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Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmakologie a toxikologie

Kandidat: Eva Vandasova

Skolitel: Doc. RNDr. Eva Kmonickova, CSc.,
Doc. PharmDr. Petr Pavek, Ph.D.

Nazev diplomové prace: V1iv SERCA inhibitord na produkci oxidu dusnatého a sekreci
cytokinii v makrofagach

Seskviterpenové laktony rostlinného ptivodu thapsigargin (TG) a trilobolid (TB) jsou
silnymi inhibitory Ca**-ATPézy sarko/endoplazmatického retikula (SERCA), zvy3uji
tak koncentraci intraceluldrniho vdpniku. Navic bylo zjisténo, Ze TG projevuje urc€ité
imunoterapeutické vlastnosti. Ni¢i pomalu proliferujici a neproliferujici buiiky a
inhibuje replikaci vird. Cilem prace bylo sledovdni imunomodula¢niho potencidlu
téchto latek a latek chemicky rozdilnych od seskviterpenickych laktontt TG a TB, napf.
klotrimazolu, artemisininu, dihydroartemisininu a kurkuminu. Tato 1éCiva jsou rovnéz
spojena s inhibici SERCA. Uéinek byl analyzovén na kulturich potkanich a mysich
residentnich peritonedlnich makrofagi. Produkce oxidu dusnatého (NO) zvifecimi
makrofdgy byla stanovena pomoci Grisseova Cinidla po 24hodinové kultivaci. Hladiny
cytokinii v supernatantu byly ureny metodou ELISA po 5-24hodinové kultivaci.
Potkani peritonedlni makrofdgy produkovaly vysoké mnoZsvi NO po stimulaci TG a TB
bez jakéhokoli imunitniho stimulu (lipopolysacharid) v porovnéni s ostatnimi testovany-
mi SERCA inhibitory. Inhibi¢ni G¢inky nékterych latek (kurkumin, klotrimazol) na
produkci NO jsou spojeny s jejich cytotoxicitou. Slouceniny, které jsou schopné
stimulovat syntézu NO, jsou schopné vyvolat sekreci cytokini (IFN-y, TNF-a). Takovy
potencidl projevoval TG a TB. Produkce NO ziistala nezménéna v piitomnosti cheldtoru
vdpniku TMB-8 a inhibitoru uvoliiovdni vapniku ze sarko/endoplazmatického retikula
dantrolenu. Zavér této diplomové price je, Ze imunostimulacni ucinek je strukturné
spojeny se seskviterpeno-vymi laktony a zdd se, Ze pfimo nesouvisi se zvySenim

intraceluldrniho vépniku vyvolaném TG a TB.

Price byla podporovéna grantem GACR 305/07/0061.



Abstract

Charles University in Prague

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmacology and Toxicology

Candidate: Eva Vandasova

Supervisor: Doc. RNDr. Eva Kmonickova, CSc.
Doc. Pharm.Dr. Petr Pavek, Ph.D.

Title of diploma thesis: The influence of SERCA inhibitors on production of nitric
oxide and secretion of cytokines in macrophages

Sesquiterpene lactones of plant origin such as thapsigargin (T'G) and trilobolide (TB)
are potent inhibitors of sarco/endoplasmic Ca’*-ATPase (SERCA), enhancing thus
concentration of intracellular calcium. TG has been found to exhibit prospective
immunotherapeutic properties. It inhibits growth of slowly proliferating and non-
proliferating cells, and inhibits replication of viruses. The aim of present work was to
investigate immunomodulatory potential of these compounds and compounds chemical-
ly different from sesquiterpene lactone TG, i.e. clotrimazole, artemisinin, dihydroarte-
misinin, curcumin. All these drugs are related to SERCA inhibition. The effects were
analyzed in cultures of rat and mouse resident peritoneal cells. Production of nitric
oxide (NO) by animal macrophages was assayed using the Griess reagent after 24hour’s
culture. Supernatant levels of cytokines were determined by ELISA after 5-24hour’s of
culture. The rat peritoneal macrophages produced high amounts of NO upon stimulation
with TG and TB without any other immune stimulus (lipopolysaccharide) in
comparison to other test SERCA inhibitors. The inhibitory effects of some drugs
(curcumin, clotrimazole) on NO production are mainly due to their cytotoxicity. The
compounds which are able to stimulate NO synthesis were able to induce secretion of
cytokines (IFN-y, TNF-a). Such potential was possessed by TG and TB. Production of
NO remained unchanged in the presence of calcium chelating agents TMB-8 and the
inhibitor of calcium release from sarco/endoplasmic reticulum dantrolen. It can be
concluded that the immuno-stimulatory mode of action is structurally-related to
sesquiterpene lactones and is unlikely the consequence of the intracellular calcium,

which is enhanced by TG and TB.

Acknowledgements. The work was supported by the grant GACR 305/07/0061.
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ZKratky

ATF3 activating transcription factor 3
AP-1 activator protein-1

ATP adenosintrifosfat

cAMP cyklicky adenosinmonofosfat
cGMP cyklicky guanosinmonofosfat
CLT klotrimazol

CPA cyklopiazonova kyselina

CRP C-reactivni protein

COX cyklooxygendza

DHA dihydroartemisinin

DNA deoxyribonukleovd kyselina
EBV virus Epstein-Baarové

EDRF endothelium-derivated relaxing factor
ER endoplazmatické retikulum

GFR grow factor receptors

HIV human immunodeficiency virus
IAP inhibitor of apoptosis protein
IFN interferon

IxB inhibitor NF-kB

IL interleukin

1P; inositol trifosfat

LOX lipoxygendza

LPS lipopolysacharid

PMCA Ca**- ATPéza plazmatické membrany
mRNA messenger ribonukleova kyselina

NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfat

NK-«xB nuclear factor-«B

NO oxid dusnaty



NOS
PAF
PLB
PPARYy
PSA
RANKL
ROS
SERCA
SLN
SP-1

SR
STAT-3
uPA
tBHQ
TB

TG
TNF
VEGF

syntdza oxidu dusnatého

platelet activating factor

fosfolamdan

proliferator-activated receptor y

prostaticky specificky antigen

receptor activator for NF-xB ligand

reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)
Ca”*-ATPiza sarko/endoplazmatickéko retikula
sarkolipin

specifity protein-1

sarkoplazmatické retikulum

signal transducers and activators of transcription protein-3
urokinase plasminogen activator
2,5-di-(t-butyl)-1,4-benzohydrochinon

trilobolid

thapsigargin

tumor necrosis factor

vascular endothelial growth factor



1. Uvod

Thapsigargin (TG) je seskviterpenovy lakton s prokdzanou protinddorovou a proti-
virovou aktivitou. TG patii do skupiny SERCA inhibitord. Do této skupiny patii i
artemisinin, 1é¢ivo pouzivané k terapii maldrie, dihydroartemisinin (DHA), klotrimazol,
latka s antimykotickymi vlastnostmi, a kurkumin, hlavni slouc¢enina obsaZend v kari

kofeni.

Jednou z efektorovych molekul kontrolujici replikaci vird je oxid dusny (NO). Bylo
zjiSténo, Ze TG sam nebo v kombinaci s lipopolysacharidem (LPS) stimuluje biosyntézu
NO v mysich a potkanich peritonedlnich makrofdgach. Biosyntéza NO je stimulovdna

fadou cytokint (napt. IFN-y, TNF-a), Casto v synergickych kombinacich.

V této préci chci s vyuzitim spektrofotometrické metody studovat imunomodulaéni
potencidl danych litek a 1é¢iv. V in vitro podminkich bude sledovdna produkce NO a

sekrece cytokinil na modelu peritonedlnich potkanich a mysich makrofagt.
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2. Soucasny stav reSené problematiky

2.1 Ca**-ATPdza sarko/endoplazmatického retikula (SERCA)

2.1.1 Popis a zakladni vlastnosti

SERCA je jednou ze ti{ Ca®*- ATPiz, které byly popsany u vyssich zZivocichu. Jak jiz
znazvu vyplyvd, SERCA jsou umistény v membréinich sarko(endo)plazmatického
retikula. AvSak i membrdna bunééného jadra a membriny Golgiho apardtu obsahuji

SERCA (Brini a Carafoli 2009).

Ca®*- ATPazy (pumpy) hraji kli¢ovou roli pfi regulaci Ca®* iontd v eukaryotickych
buiikdch, a tedy jsou nezbytné pro spravné fungovani celého bunécného systému. Maji

vysokou afinitu k Ca’" jonttim a efektivnd udrzuji jeho homeostazu.

Je velmi dobfe zndmo, Ze Ca™* ionty se uplatiiuji jako molekulové signdly v mnohych
fyziologickych i patofyziologickych drahdch, jako jsou genovd transkripce, svalova
kontrakce, sekrece (v€etné neurotransmiter)) a produkce energie v ruz-
nych metabolickych drahdch. Ca®* ionty reguluji irokou $kalu zakladnich funkei, od
vzniku nové buiky pfi oplodnéni aZ po jeji zdnik pfi procesu programované bunécéné
smrti (Carafoli 2003). SERCA pumpy kontroluji IP; — zprostfedkovanou Ca**

signalizaci (Camacho a Lechleiter 1993).

Hlavni zdsobdrnou intraceluldrniho Ca** je endoplazmatické retikulum (ER), kde
koncentrace volného Ca** je o 3-4 fady vysSi neZ v cytosolu. Pravé tento gradient je
tvofen a udrzovdn pomoci SERCA (Berridge 2002). Ve svalovych buiikdch hraje
intraceluldrni transportni membranovy systém SR centrdlni tlohu ve skladovani a
uvolnéni Ca** béhem cyklu kontrakce a relaxace. Po excitaci myocytu je Ca®* uvolnén
ze SR pies ryanodine receptor-Ca** kanal a dochdzi ke kontrakci. Naslednd svalova
relaxace se objevi po ndvratu Ca** zpét do lumen SR pomoci SERCA (Snajdrova a kol.

1998).
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SERCA byla objevena jako prvni ATP-fizeny transportni systém Ca®* v letech 1961-
1962 ve frakci kosterniho svalu (Hasselbach a Makinose 1961, Ebashi F. a Ebashi
S.1962). Béhem nékolika let byla vycisténa a identifikovdna jako protein o pfiblizné
110 kDa (MacLennan 1970). Enzym je tvofen jednoduchym polypeptidovym fetézcem
organizovanym do 4 hlavnich domén, jedné transmembrinové domény (M) a tfech
cytosolickych domén (viz. obrdzek 1). Transmembranovd doména je slozena z 10
transmembranovych helixtt (M1-M10). Dvé cytosolické domény, doména A (actuator) a
doména P (phosporylation), jsou spojeny s M doménou. Funkce domény A je regulace
navazani a uvolnéni Ca®*. Tteti cytosolickd doména N (nukleotide-binding) je spojena
s P doménou. SERCA m4 2 vysoce afinni vazebnd mista (misto I a misto II) pro Ca**
v M doméng. Ob& Ca** vazebnd mista jsou lokalizovéana blizko cytosolickému povrchu
lipidové dvojvrstvy. Misto I je lokalizovdano mezi M8 a M5 a misto II mezi M6 a M4.
Na obou mistech Ca®* koordinuje se sedmi kysliky zbytkdi v M4, M5, M6 a M8
(Toyoshima 2008).

