelné inhibuje STAT3 drahu u nékterych bunék, ale u
jiného zkoumaného modelu ji aktivuje. Moznym vysvétlenim by mohla byt specificka
aktivita cucurbitacinu D na konkrétni buitkky nebo tkdné€, nebo také davkovéni, které bylo

v tomto piipad¢ dlouhodobé, po dobu tii tydnd.

3.5 Proteazom

Jednim z dalsich G¢inkt cucurbitacinu D je inhibice funkce proteazomu.>*

Proteazom je multikatalyticky enzymovy komplex, ktery bychom nalezli jak v jadre, tak 1
v cytoplazmé eukaryotickych bun&k.”® Jeho velikost je 2,4 MDa a skladd se ze dvou
velkych podjednotek. Prvni z nich je 20S jadro komplexu a druhd ¢ast, 195, je regulacni.
Jadro komplexu mé tvar barelu, ktery je uspofddan do ctyf axidln€ sloZenych

heptamerovych kruhd.”

Proteazom je vedle lysozomi v bufice hlavnim proteolytickym systémem’>, ktery oviem
funguje velmi selektivné. Stépi konkrétni proteiny nebo ty, které byly chybné poskladany.
Cilové proteiny jsou pfedem v buiikach oznaceny ubiquitinem za ucasti ubiquitin ligazy;
takto oznacené cilové proteiny jsou rozpoznavany regulaénimi jednotkami proteazomu a
podléhaji rychlé degradaci’®. Proteazom je v mnoha ohledech unikétni, a to véetn& zptisobu,
jakym proteiny degraduje. VétSina proteaz uvolni pii Stépeni substratu dva fragmenty nebo
odstépi jednu aminokyselinu z jednoho konce proteinu. Proteazom ale degraduje proteiny
postupné a dochazi ke Stépeni substratu az na oligopeptidy o délce 7 aZ 8 aminokyselin,

které mohou byt jesté dale degradovany.”’
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Inhibice funkce proteazomu cucurbitacinem D byla popsana u bunécnych linii MT-1, MT-
2, MT-4, Hutl02, Hut78 a Jurkat. VSechny tyto linie jsou odvozeny od T-bunécné
leukémie. Po Sesti hodinadch od zacatku kultivace bun€k s cucurbitacinem D v nich bylo
detekovano nejen veEtsi mnozstvi ubiquitinovaného IkBa, ale 1 celkové mnozstvi
ubiquitinovanych proteinti. Proto je zfejmé, ze cucurbitacin D inhibuje aktivitu proteazomu,
ktery by m¢l §tépit praveé proteiny oznacené ubiquitinem, ale po inhibici proteazomu se

takto oznacené proteiny hromadi v cytoplasm¢.

Inhibice proteazomu cucurbitacinem D byla dale potvrzena i v in vivo systému. Pro tento
ucel byly pouzity SCID (Severe combined immunodeficiency) mysi s MT-4 nebo Hut102
buitkami. U téchto mysi byla po 24 hodinach od podéani cucurbitacinu D indukovana silna
apoptdza nadorovych bun€k. V nich bylo také zjisténo zvySené mnozstvi ubiquitinovanych
proteini véetné IkBa, coz potvrzuje, Ze cucurbitacin D inhibuje proteazom i v in vivo

systému.>*

3.6 Inflamazom

Kaspazy se tadi mezi cysteinové protedzy, které zahajuji nebo piimo zprostfedkovavaji
bunécné déje, které se podileji na regulaci aktivity nékterych mediatortt zanétu a jsou
kli¢ové pro proces apoptozy. Kaspazy jsou syntetizovany jako inaktivni proenzymy a jejich
aktivita zavisi na proteolytické aktivaci. Kaspdzy mohou byt bud'to prozanétlivé nebo
proapoptotické. Mezi prozanétlivé kaspazy patii kaspaza-1, -11, -12 u mysi a kaspaza-1, -4,
-5 u lidi.”® Ztéchto prozanétlivych kaspaz je nejpodrobnéji popsina kaspaza-1. Jeji
katalyticka  aktivita je regulovdna  signal-dependentni  autoaktivaci v ramci
multiproteinovych komplexi, které jsou nazyvany inflamazomy. Inflamazomy se podili na
zpracovani cytokinl, které jsou zavislé na aktivité¢ kaspazy-1, jako je napiiklad IL-18
(Interleukin-1 B).”

IL-1B je dilezity prozénétlivy cytokin, jeho inaktivni forma je exprimovana diky
prozanétlivym podnétim, ale maturaci této inaktivni formy fidi inflamazomy.*
Nejpodrobnéji popsanym inflamazomem je inflamazom NLRP3 (Nod-like receptor protein
3). Ten se sklddd z NLRP3 kostry, ASC (Apoptosis-associated speck-like protein
containing CARD) adaptoru a kaspazy-1.%!
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Aktivita inflamazomu a dostatecné mnozstvi pro-IL-1 jsou hodné ovlivnény diky zapojeni
do prozanétlivych signalizacnich drah, jako jsou drahy spusténé po navazani ligandu na
TLR (Toll-like receptor). Stimulem muze byt v tomto piipadé napiiklad lipopolysacharid
(LPS) nebo prozanétlivy cytokin TNFa (Tumor necrosis factor o). K aktivaci kaspazy-1,
ktera zavisi na inflamazomu, mtize dojit i v buiikach, které nebyly ptedem vystaveny LPS
nebo TNF. V tomto ptipad¢ by ale byla sekrece IL-1f jen minimalni. Proto se pfi vyzkumu
aktivace inflamazomu pouzivaji prozanétlivé signaly, jako pravé LPS nebo TNFa, které

aktivuji NF-xB a spoustgji transkripci po navazani k promotoru IL-1p.3?

Imunomodula¢ni ucinek cucurbitacinu D byl testovan na bunkach makrofagt (lidska
monocytarni linie THP-1 a mySi modely: peritonedlni makrofagy - PEC, makrofagy
odvozené z bunék kostni dien¢ — BMDM a makrofdgova linie - RAW264.7), které byly
kultivovany s cucurbitacinem D. Uz po 3 hodinéach se zvysila produkce IL-1f3. Samotny
cucurbitacin ale tuto produkci neindukoval, pouze zvysil produkci indukovanou LPS.
Stejné tak 1 expresi IL-1f mRNA cucurbitacin D pfimo neindukoval, ale pouze zvySoval
expresi IL-1p mRNA, ktera byla indukovana pomoci LPS. Dé&je se tak ovlivnénim
enhanceru, ne promotoru. To bylo ovéfeno pomoci luciferazového reportérového systému.
Testované bunky THP-1 byly transfekovany vektorem pGL3 s genem luciferazy, ke
kterému byl pfipojen bud’ jen promotor genu pro IL-1B nebo promotor spolecné
s enhancerem. Tyto bunky pak byly kultivovany s cucurbitacinem D spolecné s LPS nebo
bez néj a poté byla zméfena aktivita luciferdzy. Cucurbitacin D indukoval aktivitu
luciferazy s promotorem a enhancerem, ktera byla indukovdna LPS, ale neindukoval
aktivitu luciferazy pouze s promotorem, nebo luciferdzy s promotorem a enhancerem, ale

bez aktivace pomoci LPS.

Produkce IL-1B indukovand LPS za pfitomnosti cucurbitacinu D se snizila, pokud byla
zaroven inhibovéana kindza ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinases 1/2), ktera patii
mezi MAP kindzy (mitogen-activated protein kinase) hrajici dilezitou roli v
indukci syntézy IL-1B. Inhibici ERK1/2 kinazy se v testu také sniZila aktivita luciferazy
s promotorem a enhancerem genu pro IL-1p, kterd byla indukovana LPS a cucurbitacinem
D. Z toho vyplyva, Ze exprese IL-1P indukovanid LPS a cucurbitacinem D by mohla byt
ovlivnéna zvySenim aktivace ERK1/2 MAP kinaz na transkripni urovni. Presny

mechanismus téchto 1¢inkd zatim neni znam.
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Pro produkci IL-1B je také nezbytna aktivita inflamazomu. V buiikdch makrofagh bylo
pozorovano, ze slozeni NALP3 inflamazomu bylo indukovdno samotnym
cucurbitacinem D. Zaroven bylo zjisténo, ze inhibice ERK1/2 kinazy nemélo na jeho
slozeni zadny vliv. Proto je jasné, ze ERK1/2 kinaza hraje roli na transkripcni arovni, ale uz

ne na posttranskripéni arovni.*?