Tti geny (ATP2A1-3) kéduji 3 hlavni SERCA proteiny. Kazdy ze tii transkriptt dile
podstupuje tkanové-specificky alternativni sestfih, coZ zvySuje pocet variant SERCA,
lisicich se v oblasti C-konce. Kazd4 izoforma ma tkdnové-specificky vyskyt a je
prizpisobena ke specifickym funkcim. SERCAla a SERCAIDb jsou exprimovany
v rychlych vldknech kosternich svali. SERCA?2a je syntetizovdna pfevazné v pomalych
vldknech kosternich svali a v srdec¢ni svaloving, zatimco SERCA2b se vyskytuje
v mnoha typech bunék. SERCA3 je exprimovéna v nesvalovych butikich, ve vétsi mite
v tlustém a tenkém stfevu, thymu a v mozecku a v mens$i mite v lymfatickych uzlinich a
plicich. SERCA3 se hojné nachdzi vizolovanych lymfocytech potkani sleziny,
vruznych mysich lymfoidnich bunécnych liniich a v zdkladnich kultivovanych
mikrovaskuldrnich endotelidlnich bunkiach (Wu a kol. 1995). Byla také nalezena
v krevnich destiCkiach (Treiman a kol. 1998) a v beta-bunikdch pankreatu (Arredouani a
kol. 2002). U lidi bylo popsdno 6 moznych variant SERCA3 (a-f), generovanych diky
alternativnimu sestfihu dvou exondl (Brini a Carafoli 2009). SERCA3 ma zfejmou
vyrazné nizif afinitu k Ca®* neZ ostatni zakladni izoformy. Zd4 se, Ze je specializovina
ke kontrole relaxace vaskuldrni a trachedlni hladké svaloviny. Nizk4 afinita k Ca**
naznacuje, ze SERCA3 pumpa se aktivuje, jen kdyZ cytosolickd koncentrace Ca®*
dosdhne abnormdlné vysokych hladin, napf. pfi masivni bunééné stimulaci agonisty. Je
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zajimavé, ze je skoro vZdy koexprimovana s vSudyptitomnou SERCA2b a po odstranéni

genu nendsleduji zddné obvyklé patologické fenotypy (Liu a kol. 1997).

E2(TG)

Obrazek 1 Struktura Ca’*- ATP4zy ve 4 riznych stavech a zjednodusené reakéni schéma
transportniho cyklu Ca**- ATPazy

Na obrazku jsou zndzornény tfi cytosolické domény A, N a P a trasmembrdnovd doména M. Barva
koresponduje se strukturou pumpy, postupné se méni od amino konce (modrd) ke karboxylovému konci
(Gervend). Fialové krouzky predstavuji navizany Ca™. Obrézek prevzat z prace Toyoshima (2008).

13



Lytton a spolupracovnici (1992) ukézali, Ze v§echny SERCA pumpy jsou aktivoviny
zvysenou cytosolickou koncentraci Ca®* a Ze izoformy se li§i v sensitivité k Ca’*.
SERCA3 ma nejnizsi senzitivitu k Ca** (Kg = 1 uM), zatimco SERCA1 ma stfedni
senzitivitu (K4 = 400 nM). Dva produkty alternativniho sestfihu SERCA2 genu se lis{
kromé¢ tkanové specifického vyskytu v senzitivité k Ca™", rychlosti transportu Ca’ a
ATP hydrolyzy. SERCA2a ma stfedni senzitivitu k cytosolickému Ca®* (Kq = 400 nM)

Vv,

a je funk¢né nerozeznatelnd od SERCAI1. Naopak SERCA2b md nejvyssi citlivost pro

Ca®™ (Kq ~ 200 nM) a nejniZi transportni kapacitu ze viech SERCA pump (John a kol.
1998).

Zpocatku byl transportni proces studovdn na sarkoplazmatickém retikulu (SR)
kosterni a srde¢ni svaloviny, ale priace byly pozdé&ji rozsiteny na ER vSech bunck.
Nicméné SR zlstava preferovanym pifedmétem vyzkumu, diky hojnému zastoupeni
transportnich pump v jeho membrané (az 90 % ze vSech proteintt), coZ usnadiuje jeho
izolaci a ciSténi. SERCA transportuje Ca** z cytosolu do ER. Jednd se o aktivni
transport proti koncentranimu gradientu, ktery vyZaduje energii ve formé ATP.
ZjednoduSeny transportni proces je zndzornén na obrazku 1 a 2. Pumpy existuji ve 2
hlavnich konformacnich stavech: E; stav, ve kterém md enzym vysokou afinitu a
interaguje s Ca’* na cytosolické strané membrany, a E, stav, ve kterém nizka afinita
k Ca®* vede k uvolnéni na lumindlni strang membrény. Katalyticky cyklus vyzaduje 1
molekulu ATP, kterd se navdZze na enzym za vzniku fosforylovaného intermedidtu. Na
rozdil od ostatnich Ca**- ATPiz dojde k navazani a translokaci 2 iontt Ca®" (Brini a
Carafoli 2009). Katalyticky cyklus SERCA vyzaduje pocitecni aktivaci navdzanim 2
mol&i Ca®* a 1 molu Mg”*-ATP na enzym ve stavu El z cytosolické strany, ndsleduje
hydrolyza ATP pro vytvofeni fosforylovaného intermediitu E,PCa** a konformadni
zména na E,PCa”" s nizkou afinitou pro Ca®* ionty. Vazebnd mista pro Ca** se obriti
smérem do lumen ER a Ca** disociuji do lumen ER. Cyklus se uzavird hydrolytickym
Stépenim fosfoenzymu E,P, kde P; se uvoliluje do cytoplazmy a forma E, izomeruje na

E; (Snajdrova a kol. 1998).

Vsechny tfi ZivocCiSné Ca®* pumpy patii do rodiny P-typ ATPéazy, které jsou
charakterizovdny docasnym uchovdnim energie ATP ve form¢& fosforylovaného

intermedidtu enzymu (Brini a Carafoli 2009).
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Obrazek2  ZjednodusSené reakéni schéma transportniho cyklu SERCA

Schéma zahrnuje 2 konformacni stavy pumpy: E; stav, ve kterém md enzym vysokou afinitu a interaguje
s Ca’* na cytosolické strané membrany, a E, stav, ve kterém nizkd afinita k Ca®* vede k uvolnéni na
lumindlnf stran€ membrany. Obrdzek pievzat z price Brini a Carafoli (2009).

2.1.2 Nemoci SERCA

Dosud byly popsany 2 genetické choroby spojené s mutaci geni SERCA, Brodyho
choroba a Darierova choroba. AvSak genové inaktivacni studie na mysich odhalily dals{

patologické fenotypy, rozdilné od téchto lidskych nemoci.

Brodyho choroba je vzicné dédi¢né onemocnéni kosternich svalii, charakterizované
posSkozenou relaxaci, bezbolestnymi kie€emi a ztuhlosti po cvieni, které se nejvice
projevuje v nohdch, pazich a o¢nich vickidch (Brody 1969). Klinickd diagnéza je
obtiZznd, ponévadZ symptomy jsou spiSe heterogenni a nespecifické. Byla hlidSena
snizend aktivita SERCA1 v biopsiich ¢tyfhlavého svalu a v kultivovanych svalovych
buiikdch. V nékterych ptipadech byla zpozorovéna snizend exprese SERCA1 v rychlych
svalovych vldknech (Benders a kol. 1994). Pti hleddni mutaci v genu kédujici SERCALI

u sedmi rodin s Brodyho chorobou byly identifikovdny ¢tyfi mutace u tfech postiZzenych
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rodin vykazujici autozomdlné recesivni dédicnost. VSechny c¢tyfi mutace zkracuji
SERCA1, dochézi k chybéni nezbytné domény a k poruSe funkce SERCA1. Mutace
nebyly pfitomny v ATP2Al genu u tfech rodin s dominantni dédi¢nosti nemoci a
v jedné rodin¢ s recesivni dédi¢nosti Brodyho choroby (Odermatt a kol. 1996, 1997).
Pozd¢ji byly identifikovany tfi dal$i mutace vedouci k pfedcasnym stop kodonim a
inaktivatnim missence mutacim u Ctyf rodin s recesivni dédicnosti. Pacienti pfesto
mohli relaxovat rychld svalova vldkna i kdyZ ve vyznamné sniZené mife. To naznacuje,
7e kompenzace ektopickou expresi SERCA2 nebo SERCA3 a/nebo odstranénim Ca®*
z cytosolu pomoci Ca**- ATP4z plazmatické membrany (PMCA) a Na*/Ca®** vyméniku

muZze omezit defekt ¢innosti SR (Odermatt a kol. 2000).

Darierova choroba (nebo Darierova-Whitova choroba) je vzdcnd autozomdlné
dominantni koZni porucha charakterizovand ztratou adheze mezi buitkami epidermis a
abnormdlni keratinizaci (dyskeratosis). Nemoc je typickd vyskytem keratickych papul
v seborrhoickych oblastech kiize a v koznich zdhybech, které pak mutzou vytvofit
souvislé plaky. Prvni léze se Casto objevuji béhem puberty, maji chronicky prubéh
srelapsy a jsou zhorSeny slunecnimi paprsky nebo ultrafialovym ozafenim, horkem,
pocenim, tfenim a infekci. U nékterych pacientti byly zpozoroviany symptomy jako
potiZe s chovanim a ucenim, které jsou pravdépodobné sekundérni. U lidi s Darierovou
chorobou bylo hldSeno vice neZ 130 mutaci v genu pro SERCA2. Mutace jsou
rozmistény po celé molekule pumpy, bez ndznaku shlukovini nebo mutace v jednom
oblibeném misté. U vétSiny pacientli se mutace skryvaji v oblasti spole¢né pro izoformy
2a a 2b. Davod rozmisténi klinickych symptomti Darierovy choroby na epidermis a
urcité oblasti kiZe neni jasny. Pravdépodobné je to spojeno s faktem, Ze SERCA3, jez je
koexprimovana se SERCA2b v celé fad¢ bunék, neni exprimovdna v epidermis a mize

tedy selhat kompenzace v koZnich tkdnich (Brini a Carafoli 2009).

Byly popsény i jiné nemoci spojené se zmé&nou exprese SERCA. SERCA pumpy jsou
funkéné snizeny u skoro vSech modelt srdecniho selhdni a snizeny SR transport a obsah
v SR byl zjistén u zvitecich modelti srdec¢niho selhdani. Ackoli byla zaznamendna
heterogenita v drovnich exprese SERCA v selhdvajicich srdcich, je obecné pfijato, Ze
snizeni hladiny proteinu SERCA2a (a/nebo aktivity) hraje roli v objeveni stavu selhdni.

Prekvapivé pouze jedna zprdva popisuje pfirozené se vyskytujici mutaci v lidském genu
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pro SERCA2, kterd miiZe predisponovat k srde¢nimu selhdni. Cetné studie na mysich
ukazuji, Ze redukce aktivity nebo exprese SERCA2a muze pfispét k rozvoji srde¢niho
onemocnéni. Studie fyziologie srdce byly provddény na heterozygotnich mutantech,
kteti projevovali 65% sniZeni hladiny proteinu SERCA2a. Navzdory kompenza¢nim
mechanismim, napiiklad upregulaci Na*/Ca™* vyméniku a zvySenou fosforylaci
regulacniho proteinu fosfolambdanu (PLB), mutanti vykazovali deficit v relaxaci a

kontraktilit¢ (Brini a Carafoli 2009).

Vztah mezi rakovinou a dysfunkci SERCA byl opakované dokumentovin. Hromadic{
se ditkazy sveéd¢i, Ze zménénd homeostdza Ca®" v buiice miize byt spojena s abnormalni
bunéfnou proliferaci, kterd je zndmkou maligni transformace. Situace je zddnlivé
paradoxni. Na jedné strané zvy3ena cytosolickd koncentrace Ca”* podporuje bunéénou
proliferaci, na druhou stranu pfetiZeni buiiky Ca*™* spousti apoptézu. Z toho divodu
nadorové bunky reguluji bunéénou signalizaci k podniceni vlastni proliferace a zaroven
se ochranuji pfed apoptézou. Pfedpoklddd se, Ze zménénd exprese a/nebo funkce
regulator jako Ca** pump muze hrét roli v procesu tumorogeneze. Nékolik odbornych
sdéleni ukazalo, Ze mutace v genu ATP2A2 (SERCA2) muze byt zodpovédna za vyvoj
rakoviny u lidi. Tfindct zmén v genu bylo nalezeno u pacientt s rakovinou stfeva a plic.
U pacientti byla také detekovana ztrata nebo snizeni exprese SERCA2 (Brini a Carafoli
2009). Chami a kol. (2001) prokazali, Ze DNA viru lidské hepatitidy B (HBV) se
integruje do genu pro SERCAI v lidském hepatoceluldrnim karcinomu, cis-aktivuje 2
chimérické HBV X/SERCAI transkripty kddujici chimérické proteiny, které se
ndsledn¢ hromadi v nddorovych buikdch. Mutace genu SERCA1 se selektivné
vyskytuje v nddorové tkdni a ne v pfilehlé, nenddorové jaterni tkdni. Pfi srovndni
struktury se SERCAI1, HBV X/SERCAI proteiny postradaji Ca** vazajici zbytky a
doménu N, a proto jsou neschopné transportovat Ca™. Exprese téchto mutovanych
proteinti zptisobuje vycerpani Ca®* vER a apopt6zu. Mechanismus inzertni mutageneze

je povazovén za vzacny piipad lidské rakoviny jater.

SERCA3 je exprimovdna v pankreatickych beta buiikdch a hraje dulezitou tlohu
v glukézou aktivované Ca** signalizaci, kterd reguluje sekreci inzulinu. Na zvifecich
modelech diabetu byla ukdzdna poskozend exprese nebo funkce SERCA

v Langerhansovych ostriivcich a byla také spojena s apoptdézou beta-bunék. Narusend
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aktivita SERCA3 muze byt zapojena do deregulace Ca®* vedouci k objeveni diabetu a

muZze prispivat ke genetické nachylnosti k diabetu typu II (Varadi a kol. 1999).

2.1.3 Regulace SERCA

Nejznamé&j$im regulacnim proteinem je fosfolamdan (PLB), ktery byl objeven a
popséan pied téméf 40 lety v SR membrané srde¢nich bunék. PLB je maly integraln{
fosfoprotein sklddajici se z 52 aminokyselin, miiZe vytvéiet pentamerickou strukturu a
je ptitomny ptevdzné v srde¢ni a hladké svaloviné a v pomalych vldknech kosterni
svaloviny. PLB byl uznan jako klicovy reguldtor SERCA?2 a srde¢ni kontraktility. Jeho
regulacni efekt byl studovdn pfedev§im v srdecni svalovin€é. PLB v defosforylované
form& paisobi jako reverzibilni inhibitor srdeéniho Ca®* transportu SR a fosforylace
zbavuje PLB inhibi¢niho efektu. Defosforylovany PLB se vdZe na pumpu a inhibuje ji
sniZzenim jeji afinity k Ca®*. In vitro studie s izolovanymi SR membrinami ukdzaly, Ze
PLB muze byt fosforylovian na 3 odlisSnych mistech riiznymi protein kindzami (protein
kinazou C, cAMP- nebo cGMP-dependentni protein kindzou, Ca’"-kalmodulin-
dependentni protein kindzou). Na zdklad€ téchto pozorovani se zpocitku predpokladalo,
7e fosforylovany PLB funguje jako aktivator srde¢ni Ca**-ATP4zy SR (SERCA2). PLB
je také fosforylovany in situ béhem [-adrenergni stimulace v odpovédi na zvySeni
hladiny cAMP. Fosforylace PLB je doprovdzena zvySenim aktivity srde¢niho Ca®*
transportniho systému SR a zvySenou mirou relaxace myokardu. ZvySeny stupeii
vychytavani Ca®* vede k zesilené akumulaci Ca®* v srde¢nim SR. Ca®* je naslednd
dostupny k dalsi kontrakci a to se zvySenou kontrakéni silou. Role PLB v regulaci
kontraktility myokardu byla objasnéna studii na mysich s chybéjicim PLB. Tyto mysi
vykazovaly hyperdynamickou srde¢ni funkci, zahrnujici zvySenou systolickou funkci,
zvySeny stupen relaxace levé srde¢ni komory a zvySené plnéni srde¢ni komory. Srdce
s chybé&jicim PLB nejen Ze relaxovaly rychleji neZ kontrolni, ale také vykazovaly
zvySené inotropni parametry. Afinita Ca** pumpy k Ca** byla vyznamnég zvySena a toto
bylo spojeno se zvySenym intralumindlnim obsahem Ca** v SR srde¢nich bundk
v srdcich s chybé&jicim PLB v porovnani s kontrolnimi srdci. Dalsi studie se zamétila na
préci se srdci s overexpresi PLB. Byla zjiSténa sniZend afinita Ca2+—ATPézy k Ca’™*,

kterd byla spojena s poklesem kontrakénich parametri v porovndni s kontrolnimi srdci.
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PLB je produkt jediného genu a je vruzné mife exprimovan v riznych tkdnich, od
vysoké urovné exprese ve ventrikuldrnim svalu pfes stfedni droven v atridlnim a
pulmondlnim myokardidlnim svalu aZ k nizké ale funkéné vyznamné drovni exprese
v hladkém svalu aorty (Koss a Kranias 1996). Nizkd droven exprese PLB byla také
detekovand v pomalych svalovych vldknech, v cévnim endotelu, hladkych svalech a
v nesvalové tkdni, i kdyZ role PLB v téchto tkdnich neni v soucasné dob¢ dobie
charakterizovdna. Predpoklddd se, Ze piiblizné 40 % Ca® pump SR je funkénd
regulovdno PLB in vivo v pfirozenych mysich membréandch SR (Brittsan a kol. 2000).
PLB interaguje nejen se SERCA2, ale i se SERCAI, nikoli se SERCA3 (Asahi a kol.
1999).

V rychlych svalovych vldknech je reguldtorem maly transmembrinovy proteolipid
sarkolipin (SLN), sklddajici se z 31 aminokyselin. Transmembrdnové helixy SLN a
PLB se vyznauji viditelnou homologii. AvSak neni Zaddnd zndmka Ze SLN tvoi{
oligomerickou strukturu. Exprese SLN je svalové specifickd a komplementdrni k PLB.
SLN je exprimovédn nejvice v rychlych svalovych vldknech, v mensi mite (desetkrat
mén¢) v pomalych svalovych vldknech a vjeS$t€¢ niz§i mife vsrdeCnim svalu,
napodobuje expresi SERCAL, se kterou interaguje, jako PLB napodobuje expresni vzor
SERCA2. Interakce SLN se SERCA1 muze byt porovndna kinterakci PLB se
SERCA2. SLN ma dvoji efekt na Ca®* transport. Jako PLB inhibuje Ca** vychytdvéni
ER snizenim afinity SERCA1 k Ca®* pfi nizké koncentraci Ca®*, aviak na rozdil od
PLB SLN pfi vysoké koncentraci Ca’* ma jasny stimula¢ni efekt na maximdlni stupen
vychytdvani Ca®*, zvySuje tedy aktivitu SERCAIl. Pfi pokusech se SERCAI
s chybgjicim SLN pomér translokace Ca** k hydrolyze ATP se zvysil vice jak
pé&tindsobné. Na rozdil od PLB regulace SLN vypadd, Ze neni modulovand fosforylaci
cytoplasmatické domény. Oba regulacni proteiny jsou schopny regulovat SERCA1 i
SERCA2 shodnym zptisobem, pravdépodobné protoze SLN a PLN vykazuji sekvencni
homologii a SERCA1 i SERCA2 maji tak vysokou sekvenéni totoZnost v kritickych
transmembranovych helixech. Nicméné se ukazuje, Ze se SLN a PLB nevézi na stejné

sekvence SERCAL, protoZe jejich inhibi¢ni efekt je aditivni (Odermatt a kol. 1998).

Studie na oocytech Xenopus laevis ukazaly, Ze chaperony ER kalnexin a kalretikulin

reguluji aktivitu SERCA2b pumpy z lumen na zdkladé svych lektinovych vlastnosti.
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Funkéni interakce mezi kalretikulinem a glykosylovanym zbytkem typickym pro
SERCA2b uréuje nizsi transportni kapacitu této Ca**- ATPazy pro Ca** (John a kol.
1998).

Nedavno bylo odhaleno, Ze aktivita SERCA pumpy je fyziologicky regulovani
interakci s presenilinem, vnitfnim vysoce konzervativnim integrdlnim proteinem,
umisténym pievazn¢ v membrin¢ ER. Presenilin je nezbytny pro sprdvné fungovéni
SERCA a fyziologické udrZeni bunécné Ca** homeostdzy. Zda se, Ze pfispivad jak
k aktivnimu plnéni ER zdsob, tak k jejich vyprdzdnéni. Presenilin je integrdlni ¢ast
multienzymatického komplexu y-sekretazy, kterd je zodpovédnd za vznik B-amyloidu.
Mutace v genu pro presenilin, kterd zpusobuje autozomdlné dominantni Casnou
Alzheimerovu chorobu, narusuje n€kolik bunéfnych cest véetné zménéného Stépeni
prekurzoru B-amyloidu vy-sekretdzou a naruSeni intraceluldrni Ca* homeostizy.
Narugeni Ca”* signalizace se projevuje zvySenym plnénim ER ionty vdpniku, dtlumem
kapacitniho vstupu Ca® a pfehnanym uvoliiovanim Ca® zER pomoci druhého posla
inositol-1,4,5-trisfosfatu. Zjisténi, Ze modulace aktivity SERCA by mohla zménit
produkci B-amyloidu, nazna¢uje moZnou roli SERCA pumpy v patogenezi
Alzheimerovi choroby. ZvySend hladina SERCA2b zpiisobila zietelny vzestup produkce
B-amyloidu, naopak sniZeni exprese SERCA2b zpusobilo vyznamny pokles v produkci
B-amyloidu. Farmakologickd inhibice SERCA2b thapsigarginem rychle redukovala
vznik B-amyloidu (Green a kol. 2008).

Mezi regulatory SERCA aktivity patii i oxid dusnaty (NO), ktery mtize aktivovat
pumpu cGMP-independentnim zpusobem, a tak potencovat relaxaci vaskuldrni hladké
svaloviny, srdec¢ni a kosterni svaloviny. Tento efekt zdvisi na modifikaci reaktivnich
thiolovych skupin SERCA proteinu a zd4 se, Ze vyZaduje pfitomnost reaktivnich forem

kysliku (ROS) (Brini a Carafoli 2009).

2.1.4 Farmakologické ovlivnéni SERCA

Mezi nejzndmé&;js$i modulatory SERCA pumpy patii selektivni inhibitory thapsigargin
(TG), trilobolid (TB), cyklopiazonovad kyselina (CPA) a 2,5-di-(t-butyl)-1,4-benzo-
hydrochinon (tBHQ). Z méné zndmych latek ovlivitujicich aktivitu SERCA bych uvedla
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kurkumin, artemisinin, dihydroartemisinin (DHA), klotrimazol (CLT), ivermektin a

cyklosporin A.