Sekrece IL-1PB je regulovana také na posttranskripcni Grovni kaspazou-1. Kdyz byla
kaspaza-1 inhibovéana v buiikach, které pak byly kultivovany s LPS a cucurbitacinem D,
mnozstvi sekretovaného IL-1P se vyrazné snizilo. Proto je mozné fici, ze cucurbitacin D
ovlivituje aktivacni drahu kaspazy-1, takze ma vliv na produkci IL-1p jak na transkrip¢ni,

tak na posttranskripéni trovni.®

3.7 Hepatoprotektivni potencial cucurbitacinu D

Hepatoprotektivni efekt byl pozorovan u krysi bunééné linie HSC-T6, kterd je odvozena z
bunck hepatoceluldrniho karcinomu. Testovan byl cucurbitacin D, izolovany z rostliny
Cucurbita texana. Efekt byl zplsoben inhibici produkce TNF-a a IL-6 pfes blokadu
aktivace NF-xB drahy. Aktivace NF-kB hraje dilezitou roli ve vyvoji hepatocelularniho
karcinomu a inhibice IL-6 mtze potlacit nador jater. Pii zkoumani této hepatoprotektivni
aktivity byl testovan inhibi¢ni efekt cucurbitacinu D na produkci prozéanétlivych cytokint
pfi stimulaci bun€k pomoci LPS. Produkce TNF-a byla sniZzena pisobenim cucurbitacinu D
0 96,4 %, stejn¢ tak doslo ke sniZeni mnozstvi IL-6, a to 0 56,3 %. Inhibice TNF-a byla

zpusobena blokadou aktivace NF-«xB.

Cucurbitacin D ptisobi podobné jako inhibitor PS-1145. Ten se v pokusech vyuziva pro
inhibici IKK a zptsobuje v bunikach 1,7ndsobny pokles mnozstvi fosforylovaného IkBa
neZ je detekovano v buiikach stimulovanych LPS. Piisobenim cucurbitacinu D se mnoZstvi
fosforylovaného IkB-a snizilo 1,6krat. Bylo také ovéfeno, Ze se cucurbitacin D vaze na

IKKP do vazebného mista pro ATP (adenosintrifosfat), stejné€ jako inhibitor PS-1145.

Béhem testovani hepatoprotektivniho potencidlu cucurbitacinu D byly pro srovnani jeho
ucinku pouzity 1 jiné druhy cucurbitacinti, a to dihydrocucurbitacin D (DHCD),
cucurbitacin B (CuB), dihydrocucurbitacin B (DHCB) a cucurbitacin E (CuE). V porovnani

s cucurbitacinem D mé&l DHCD o néco niz§i u€innost, ale ptisobil stejnym zplisobem. CuB,
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DHCB a CuE pitisobily opacné, produkci TNF-a a IL-6 nesnizily, ale naopak ji v rizné mife
zvysily.®* Cucurbitacin D a DHCD by mohly byt vyuzivany k ochrané jaternich bunék pied
chemicky indukovanou hepatotoxicitou diky blokaci NF-kB a tim omezeni produkce
prozanétlivych cytokinit TNF-o a IL-6. Zaroven je jisté, Ze velmi podobné molekuly

riznych druht cucurbitacinu mohou ptisobit na buiiky riznymnym zptisobem.

3.8 Metabolismus

U kazdé slouceniny, u které se zkoumda vliv na lidské buiiky, je nutné, aby se pied
pfipadnymi klinickymi testy objasnil zplsob, jak je latka v téle metabolizovana a jakym
zpusobem ji t€lo mize vyloucit.