Thapsigargin

Thapsigargin je seskviterpenovy lakton (obr. 3), je to pfirodni produkt pivodné
izolovany na konci sedmdesatych let z kofene sttedozemskeé rostliny Thapsia garganica
Rasmussenem a kol. (1978), byl objeven na zdkladé své schopnosti uvolilovat histamin
z mastocytd pritomnych v kiuZzi. Je Siroce experimentdln¢ vyuZivan jako silny a
selektivni inhibitor SERCA, s vynikajicim priinikem pies biologické membrany diky
své dobré rozpustnosti v tucich (Treiman a kol. 1998). Vzhledem k jeho vysoké
specifit¢ a afinit€¢ se TG stal nejuZivanéjSim ndstrojem studia pro sledovini zmén
intraceluldrniho Ca®* a s nim spojenych signaliza¢nich drah. Po navizani vyvold
konformacni zmény SERCA vedouci ke sniZzené afinité pro Ca® i ATP, dochézi
k posunu v E1/E2 rovnovdze ATP4zy smérem k E2 (Sagara a kol. 1992). Stechiometrie
navazani TG na ATPazu je 1:1 (Wictome a kol. 1995).

@)
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Obrazek 3 Thapsigargin

TG inhibuje vSechny izoformy SERCA v subnanomoldrnich koncentracich

(Christensen a kol. 1993), ale nemé Zadny tc¢inek na PMCA nebo ostatni P-typy ATPaz
(Wictome a kol. 1995).
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Inhibice SERCA vede k vyCerpdni zdsob Ca® vER a ke zvySeni cytoplasmatického
Ca™, coz miZe spustit apoptézu. TG se vyznaduje nékolika farmakologicky zajimavymi
vlastnostmi. Vyvoldva aktivaci apoptotickych drah v ER a mitochondriich a je schopen
zabijet pomalu se mnoZici buiikky i nemnoZici se buiiky. Proto byl navrzen jako nové
lé¢ivo pro terapii rakoviny prostaty, kterd se vyznaCuje pozoruhodnou pomalou
proliferaci, coz muze cCaste¢né vysvétlit jeji relativni neodpoviddni na konvenéni
antiproliferativni chemoterapii. SERCA je vSak vSudypfitomny protein a TG je
neselektivni cytotoxickd latka, a proto by samoziejmé mohl pusobit toxicky i na
normdlni butiky, proto musi byt selektivné cilen do oblasti nddoru. Problém s toxicitou
byl eliminovdn metodou parovdni TG s peptidovym nosi¢em. Takto vznikne inaktivn{
prolécivo, které se aktivuje v prostfedi malignich bun€k prostaty. Prostatické nddorové
buiiky produkuji specificky antigen (PSA), ktery je serin-threonin protedza. Peptidovy
nosi¢ je substritem pro PSA protedzu, muze byt efektivné rozstipan a nasledné TG
uvolnén v nddorovych buiikdch prostaty, kde je PSA hojné ptfitomna. Toto prolé€ivo je
pusobi virostaticky, inhibuje produkci infekénich virionti cytomegaloviru (Isler a kol.),
replikaci viru hepatitidy C (Nakagawa a kol. 2005) a herpes simplex viru (Cheschenko a
kol. 2003).
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Obrazek 4 Trilobolid
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Trilobolid

Stejné jako TG je TB seskviterpenovym laktonem (obr. 4) a specifickym inhibitorem
SERCA s vysokou afinitou. Je extrahovén z rostliny Laser trilobum. TB ma niZ§i afinitu

k enzymu nez TG (Wictome a kol. 1995).

Cyklopiazovd kyselina a tBHQ

CPA (obr. 5) je mykotoxin produkovany urcitymi kmeny Penicillum cyclopium a
Aspergillus flavus. Muze byt pfirodnim kontaminantem nékterych celozrnnych vyrobki
a plisnovych syri. Podobn¢ jako TG CPA nema afinitu k ostatnim ATPazam (Seidler a
kol. 1989). Inhibi¢ni mechanismus tBHQ (obr. 6) je podobny TG. Oba stabilizuji
kompaktni konformaci ATPédzy a interferuji s vazbou Ca® a tvorbou fosfoenzymu
(Inesi a kol. 2005). Na rozdil od tBHQ, ktery inhibuje pouze SERCA3, inhibuje CPA
vSechny typy SERCA pump (Suplat a kol. 2004).

OH

OH

Obrazek 5 Cyklopiazova kyselina Obrazek 6 tBHQ

Klotrimazol

CLT je derivat imidazolu (obr. 7) s antimykotickou aktivitou, uZivany k lécb¢
kvasinkovych infekci. Antimykoticky efekt je zptisoben inhibici cytochromu P450,
enzymu ucastnictho se biosyntézy ergosterolu. CLT inhibuje proliferaci nékterych

normdlnich i nddorovych bunék in vitro i in vivo a zasahuje do bunééné homeostizy
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Ca’*. CLT inhibuje SERCA?2, ziskanou z mikrosomdlni frakce srde¢niho svalu, i
SERCAL, ziskanou z mikrosomdlnich veziklti kosterni svaloviny. Inhibuje pocatecni

navazani Ca®* na enzym, hydrolytickou aktivitu ATP4zy i tvorbu fosfoenzymu

(Bartolommei a kol. 2006).
N
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Obrazek 7 Klotrimazol

CLT snizuje afinitu Ca**-ATPézy pro vipenaté ionty, pravdépodobné je to zpiisobeno
zménou ve funkénich vlastnostech vazebnych mist pro Ca®*. Inhibiéni efekt CLT neni
zvricen zvySenou koncentraci volnych Ca** iontd, inhibice CLT je tedy nekompetitivni.

Inhibice CLT je ireverzibilni (Snajdrova a kol. 1998).

Kurkumin

Kurkumin (diferuloylmethan) je Zlutd aktivni sloZka kofeni kurkumy, kterd je
ziskdvana z oddenku rostliny Curcuma longa L., zastupci Celedi Zingiberaceae, Siroce
rostouci v Cing, Indii, Indonézii a v ostatnich asijskych zemich. Kurkuma byla
pouzivdna v tradi¢ni indické medicin¢ (Ajurveda) kléfeni raznych béznych
onemocnéni jako jsou Zalude¢ni potiZe, nadymadni, Uplavice, viedy, Zloutenka, artritida,

vymknuti, akné, zranéni, kozni infekce a infekce oka (Singh 2007).

Na rozdil od ostatnich SERCA inhibitort inhibice kurkuminem vede ke zvySeni
stupné Ca** akumulace ATPézou (Logan-Smith a kol. 2001).

Kurkumin byl poprvé izolovin roku 1815 Vogelem a Pelletierem. J. Milobedzka a V.
Lampe (Némecko) v roce 1910 zjistili jeho chemickou strukturu (obr. 8). Mnoho studii

hlasi, Ze kurkumin vykazuje spoustu farmakologickych vlastnosti. M4 antioxidacni,
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antibakteridlni, antifungdlni, antivirotickou, protizdnétlivou, antiproliferativni a
proapoptotickou aktivitu. Mezi cile, se kterymi kurkumin piimo interaguje, patii
napiiklad cyklooxygendza (COX)-2, lipoxygendza (LOX), glykogen synthdza kindza-
3B, fosforyldza-3 kindza, xantinoxiddza, N-aminopeptiddza, amyloid protein, DNA
polymerdza, glutathion, albumin, P-glykoprotein, tubulin a topoizomerédza II. Uk4zalo
se, ze kurkumin aktivuje rizné transkripCni faktory, patii mezi né¢ PPARy (proliferator-
activated receptor y), p53 a ATF3 (activating transcription factor 3). Naopak sniZuje
expresi jinych transkripénich faktorti, napiiklad NF-xB (nuclear factor-kB), AP-1
(activator protein-1), STAT-3 (signal transducers and activators of transcription protein-
3) a SP-1 (specifity protein-1). Ddle sniZuje expresi protein kindz, GFR (grow factor
receptors), chemokintl, receptori pro chemokiny, antiapoptotickych proteinti (napt. IAP
[inhibitor of apoptosis protein], Bcl-2 a Bcl-xL), expresi regulacnich proteint
bunécného cyklu (napft. cyklin D1, cyklin E a c-myc), biomarkerti invaze a angiogeneze
(napf. VEGF [vascular endothelial growth factor] a uPA [urokinase plasminogen
activator]) a biomarkerti zanétu (napt. TNF [tumor necrosis factor], IL [interleukin]-1,
IL-6, COX-2, 5-LOX, PSA a CRP [C-reaktivni protein]). Na zdklad¢ téchto cili je
mozno si pfedstavit, jak kurkumin zprosttedkovava protizanétlivou, proapoptotickou a

antiproliferativni aktivitu (Aggarwal a Sung 2009).
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Obrazek 8 Kurkumin

Kurkumin podstupuje preklinické zkouSeni pro svou protinddorovou a protizdnétlivou
aktivitu (Fahey a kol. 2007). Kurkumin inhibuje mnoZeni a pfeZziti skoro vSech typi
nadorovych bun€k. SniZeni exprese AP-1, cyklinu D1 a cyklinu E a zvySeni exprese
p21, p27 a p53 byvé spojeno s antiproliferativnim efektem kurkuminu (Goel a kol.
2008). Ukazalo se, Ze kurkumin je selektivné toxicky pro nddorové bunky a ne pro

normélni, protoZe je mnohem vice vychytdvdn nddorovymi buiitkami neZ normdalnimi
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(Kunwar a kol. 2008). Kurkumin je také silny chemosenzitizér a radiosenzitizér. Snizeni
exprese NF-kB a genovych produktti regulovanych NF-kB kurkuminem je zapojeno

v senzitizaci nddorovych bunék k chemoterapeutikiim a ke y zatreni (Garg a kol. 2005).

Kurkumin zabratiuje srde¢ni hypertrofii a srdecnimu selhdni (Li a kol. 2008,
Morimoto a kol. 2008) a zlepSuje symptomy spojené s diabetem typu 2 (Weisberg a kol.
2008). Je dobte zndmo, Ze TNF-a je klicovy prozanétlivy cytokin v patogenezi riznych
zénétlivych nemoci (Liang a kol. 2008). Kurkumin jako inhibitor TNF-o md silny
lécebny tcinek proti Crohnoveé nemoci, psoridze a revmatickym onemocnénim (Khanna
a kol. 2007). Vykazuje téZ aktivitu proti Alzheimerové chorobé, md totizZ schopnost
snizovat tvorbu § amyloidu (Yang a kol. 2005). Kurkumin ma imunomodulac¢ni efekt
(Jagetia a Aggarwal 2007) a sniZuje replikaci viru HIV-1, diky inhibici HIV integrazy a
HIV-1 protedzy (Li a kol 1993). Osteoklastogeneze, proces ztrity kostni hmoty, jenz je
urychlen n€kterymi prozanétlivymi cytokiny jako RANKL (receptor activator for NF-
kB ligand) a nddorovymi buiikami, je inhibovan kurkuminem (Bharti a kol. 2004).

Prvni faze klinického zkouSeni ukdzala, Ze kurkumin je bezpe¢ny u lidi i pfi vysokych
davkach (12 g/den). Jedno z nejdilezitéjSich omezeni v jeho pouziti je nizka biologicka
dostupnost. Hlavni divody pfispivajici k nizké plazmatické a tkanové koncentraci se
zdaji byt Spatné vstfebavani, rychly metabolismus a rychld systémova eliminace (Anand

a kol. 2007).

Kurkumin prokdzal prospé$né vlastnosti pfirtiznych experimentdlnich modelech
poskozeni jater. Zabrainuje jaternimu poSkozeni zpuisobenému aflatoxiny, pfe-
davkovanim zelezem, ehtanolem a akutni nebo chronickou intoxikaci thioacetamidem.
Kurkumin chréani pted toxicitou alkoholu nejen jitra, ale i ledviny a mozek, poméha

udrzovat strukturu, integritu a funkci membréan (Rivera-Espinoza a Muriel 2009).

Artemisinin

Artemisin a jeho derivaty jsou v soucasné dobé nejrychleji plsobici antimalarika,

kterd prejimaji stidle vice a vice dulezit¢jsi roli v celosvétovém boji proti maldrii

(Toovey a kol. 2008). Ackoli jejich doporucené uziti je pro terapii infekce zptisobené

26



prvokem Plasmodium falciparum, tato 1é¢iva jsou G€innd i proti ostatnim parazitim,

stejné jako proti nddorovym buitkdm (Golenser a kol. 2006).

Mechanismus ptsobeni artemisininu zahrnuje zdsah do biologickych pochoda
parazita, do transportu proteinii a do funkce mitochondrii, modulaci imunitniho systému
hostitele, inhibici angiogeneze a inhibici endocytézy parazitem. K tc¢inku artemisininu
proti puvodci maldrie pfispivd zvySend koncentrace artemisininu v napadenych
erytrocytech. Ve zdravych buiikdch se konstantné nachdzelo 35 % az 40 % celkového
mnoZzstvi artemisininu, diky pasivni difdzi hydrofébniho 1éCiva ptfes bunécnou
membrinu Cervenych krvinek. AvSak mnoZstvi artemisininu v infikovanych
erytrocytech se zvySovalo az na hladinu 55 % az 60 % (Golenser a kol. 2006). Gu a kol.
(1984) ve své pilotni studii s dihydroartemisininem (DHA) popsal stopadesatindsobné
zvySeni akumulace 1é¢iva v infikovanych erytrocytech oproti neinfikovanym cervenym

krvinkam.

Eckstein-Ludwig a kol. (2003) identifikovali molekulovy cil artemisininu uvnitf
malarického parazita. Jde o plasmodidlni enzym PfATP6. Tento enzym je SERCA a je
to ortolog savciho enzymu. PfATP6 je specificky inhibovdn nanomoldrni koncentraci
artemisininu, kdyZ je exprimovdn v oocytech Xenopus laevis. Hubici efekt artemisininu
na parazity je antagonizovan TG. Na zdklad¢ téchto vysledku se predpokladd, Ze obé
latky maji stejny cil, tedy Ze se artemisinin vdZe na stejné misto enzymu jako se vdze
TG. Vazba artemisininu na protein je pomoci hydrofobnich interakci. Zatimco
artemisinin sdm neinhibuje savéi SERCA ani v mikromolarni koncentraci, TG je silnym

inhibitorem obou, sav¢i i plasmodidlni SERCA (Toovey a kol 2008).

Artemisinin byl poprvé izolovdn z rostliny Artemisia annua L. roku 1972 a jeho
struktura, kterd je jedine¢nd mezi antimalariky, byla uréena o sedm let pozdé&ji.
Artemisinin je strukturné podobny TG. Je to seskviterpenovy trioxanovy lakton (obr. 9),
obsahujici endoperoxidovy mustek, nezbytny pro jeho ucinek. Artemisinin je malo
rozpustny ve vodé¢ i v tucich, a proto mize byt podavan pouze perordln€. Tento zptlisob
podéni je prakticky, nicméné pro pacienty s téZkou malérii je ¢asto nemozny. Problém
se vyfesil pfipravou semisyntetickych derivati. Patii mezi né¢ ve vod€ rozpustny
artesundt a artelindt a v tucich rozpustny artemether a arteether. Kromé perordlniho

podini je lze podat i parenterdlni nebo rektdlni cestou. Zatimco artemisinin je
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metabolizovdn primdrn¢ na inaktivni metabolity, jeho derivity artensunat, artelinat,

artemether a arteether jsou konvertovany na DHA (obr. 10), jenZ mé klinickou dcinnost

minimaln¢ shodnou se svou parentni latkou (Golenser a kol. 2006).

Olllllln

O

Obrazek 9 Artemisinin
Nejkritictéjsi problém limitujici soucasnou terapii maldrie je vznik a Sifeni rezistence
parazita na vétSinu pouZivanych antimalarickych 1é¢iv. Vyhodou artemisininu a jeho
derivatl je, Ze se na n¢ dosud neobjevila klinickd rezistence a jsou ucinné i proti
multirezistentnim kmentm Plasmodium falciparum. Artemisinin vykazuje rychly
ndstup ucinku a vysokou ucinnost proti krevnim stiddiim prvoka, v€etné nejmladsich
vyvojovych stadii. Ukdzal sniZzeni poctu gametocytd v krvi a také snizeni infekCnosti

prezitych gametocyti (Golenser a kol. 2006).

OH

Obrazek 10 Dihydroartemisinin
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Na rozdil od vétSiny antimalarik nebyly béhem 1é¢by artemisininen nebo jeho derivaty
hlaSeny zZadné zdvazné nezddouci ucinky. Mataanalyza 108 publikovanych i nepubliko-
vanych klinickych studii (celkem 9 241 pacientt) provadénych s artemisininem a s jeho
derivaty uzavtela tyto slouceniny jako bezpecné a dobfe tolerované. Mezi jednotlivymi
derivaty nebyly nalezeny Zadné rozdily v bezpecnosti nebo toleranci. Nicméné mirné
nezddouci Uc¢inky se objevily, nejCastéjsi byly gastrointestindlni (nevolnost, zvraceni a
prijem), avSak vSechny jsou také charakteristické pro akutni fazi maldrie. Prilezitostné
byly hldSeny neutropenie (1,3 %), retikulocytopenie (0,6 %) a zvySeni jaternich enzymut
(0,9 %). Ptiblizn¢ u 1,1 % sledovanych pacientl se objevila pfechodnd bradykardie a
prodlouzeny QT interval (Ribeiro a Olliaro 1998).

Je zndmo, Ze nékolik seskviterpenovych laktonti ovliviiuje imunitni systém naruSenim
aktivity transkripéniho faktoru NF-«xB jeho alkylaci nebo zabrdnénim degradace jeho
inhibi¢niho proteinu IkB (Aldieri a kol. 2003). NF-kB je dilezitym reguldtorem
imunitni odpovédi, kontroluje expresi pfes 150 genti majicich vztah k produkci
zanétlivych cytokind, chemokinli, imunoreceptord, molekul bunééné adheze a
apoptoze. NF-kB je mimo jiné aktivovdn rtiznymi bakteriemi a viry, proto je casto
oznacovan ,,centrilnim medidtorem lidské imunitni odpovédi®. Ve vetSin¢ bunck je
NF-xB pfitomen v cytoplazmé v neaktivnim stavu, navdzany na proteinovy inhibitor
IkB. Po expozici cytokinti, UV svétlu, ROS nebo bakteridlnim ¢i virovym toxinim se
spusti aktivacni kaskada, kterd vede k odstranéni IxB a k translokaci NF-«B do jadra,
kde se navdze na enhancer nebo promotor cilovych gent a reguluje jejich transkripci.
Mezi induktory NF-kB patii naptiklad virus hepatitidy B, virus Epstein-Barrové (EBV),
virus lidské imunodeficience (HIV-1), Helicobacter pylori, Mycobacterium
tuberculosis, endotoxin Staphylokoka, anafylatoxin, paklitaxel, vinkristin, vinblastin,
lidsky ristovy hormon, insulin, angiotensin II, bradykinin, hemoglobin, PAF (platelet

activating factor) a TG (Pahl 1999).

NF-xB reguluje také gen inducibilni syntdzy oxidu dusnatého (iNOS). Inducibilni
NOS produkuje oxid dusnaty (NO), molekulu, kterd hraje dulezitou roli v zanétu a
imunitni odpovédi (viz niZe). Aldieri a kol. (2003) zjistili, Ze artemisinin je schopny
potlacit LPS/cytokiny-indukovany vzestup aktivity NOS. Inhibice syntézy NO je na

transkrip¢ni trovni. Dalsi experimenty naznacily, Ze artemisinin zabraniuje LPS-induko-
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vané proteolytické degradaci IxB a ndsledné aktivaci a translokaci NF-«xB do jadra,
kterd by jinak vedla ke zvySeni exprese genu iNOS a syntéze NO. Artemisinin tedy
pravdépodobné sdili s ostatnimi seskviterpenovymi laktony schopnost inhibovat aktivitu

NF-«xB .

Bylo prokdzano, ze DHA inhibuje navdzani VEGF na své receptory a sniZuje expresi
receptortl pro VEGF, zapfiCinujici inhibici angiogeneze (Golenser a kol. 2006). Toovey
a kol. (2008) pozorovali u DHA vyznamnou inhibici savéi SERCA (~39%) pfti
koncentraci 1 a 5 uM, pfi koncentraci 10 uM doslo naopak ke zvySeni aktivity SERCA.
U artemetheru (1, 5 a 10 uM) a artemisininu (10 uM) nebyla zaznamenana zadna

vyraznd inhibice savéi SERCA.

2.2 Oxid dusnaty

NO je plynny, elektricky nabity, volny bioaktivni radikdl. Kvili svym chemickym
vlastnostem snadno prohdzi pies bunééné membriany a mezi bunkami. Takto pusobi
jako intraceluldrni a intercelularni signdlni molekula. Biologickd aktivita NO byla
poprvé popsdna v roce 1980, kdy Furchgott a Zawadski (1980) ozndmili existenci
endotelidlniho relaxa¢niho faktoru pro hladké svaly (EDRF, endothelium-derivated
relaxing factor), ktery byl identifikovdn o sedm let pozdéji jako NO (Ignaro a kol.
1987).

NO je rozpustny ve vodé i v lipidech, reaguje ve vod¢€ s kyslikem a jeho reaktivnimi
intermediaty za tvorby dalSich radikdlti (napf. NO,), nepfili§ stabilnich anionti (NO;"),
velmi stabilnich aniontll (NOj'), nestabilnich vysSich oxidu (napt. N,O3) a nestabilnich
peroxidi (napt. ONOO"). Pii nizkém pH nahromadény dusitan (NO,) muze byt
protonovan na dusitou kyselinu, kterd se miZe znovu pfeménit na NO. NO mize
reagovat s thioly za tvorby zdsobnich forem (RSNO), které mohou uvoliiovat elektron-
deficientni nitrosoniovy kation (NO¥). V biologickych systémech se pravdépodobné
vétSina téchto forem objevuje béhem nékolika sekund po aktivaci NOS (MacMicking a
kol. 1997).
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NO je v bunkich tvofen katalyticky z aminokyseliny L-argininu syntdzou oxidu
dusnatého (NOS, EC 1.14.13.39) za pfitomnosti nikotinamidadenindinukleotidfosfatu
(NADPH). NOS katalyzuje pfeménu L-argininu na NO a L-citrulin (Nathan 1992). Jsou
znamy 3 izoformy NOS, neurondlni (nNOS, NOS 1), endotelidlni (eNOS, NOS III) a
inducibilni (iNOS, NOS II). Predpokldda se, Ze vSechny tfi savéi izoformy NOS
katalyzuji produkci NO stejnou biochemickou cestou, sklddajici se ze dvou postupnych

monooxygendzovych reakci (MacMicking a kol. 1997).