Biotransformace cucurbitacinii byla testovana v lidskych jaternich bunikédch. Zde byl
testovan cucurbitacin D, E a I. Hydroxylové skupiny, které molekuly téchto cucurbitacinti
obsahuji, mohou byt potencidlnimi misty pro sulfataci a glukuronidaci. U zminénych
cucurbitacini byla testovdna biotransformace pifes reakce faze 1 (hydroxylace a
deacetylace) a faze II (glukuronidace a sulfatace). Sulfatace cucurbitacinli byla pozorovana
v cytosolu lidskych jaternich bun€k a jeji rychlost byla vyrazné niz$i v porovnani se
sulfataci markeru (1-naftol). Stejné€ tak glukuronidace cucurbitacini byla vyrazné pomalejsi
v porovnani s markery (l-naftol, octylgalat, 4-nitrofenol, 4-aminobifenyl, p-estradiol,

hyodeoxycholova kyselina, RS-ketoprofen a eugenol).

Dale byla testovana rychlost hydroxylace vSech tii testovanych cucurbitacinii pomoci
lidskych jaternich mikrosom.%> Mikrosomy jsou subcelularni frakce jaternich bunék, ktera
je odvozena ze struktur endoplazmatického retikula. Mikrosomy se pfipravuji
homogenizaci a naslednou diferencidlni centrifugaci jaternich bunék. Jako in vitro model
pro vyzkum metabolismu rtiznych 1é¢iv jsou €asto pouzivany, protoze obsahuji mnoZstvi
enzymii oxidace faze I nebo glukuronidace®®. I tady bylo potvrzeno, Ze hydroxylace
cucurbitacini je pomalejSi a déje se vmenSim rozsahu v porovnani s hydroxylaci
nifedipinu, ktery byl pouzit ke kontrole funkce mikrosomi jako substrat lidského jaterniho
cytochromu P450. Dale bylo zjisténo, Ze mikrosomdlni esterdzy jsou v porovnani

s odpovidajicimi enzymy v cytosolu aktivn&jsi pii hydrolyze estert triterpent. *°
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Cucurbitaciny jsou metabolizovany pomoci konjugacnich reakci — krom¢ sulfatace a
glukuronidace také pomoci hydroxylace a hydrolyzy. VSechny tyto reakce zde probihaly
vyrazné pomaleji v porovnani s pfislusnymi markery. 3% Zatim neni jasné, jakym zptisobem

se cucurbitaciny z téla vylouci, nebo zda-li se v téle ukladaji.

Je jisté, Zze pokud by se uvazovalo o pouziti cucurbitacinu D v klinické praxi, je nejprve

potieba dalsi vyzkum, ktery by objasnil osud této slouceniny v lidském téle.

4 Zavér

Cucurbitacin D se v poslednich letech testuje pro jeho potencidlni ucinky proti rakovinnym
buikam a vysledky ukazuji, ze by v budoucnu mohl byt nadéjnym 1é¢ivem. Jeho aktivita se
potvrzuje nejen in vitro, ale 1 in vivo. Jednim z hlavnich G¢inkl cucurbitacinu D je inhibice
signaliza¢ni drahy STAT3, na kterou mize pravdépodobné ptsobit nékolika mechanismy.
Diky tomu, Ze mnoho typt rakovinnych bunék ma zvysenou hladinu aktivovaného STATS3,
je cucurbitacin D ucinngj$i praveé v nich a neposkozuje tak zdravé bunky v takové mire.
Dal$imi dilezitymi ucinky cucurbitacinu D jsou zastaveni bunécného cyklu a indukce
programované bunétné smrti, apoptozy. Cucurbitacin D dokdze také narus$it dulezité
bunééné déje, jako je funkce proteazomu a inflamazomu. Diky vlivu na inflamazom se
roz$ifuje paleta ucinku i o ovlivnéni imunitni odpovédi na prozanétlivé podnéty. To mulize
mit také vliv na osud naddorovych bunék, protozZe intenzita a povaha zanétové reakce je pro
vyvoj nadord zasadni.