Enzymy nNOS a eNOS jsou konstitutivni formy, jsou zdvislé na zvySeném
intracelulirnim Ca®*, a proto jsou klasifikovdny jako cNOS (MacMicking a kol. 1997).
Izoforma nNOS (160 kDa) je pfevdZzné exprimovdna v neuronech centrdlniho
i periferniho nervového systému. Normdlné produkuje nizkou hladinu NO pro
intraceluldrni signalizaci a modulaci synaptické plasticity v nervovém systému. AvSak
nadmérné aktivni nNOS je pfi¢inou napf. ischemie, bolesti a nckterych
neurodegenerativnich onemocnéni. Enzym eNOS (135 kDa) také generuje malé
mnozstvi NO. Nachazi se pfevazné v mozku, mozkové tkdni, neuroblastomu, kosterni
svaloving, vaskuldrnich endotelidlnich buinikich a beta-bunikich pankreatu. NO
produkovany eNOS relaxuje cévy, inhibuje adhezi, agregaci krevnich desti¢ek a udrzuje
normdlni krevni tlak. Treti izoforma NOS je indukovatelnd a Ca**/kalmodulin
independentni. Puvodn¢ byla iNOS (130 kDa) popsdna jako enzym, ktery je
exprimovdn aktivovanymi makrofagy, a tak pfispivd ke kontrole replikace nebo zabit{
intracelularnich mikrobidlnich patogenti. Je exprimovédna v odpovéd’ na endotoxiny a
zénétlivé cytokiny. Malé mnozstvi NO syntetizovaného iNOS je rozhodujici pro ptenos
signdlu béhem infekce (Nahrevanian 2009). Schopnost iNOS produkovat NO je tddové

vyS$si neZ ostatnich izoforem (MacMicking a kol. 1997).

Mnoho cytokini a mikrobidlnich produktl, Casto v synergickych kombinacich,
stimuluje expresi iNOS. Uginna litka nebo kombinace zdvisi na typu buiiky a
Zivo¢isném druhu. U mysSich peritonedlnich makrofagt se ukdzal jako jediny efektivni
IFN-y, kdyZz byl testovan sdm. Dulezitd je zejména synergickd kombinace TNF
s libovolnymi interferony, protoZe pohlceni mikrobii vyvoldva autokrinni produkci TNF
a IFN-o/B. Jiny vyznamny piiklad synergismu je mezi IFN-y a LPS. LPS také
povzbuzuje makrofagy k produkci TNF a IFN-a/p (MacMicking a kol. 1997).
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NO je dulezity pro fadu fyziologickych procest. Reguluje fadu bunécnych funkci a
pusobi jako prostiednik v signalizacnich drahdch. NO je u¢inny imunomodulator, ktery
ma ruzné role béhem zanctu, infekce a rejekce transplantitu, podili se na nespecifické
obrané¢ organismu. NO je syntetizovdn mnoha buiikami, patfi mezi n€¢ makrofagy,

neutrofily, Kupfferovy butky, lymfocyty a hepatocyty (Nahrevanian 2009).

NO vykazuje cytostatické a cytotoxické vlastnosti proti virtim, bakteriim, prvokim,
cervim a nadorovym bunkdm. Pravé vytrvald produkce NO umoziuje makrofagim
zabijet patogeny a ndadorové buiiky. Antimikrobidlni a cytotoxickd aktivita NO je
posilena ostatnimi produkty makrofdgi jako je kyselina, cystein, glutation, peroxid
vodiku nebo superoxid (MackMicking a kol. 1997). Mezi patogeny, kde bylo dokdzdno
zapojeni NO do mikrobicidni aktivity makrofagli, patii naptiklad intracelularni parazité
Leishmania major, Toxoplasma gonii, Trypanosoma cruzii, patogenni bakterie
Mycobacterium leprae, kvasinka Candida albicans a virus Herpes simplex

(Nahrevanian 2009).

Ackoli NO syntetizovany iNOS chréni hostitele pted infekci, mé supresivni G¢inek na
proliferaci lymfocytti a mize zptisobovat poskozeni ostatnich normdlnich tkan{ hostitele

(MacMicking a kol. 1997).
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3. Zadani prace

Cilem této diplomové price je studium imunomodula¢niho potencidlu thapsi-
garginu, trilobolidu, artemisininu, dihydroartemisininu, klotrimazolu a kurkuminu, t;.
SERCA inhibitori na potkanich a mySich peritonedlnich makrofagach.
V experimentdlni prici je vyuzito poznatku, Ze na zdkladé¢ produkce NO na modelu
imunitnich bunék muzeme predikovat schopnost latky stimulovat buiky k sekreci
cytokintl. Na pracovisti UEM AV CR (Ustav experimentalni mediciny Akademie véd
CR) bylo neddvno timto zptisobem zjidténo, Ze litka pifrodniho piivodu, thapsigargin
md imunostimulaéni U¢inky. Tento seskviterpenovy lakton je zndm jako SERCA

inhibitor.
Konkrétni dkoly jsou tyto:
1) Vysetfit produkci NO u latek a porovnat ji s produkci NO u thapsigarginu.

Soucasné bude testovédna cytotoxicita latek.

2) Zjistit, zda latky, které maji schopnost syntézy NO, budou stimulovat sekreci
cytokinit (IFN-y, TNF-a).
3) Zjistit, zda ptipadnd stimulace NO a cytokinti je ovlivnéna modulaci intraceluldrniho
véapniku.

Experimentdlni vysledky této diplomové prace by mély pfispét k nalezeni
terapeuticky perspektivnich latek, napf. pro 1écbu infekénich chorob, zanétd nebo

protinddorovou lécbu.
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4. Experimentalni ¢ast

4.1. Zvirata a bunécné modely

Imunobiologické aktivity byly ureny za podminek in vitro s pouZitim potkanich a
mysich peritonedlnich makrofagi. K experimentim byly pouZity samice potkana
inbredniho kmene WISTAR s vdhou 165-180 g a mySi samice inbredniho kmene
C57BL/6 8-10 tydnt staré. Zvitata byla nakoupena z Charles River Deutschland
(Sulzfeld, Némecko) a chovdna ve skupinidch po péti v lamindrnim boxu na ustdjeni
zvitat (ESI Flufrance, Wissous, Francie). Svételny reZim byl nastaveny od 6-18 h a

teplota v mistnosti na 22 °C.

Viechny protokoly pokusti na zvifatech byly fadné schvileny etickou komisi Ustavu

experimentalni mediciny Akademie véd CR.

Izolace a kultivace peritonedlnich makrofdgii

Zvitata byla usmrcena cervikdlni dislokaci a nasledné¢ jim bylo intraperitonedlné
podédno 16 ml (potkan) nebo 8 ml (myS$) sterilniho fyziologického roztoku. Odsaté
peritonedlni makrofdgy byly stejnou injekéni stiikackou preneseny do sterilnich
zkumavek a bunky byly 3x promyty fyziologickym roztokem. V piipad€ potieby se
provedla lyze piitomnych erytrocytii (Red blood cell lysing buffer, Sigma, Praha, CR).
Makrofidgy se resuspendovaly v kompletnim RPMI-1640 médiu obsahujicim 10 %
inaktivovaného fetdlniho bovinniho séra, 2 mM L-glutaminu, 50 pg/ml gentamicinu a
5x10°M 2-merkaptoethanolu (vie Sigma-Aldrich, Praha, CR). Buiiky byly nasazeny
na 96 jamkovou desti¢ku s kulatym dnem (Costar, Cambridge, UK) v mnoZstvi 2 x 10°
bunék/ml ve findlnim objemu 100 pl. Makrofagy byly kultivovdny v pfitomnosti nebo

nepfiitomnosti sledovanych latek pti 37 °C, 5% CO; v inkubétoru (Heraeus, Némecko).
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4.2 Chemikdlie

Lipopolysacharid

Ve vétsin¢ experimentd se jako pozitivni kontrola, tj. litka se zndmou silnou
imunostimulaéni aktivitou, pouZzivd bakteridlni lipopolysacharid z E. coli O55:B5
(BioWhittaker, Praha, CR). LPS se pfidaval do kultiva¢niho média v koncentracich
100 — 1000 pg/ml.

Interferon-y

Rekombinantni potkani a mysi interferon-y (R&D Systems, Minneapolis, USA) se
pouzival jako zndmd imunostimulacni latka samostatné nebo v kombinaci s LPS jako

pozitivni kontrola. V kultivaénim médiu byl IFN-y ve vyslednich koncentracich 5000
pg/ml.

Experimentdlni ldtky

Byly pouzity tyto latky: artemisinin a dihydroartemisinin (PhytoLab), dantrolen,
klotrimazol, kurkumin, TMB-8, thapsigargin a triton X-100 (Sigma CR). Trilobolid byl
laskavé poskytnut Ing. J. Harmathou z UOCHB AV CR. Byly pfipraveny zisobni
roztoky téchto litek v DMSO.

4.3 PouZité metody

Stanoveni oxidu dusnatého

M¢tend koncentrace nitritll je mirou produkce NO. Bunky byly inkubovany po 24
hodin. Produkce NO u makrofdgh byla stanovena spektrofotometricky. Z kazdého
vzorku bylo odebrdno 50 pl bezbunééného vzorku (supernatantu) a pfidéno alikvotni
mnozstvi Griessova reagens (1% sulphanilamid, 0,1% naphtylendiamin a 2,5% H3;POy).
Nisledovala pétiminutovd inkubace pfi pokojové teploté. Absorbance se méfila na

spektrofotometru TECAN microplate reader (Tecan, Groedig, Rakousko) pfi vInové

35



délce 540 nm. Pro ptevedeni absorbance na uM nitritti byla pouzita kalibra¢ni kiivka

Pro nitrity.

Stanoveni cytokini (ELISA)

Produkce jednotlivych cytokinid (IFN-y, TNF-a) byla stanovena pomoci techniky
ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). Byly pouzity kompletni Kkity
Quantikine Immunoassay (RD Systems, Minneapolis, USA), pficemZ se postupovalo
podle pokynti danych vyrobcem. Vysledky se ziskaly spektrofotometricky (microplate
reader TECAN, Groedig, Rakousko). Doba kultivace bunék se liSila v zavislosti na

testovaném cytokinu (5-24 h).

M éreni viability bunék

Viabilita potkanich makrofiagli byla stanovena kolorimetricky po kultivaci bunék
v pfitomnosti tetrazoliové soli WST-1 (Roche Diagnostics, Mannheim, Némecko).
Principem testu je schopnost Zivych bunék Stépit tuto slouceninu mitochondridlnimi
dehydrogendzami. Makrofagy (1 x 10%/ml) byly kultivovany s testovanymi latkami 24
hodin, jak je popsané vys. Nésledné byl do kultiva¢nich desti¢ek ptikapdn roztok WST-
1 a bunky byly dél inkubovany. Po 3 hodindch byla méfena optickd denzita pfi vinové
délce 450-690 nm na pfistroji Tecan. Hodnoty namctené u bunck kultivovanych
v pfitomnosti latek se srovndvaji s hodnotami absorbance u ¢istych bun€k (Zivotnost

100 %) a u buné¢k mrtvych, kultivovanych v 5% roztoku Tritonu-X100.

Statistické zpracovdni dat

Udaje se statisticky vyhodnocovali metodou ANOVA (analysis of variance)
s naslednym Bonferroni testem na urceni statistické vyznamnosti mezi testovanym
vzorkem a kontrolou. Ke statistickému vyhodnoceni dat a grafickému zobrazeni
vysledkt byl pouzit program GraphPrism (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

Hodnoty v grafech jsou zobrazeny jako pramér + S.E.M.
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5. Vysledky

5.1 Produkce NO

V prvnim experimentu jsem testovala reaktivitu potkanich peritonedlnich makrofagt
v pfitomnosti samotného TG v koncentraci 1 uM, samotného LPS v koncentraci 100

pg/ml a 1000 pg/ml a kombinaci TG s LPS v obou koncentracich (obr. 11).
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Obrazek 11 Reaktivita peritonealnich makrofagi potkna

Produkce NO potkanich makrofagi byla detekovadna po 24h kultivaci v ptitomnosti nebo nepfitomnosti
testovanych latek po pfiddni Grisseova ¢inidla pomoci spektrofotometru. Crtl = samotné buiiky. Data
predstavuji primér + S.E.M ze 3 identickych experimenta.

Produkce NO v pfitomnosti LPS 100 pg/ml byla jen mirn¢ zvySena, zatimco
v pfitomnosti LPS 1000 pg/ml byla vyrazni. TG samotny zvySoval produkci NO
signifikantné v porovnéni s kontrolou (samotné buiiky). Produkce NO v pfitomnosti TG
byla signifikantn€¢ umocnéna piitomnosti LPS, jeho nizsi (100 pg/ml) i vyssi (1000
pg/ml) koncentraci.
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V dalSim experimentu jsem méfila produkci NO v zdvislosti na zvySujici se
koncentraci artemisininu, dihydroartemisinu, kurkuminu a trilobolidu. Jako kontrolu

reaktivity bun€k jsem pouzila IFN-y, LPS a kombinaci IFN/LPS (obr. 12).
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30+ —A— dihydroartemisinin —— IEN/LPS
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Obrazek 12 Koncentra¢ni zavislost inhibitori SERCA na produkci NO

Potkani makrofdgy byly kultivovany 24 h v pfitomnosti zvySujici se koncentraci jednotlivych latek bez
kombinace LPS nebo IFN. TB, artemisinin a DHA v koncentracich 0,01;0,04; 0,1; 0,4; 1;4; 10a25uM a
kurkumin v koncentracich 0,1; 1; 4; 10; 20; 40 a 100 uM, ctrl = kontrola. Produkce NO byla detekovana
po pfidani Grisseova ¢inidla pomoci spektrofotometru. Kazdy bod je primér + S.E.M ze 2 identickych
experimentl.

Artemisinin, DHA a kurkumin po 24 h kultivaci nezvySovaly produkci NO
v makrofigdch potkana. Vyrazné ji nezvysil ani IFN-y a LPS. Nejvice byly builky
nastimulovdny kombinaci IFN/LPS. V pfitomnosti TB doSlo k vyraznému zvySeni
mnoZzstvi NO, pocinaje koncentraci 0,1 uM, dosédhlo maxima v koncentraci 1 uM a poté

rychle produkce NO poklesla.

Predmétem dalSiho experimentu byla produkce NO v pfitomnosti klotrimazolu,
kurkuminu a artemisininu a modelového SERCA inhibitoru TG (obr. 13). Produkci NO

jsem sledovala na potkanich makrofagach.
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Obrazek 13 Vliv thapsigarginu, klotrimazolu, kurkuminu a artemisininu na produkci NO

Mnozstvi NO bylo méfeno po 24h kultivaci potkanich makrofdgi v pfitomnosti zvySujici se koncentraci
samotnych latek nebo v kombinaci s LPS. TG v koncentracich 0,01; 0,1; 1 a 4 uM, ctrl = kontrola,
Ku=kurkumin, Art=artemisinin. KaZdy bod je priimeér + S.E.M ze 2 identickych experimentti.
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TG se zvySujici se koncentraci (0,01-4 uM) zvySoval produkeci NO a to jak sdm tak
v kombinaci s LPS (1000 pg/ml), kde doslo k synergickému ptisobeni. Produkce NO
vyrazné stoupala v tomto experimentu od koncentrace 1 uM (obr. 13 A, B, C). Samotny
klotrimazol (obr. 13 A), kurkumin (obr. 13 B) a artemisinin (obr. 13 C) produkci NO

neovlivnily. Klotrimazol a kurkumin ve vyssi koncentraci v kombinaci s LPS zpisobily
pokles produkce NO.

5.2 Viabilita bunek

Chemické latky mohou piisobit na bunky toxicky. Schopnost testovanych latek pu-
sobit cytotoxicky jsem ovéfovala testem viability. Testovala jsem jednotlivé latky ve
zvySujici se koncentraci, kurkumin a TG samotné i spolu s moduldtory intracelularniho
Ca®*. Triton X-100 byl pfidan jako negativni kontrola. Jako hodnota 100 % jsou buiiky
bez pfidané latky. Jejich optickd denzita je 352,00 + 4,15 (obr. 14-16).
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Obrazek 14 Viabilita makrofagii v pritomnosti thapsigarginu, klotrimazolu a kurkuminu

Potkani makrofdgy byly s testovanymi latkami kultivovdny 24 h, poté k nim byla pfiddna tetrazoliova sil
WST-1 a po 3 h byla méfena optickd denzita. Ku=kurkumin. Kazdy bod je primérem + SEM z 1
experimentu providdéném v tripletu.
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Zivotnost bun&k v ptitomnosti TG od koncentrace 1 uM klesd. Vyrazni dmrtnost
bunék nastala po expozici vy$$i koncentraci CLT nebo kurkuminu. Ktivka CLT a
kurkuminu strmé klesa od koncentrace 10 pM.
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Obrazek 15 Viabilita potkanich makrofagii v piitomnosti artemisininu a dihydroartemisininu

Potkani makrofagy byly kultivovany 24 h v pfitomnosti artemisininu (Art) nebo DHA, poté k nim byla
pfidéna tetrazoliovd stil WST-1 a po 3 h byla méfena optickd denzita. Kazdy bod je primérem + S.E.M
z 1 experimentu provddéném v tripletu.

Artemisinin a DHA v koncentracich 1-25 uM vyrazné neovliviluji Zivotnost bunék
(obr. 15). Ve sledovanych koncentracich neptsobi tedy cytotoxicky.

Mezi modulétory intraceluldrniho Ca** patif dantrolen, inhibitor uvoliiovani kalcia ze
SR, a TMB-8 (8-(N,N-diethylamino)oktyl-(3,4,5-trimethoxy)benzoat hydrochlorid),
cheldtor intracelularniho Ca**. Buiiky byly kultivovany v piitomnosti zvy3ujici se kon-
centrace TG nebo kurkuminu a v kombinaci TG nebo kurkuminu s 30uM dantrolenem
nebo s 15uM TMB-8 (obr. 16). Moduldtory neméni Zivotnost bun¢k v pfitomnosti TG a
kurkuminu, tj. SERCA inhibitort. Stejné jako v pfedchozim pokusu (obr. 14) doslo u
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TG k poklesu viability bun€k pocinaje koncentraci 1 uM. Kurkumin do koncentrace 5
UM neni toxicky.
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Obrazek 16 Viabilita potkanich makrofagii v piitomnosti modulatori SERCA

Potkani makrofigy byly kultivovdny 24 h v pifitomnosti TG nebo kurkuminu (Ku) nebo s testovanou
latkou v pfitomnosti 30uM dantrolenu (dant) ¢i 15uM TMB-8, poté k nim byla ptfiddna tetrazoliovd stl
WST-1 a po 3 h byla méfena optickd denzita. Koncentrace testovanych latek byla 0,01;1 a 5 uM. Kazdy
bod je primérem + S.E.M z 1 experimentu provddéném v tripletu.

5.3 Produkce NO v pritomnosti moduldtorii SERCA

V dalSim experimentu jsem sledovala vliv moduldtori SERCA na produkci NO za
ptitomnosti TG nebo TG v kombinaci s LPS. Moduldtory nemaji vliv na produkci NO,
mirn€ nesignifikantn€ snizuji produkci NO vyvolanou TG nebo TG v kombinaci s LPS,

mimo kombinaci TG s TMB-8, kde doslo k mirnému zvySeni oproti samotnému TG
(obr. 17).
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Obrazek 17 Vliv modulatori SERCA na produkci NO indukovanou thapsigarginem

Produkce NO potkanich makrofdgii byla detekovdna po 24h kultivaci v pfitomnosti 1uM TG, 30uM
dantrolenu (dant) a 15uM TMB-8, ddle v kombinaci TG s dant nebo s TBM-8 a jeSt€ v kombinaci TG
s LPS a TG s LPS s moduldtorem. Po pfidani Grisseova ¢inidla bylo ur¢eno mnoZstvi nesyntetizovaného

NO pomoci spektrofotometru. Data predstavuji primér + S.E.M ze 2 identickych experimentil. *P<0,05,
**P<0,001.

5.4 Produkce IFN-y

Sekreci IFN-y jsme sledovali na mysich a potkanich makrofdagich. TG byl testovdn na
mysich makrofidgich v koncentraci 1 uM. Artemisinin, DHA, CLT a kurkumin byly
zkousSeny v koncentracich 1 uM a 10 puM na potkanich makrofiagich. Produkci IFN-y
jsme méfili i v kombinaci jednotlivych latek s LPS 100 pg/ml (obr. 18 a 19).

TG vyvolal signifikantni sekreci IFN-y v makrofdgdch mysi. Tento efekt byl jesté
vyrazn€j$i po stimulaci bunék LPS (pravé sloupce). Samotny LPS v koncentraci 100

pg/ml produkci IFN-y nevyvolal.
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Obrazek 18 Sekrece IFN-y mySimi peritonealnimi makrofagy

Produkce IFN-y buiikkami byla detekovdna po 7 h kultivace metodou ELISA. Levé sloupce piedstavuji
Cisté buiiky a buiiky inkubované s TG, pravé sloupce builky s LPS a buriky s kombinaci LPS a TG. Data
predstavuji primér + S.E.M ze 3 identickych experimenti. *P<0,001
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Obrazek 19 Sekrece IFN-y potkanimi makrofagy

Produkce IFN-y butikami byla detekovdna po 6 h kultivace metodou ELISA. Buiky byly inkubovany
s testovanymi ldtkami v koncentracich 1 uM a 10 uM, s LPS 100pg/ml a 1000 pg/ml. Déle v kombinaci

testovand latka v koncentraci 1 uM s LPS 100 pg/ml. Provedeno pouze 1 méfeni.
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V makrofdgach potkand artemisinin, DHA ani CLT samy nemaji vyrazny ucinek na
sekreci IFN-y. Ani v pfitomnosti LPS nedoslo k synergickému ptisobeni latek na sekreci

daného cytokinu. V tomto experimentu vyvoldval nejvyssi sekreci LPS (1000 pg/ml)

1,69 x vice a dale kurkumin 1,48 x vice v porovnani s kontrolou.