Na druhou stranu je nutné dodat, Ze porozuméni mechanismiim u¢inku cucurbitacinu D v
buikach narazi zatim na mnoho otazek. Velkd ¢ast mechanisml zatim nebyla popsana,
stejn¢ tak jako jeho metabolismus a rychlost a zptisob vylu¢ovani z organismu. Jednim
z hlavnich otazniki je mechanismus, jakym cucurbitacin D u vétSiny bunék zplsobuje
inhibici STAT3 drahy. V literatufe je navic popsana i moznost stimulace STAT3 signalni

drahy.
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5 Seznam pouzitych zkratek

3-MA
ALK
ASC
ATP
Bcl-2
Bel-xL
BID
CDK
CuB
CuE
DHCB
DHCD
DNA

ERK1/2

Fas
G6Paza

HER?2

HIF-1
KK
IL-10
IL-1B
IL-6

IxB

3-methyladenin

Anaplastic lymphoma kinaza

Apoptosis-associated speck-like protein containing CARD
Adenosintrifosfat

B-cell lymphoma 2; B-bunéény lymfom 2

B-cell lymphoma-extra large; B-bunécny lymfom extra velky
BH3 interacting-domain; BH3-interagujici doména
Cyklin-dependentni kindza

Cucurbitacin B

Cucurbitacin E

dihydrocucurbitacin B

dihydrocucurbitacin D

Deoxyribonucleic acid; deoxyribonukleova kyselina

Extracellular signal-regulated kinases 1/2; extracelularni signalem

regulované kindzy 1/2
First apoptosis signal receptor; prvni receptor signalu apoptdzy
Glucose 6-phosphatase; glukdza 6-fosfataza

Human epidermal growth factor receptor 2; receptor pro lidsky epidermalni

ristovy faktor 2

Hypoxia-inducible factor 1; hypoxii indukovatelny faktor 1

Inhibitor of nuclear factor kB kinase; inhibitor kinazy jaderného faktoru kB
Interleukin-10

Interleukin-1

Interleukin-6

Inhibitor kB
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JAK

LPS

MAP kinazy
MAPK
MDR
MMP9
mRNA

NCI

NEMO

NF-xB

NLRP3
PARP
PBL
PEPCK
PI

PIAS
p-NF-xB
PRAS40
p-STAT3
PTP
ROS
SCID
SH2
shRNA

siRNA

Janus kindza
Lipopolysacharid
Mitogen-activated protein kinase; mitogenem aktivovana protein kinaza
Mitogen-activated protein kinase; mitogenem aktivovana protein kinaza
Multidrug resistence; viceCetna 1ékova rezistence
Matrix metallopeptidase 9; matrixova metallopeptidaza 9
Messenger RNA; mediatorova RNA
National Cancer Institute v USA
NF-x-B essential modulator; zakladni modulator NF-kB

Nuclear factor k-light-chain-enhancer of activated B cells; jaderny faktor «-

enhanceru lehkého fetézce aktivovanych B bunck

Nod-like receptor protein 3

Poly ADP-ribose polymerase; polymeraza poly ADP-ribozy
Peripheral blood lymphocytes; periferni krevni lymfocyty
Phosphoenolpyruvate carboxykinase; fosfoenolpyruvat karboxykinaza
Propidium jodid

Protein inhibitor of activated STAT; inhibitor aktivovaného STAT3
Phosphorylated NF-«B; fosforylovany NF-xB

Proline-rich Akt-substrate 40; Akt substrat 40 bohaty na prolin
Phosphorylated-STAT3; fosforylovany STAT3

Protein tyrosine phosphatases; tyrosinova fosfataza

Reactive oxygen species; reaktivni formy kysliku

Severe combined immunodeficiency; tézké kombinované imunodeficience
SRC homology 2; SRC homolog 2

Short hairpin RNA; kratka vlasenkova RNA

Small interfering RNA; mald interferujici RNA
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SOCS Supressors of cytokine signaling; supresory cytokinové signalizace

STAT3 Signal transducer and activator of transcription 3; signalni transduktor a

aktivator transkripce 3

TLR Toll-like receptor

TNF Tumor necrosis factor; faktor nekroézy nadorti

TNF-a Tumor necrosis factor a; faktor nekr6zy nadori o

VEGF Vascular endothelial growth factor; vaskularni endotelovy riistovy faktor
Wnt Wingless/Int-1
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