5.5 Produkce TNF-a

Sekreci TNF-a jsem sledovala na potkanich makrofidgach (obr. 20). TG a TB vyvolaly
signifikantné sekreci cytokinu, zatimco DHA, CLT a kurkumin sekreci TNF-a
neovlivnily. Nejvice makrofdgy stimuloval LPS (1000 pg/ml).
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Obrazek 20 Sekrece TNF-a

Produkce TNF-o potkanimi makrofidgy byla detekovédna po 5 h kultivace metodou ELISA. Koncentrace
testovanych litek byla 1 uM a LPS 1000 pg/ml. Data predstavuji primér + S.E.M ze 2 identickych
experimentll. ¥P<0,05
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6. Diskuze

Seskviterpenovy lakton a SERCA inhibitor TG projevuje urcité imunoterapeutické
vlastnosti. Cilem price bylo ukdzat, zda i dalSi latky/léCiva, které jsou fyziologicky
popséany jako inhibitory SERCA, maji imunomodula¢ni Gc¢inky. Zaroveni byl sledovan
vztah mezi strukturou a imunomodulaéni aktivitou téchto latek. Testovala jsem
strukturné blizky seskviterpenovy lakton TB, seskviterpenové laktony podobné
struktury artemisinin a DHA a chemicky odli$né latky kurkumin a CLT. Létky byly
testovany v koncentracich nM-uM, které odpovidaji na zdklad¢ studované literatury

inhibici SERCA.

Dulezitou latkou imunitniho systému je NO, ktery se podili na nespecifické obrané
organismu, ma cytotoxické a cytostatické ucinky. Méteni produkce NO residentnimi
peritonedlnimi potkanimi nebo mySimi makrofidgy se ukdzalo jako spolehlivy a
vyhodny ekonomicky ndstroj v primdrnim testovdni imunomodulaéni aktivity latek
(Kmonickova a kol. 2007). Po primdrnim stanoveni produkce NO u sledovanych latek
jsem overovala sekreci cytokini (IFN-y, TNF-a) a zaroven sledovala eventuelni

cytotoxicitu latek.

TG je nejzndméjsi SERCA inhibitor, vyuZivany ke zvySeni intracelularniho vapniku a
jako modelovy ptiklad byl pouzit i v pfedklddané diplomové prici. TG sdm
v koncentraci 1 pM signifikantné stimuloval produkci NO v peritonedlnich potkanich
makrofdgich. Kombinace TG s jiZ nizkou diavkou LPS (100 pg/ml) mé synergicky
ucinek. Produkci NO mutiZe ovlivnit mnoho cytokint. Avsak rozhodujici funkci méd IFN-
v, ktery spousti sim syntézu NO v riznych typech bunék a za riznych experimentalnich
podminek (Stuehr a Marletta 1987). Zjistila jsem, Ze TG sdm vyvolal sekreci IFN-y
mys$imi makrofdgy, v kombinaci s LPS byla sekrece jesté¢ vyraznéjsi. Tyto vysledky
jsou ve shodé se zjiSténim Kmoni¢kové a kol. (2008), kteti dokumentovali v mySich,
potkanich peritonedlnich makrofdgich a lidskych PBMC (mononukledrni bunky
periferni krve) indukci IFN-y v zdvislosti na koncentraci. Ac¢koliv jsou mySi na produkci
NO méné citlivé nez potkani, nalezla jsem signifikantni sekreci IFN-y u mysi jiz pti

7hodinové kultivaci s TG.
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Seskviterpenovy lakton TB izolovany z Laser trilobum je strukturn€ velmi blizky TG.
Lisi se pouze substituci tricyklu v polohdch 2 a 8. Sledovala jsem produkci NO
v zévislosti na zvysujici se koncentraci TB. Stejné¢ jako TG je TB v koncentracich
0,1-4,0 pM vyznamnym stimuldtorem zvlaSt€¢ pfi srovndni s maximdlni stimulac{
produkce NO dosaZenou kombinaci IFN-y + LPS. Obdobné hodnoty koncentracni
zavislosti ziskali Kmonic¢kovd a kol. (2010), kdyz srovndvali pisobeni samotného TB
na mysi a potkani makrofagy. Jedinou doposud popsanou vlastnosti TB byla inhibice
SERCA (viz literarni prehled). Ojedinéld vlastnost stimulovat sekreci IFN-y
seskviterpenovymi laktony guaianolidového typu byla neddvno zminénymi autory noveé
popsédna. Vzhledem k cytokinové siti se nedd ovSem pfedpoklddat, Ze bude indukovan
pouze 1 cytokin. Analyzovala jsem produkci TNF-a a nalezla jsem, Ze TG i TB

/////

v hepatocytech muze mit pfi jaternim poskozeni, konkrétn¢ pii ¢aste¢né hepatektomii

s sve

protektivni — antiapoptoticky tc¢inek (Diehl 2000).

Artemisinin a DHA jsou TG strukturné podobné seskviterpenové laktony, které se
vazou na SERCA parazita Plasmodium falciparum ve stejné oblasti jako TG. Produkci
NO vsak neovlivnily. Efekt artemisininu na produkci NO studovali i Aldieri a kol.
(2003) na lidské linii astrocytd T67. Butiky byly inkubovany po 24 hodin se samotnym
artemisininem (10 uM) nebo v kombinaci 20 pg/ml LPS + 10 ng/ml IL-1f + 100 ng/ml
IFN-y + 50 ng/ml TNF-a nebo ve smé&si spolu s 10 uM artemisininu. Pfi inkubaci bun¢k
se samotnym artemisininem nedoslo v médiu ke zmén¢ hladiny NO, zatimco v samotné
smési se hladina NO vyrazné€ zvysSila. Pfidani artemisininu do smési vratilo zvySeni NO
vyvolané smési LPS a cytokinl na kontrolni hodnoty nestimulovanych bunék. Autofi
interpretuji efekt artemisininu jako inhibi¢ni ptisobeni na produkci NO, resp. NF-kB.
V mych experimentech na potkanich makrofagich artemisinin a DHA (obé¢ latky 0,01-
25 uM) nevyvolaly indukci NO a v kombinaci s LPS (1000 pg/ml) vyvolal artemisinin
jen nevyznamny pokles produkce NO v koncentracich 1, 4 a 25 pM. Artemisinin ani
DHA nemaji vliv na produkci IFN-y a nejsou ani v koncentraci 25 pM pro potkani
makrofdgy toxické. Na rozdil od TG a TB nebyla pozorovdna ani sekrece TNF-a.
Z literatury je zndmo nékolik modelovych situaci maldrie na mySich. Ve vSech

piipadech byla zjisténa in vivo produkce TNF-a. DHA podany v priabéhu onemocnéni
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nebo i protektivné snizuje hladinu tohoto cytokinu a zlepSuje prubeh onemocnéni (Hunt

a kol. 2006, Golenser a kol. 2006).

Z literarnich udaji vyplyvd, Ze pro latky, které inhibuji SERCA je nutnd ptitomnost
-OH skupin. Takto byl objeven i kurkumin jako latka, kterd inhibuje tento enzym
(Logan-Smith a kol. 2001). Kurkumin je spojen s inhibici mnoha bunécnych mediatora
— transkripénich faktort, protein kindz, enzymt, cytokini a chemokinti atd. Na rtiznych
modelech onemocnéni na drovni bunék i in vivo byla pozorovdna po aplikaci
kurkuminu inhibice NF-kB a TNF-a a jsou tak vysvétlovany jeho protizanétlivé ucinky
(pro ptehled Aggarval a Sung, 2009). V modelu hepatitidy vyvolané thioacetamidem
inhiboval kurkumin expresi iNOS (také lipidovou peroxidaci a aktivaci NF-kB, Shapiro
a kol. 2006). Fahey a kol. (2007) studovali vliv kurkuminu na sekreci cytokini IFN-y a
IL-10 v T bunkdch zdravych darc a u pacientii s roztrouSenou sklerézou. V obou
skupindch bunék byla exprese a sekrece cytokini modulovdna kurkuminem tak, Ze
kurkumin inhiboval sekreci (prozanétlivého) IFN-y vyvolanou IL-12 a stimuloval
tykala pfimo peritonedlnich makrofagh a jejich ovlivnéni kurkuminem. V experi-
mentech jsem nepozorovala vliv samotného kurkuminu (0,01-100 pM) na produkci NO
na rozdil od TG a TB. V kombinaci s LPS, ktery indukuje tvorbu NO, jsem pozorovala
snizeni NO pfi koncentraci kurkuminu vys$i nez 1 uM. To by odpovidalo celkovému
inhibicnimu pasobeni kurkuminu na prozanétlivé medidtory. Posléze jsem ale
analyzovala Zivotnost bun€k a zjistila, Ze kurkumin samotny (bez LPS) prudce sniZuje
viabilitu, zejména od koncentrace 10 uM. Tento ndlez mize jednoduse vysvétlit mnohé
v literatufe popisované inhibi¢ni G¢inky kurkuminu, alesponi v in vitro experimentdlnim
uspofddini. Pozorované rozdily ve viabilit€¢ se odrdzeji i v naméfené sekreci IFN-y

v pfitomnosti 1 a 10 uM kurkuminu, ackoliv se pohybuji na drovni kontrolnich hodnot.

Ackoliv molekula CLT nemd ani -OH skupiny, o kterych je zndmo, Ze jsou nutné
k inhibici SERCA, ptesto inhibuje tcinn€ tuto ATP4zu a to zménou konformace E2.
Tim znemoziuje pfechod do konformace El a navazani vapnikovych iontt. Z hlediska
imunomodula¢niho ptisobeni je CLT znam jako inhibitor proliferace nadorovych bunék
a vaskuldrnich endotelovych bunék (Khalid a kol. 2005). CLT 1-10 uM inhibuje expresi
chemokinu IL-8, MCP-1, a didle VCAM-1 a ¢asteéné aktivaci NF-xB. Podili se tak na
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inhibici angiogeneze (Thapa a kol. 2009) a potlauje chronické stfevni zanéty
(Kobayashi a kol. 2007). Jak jsem zjistila, toto imidazolové antimykotikum nestimuluje
produkci NO aplikovaného samostatn€ ani v kombinaci s LPS nebo LPS/IFN-y. CLT
ale signifikantné sniZuje Zivotnost bun€k, poc¢inaje koncentraci 10 pM. Podobné jako u
kurkuminu, koreluje sniZend viabilita s poklesem tvorby NO, kterd byla nastimulovina
LPS. CLT v koncentracich, kdy Zivotnost neni je$té sniZzena, nevyvolal sekreci IFN-y, a

to ani v kombinaci s LPS.
Jak kurkumin, tak CLT nevyvolaly na rozdil od TG a TB sekreci TNF-a.

Abych zjistila, zda ovliviiovdni intraceluldrniho vépniku souvisi s tvorbou NO,
podrobila jsem stejnému pokusu TG nebo kurkumin spolu se dvéma moduldtory
intraceluldrniho vépniku, s TMB-8 a dantrolenem. Ty sniZuji, i kdyZ rozdilnym
mechanismem, volné ionty vdpniku vcytosolu. Ani jedna zlitek neméla vliv na
produkci NO ani na Zivotnost bun€k v ptitomnosti TG nebo kurkuminu. V laboratofi
UEM bylo zji§téno, 7e cheldtor intraceluldrniho vépniku BAPTA/AM (1,2-bis(2-
aminofenoxy)-ethan-N,N,N”,N"-tetraoctovd  kyselina/acetoxymethyl ester) sniZuje
produkci NO vyvolanou TG a TB pouze ¢astecné a nemd vubec vliv na sekreci IFN-y.
Zda se, 7ze imunostimula¢ni Ucinek piimo nesouvisi se zvySenim intraceluldrniho
vapniku vyvolaném SERCA inhibitory, ale se strukturou seskviterpenovych laktont

strukturné blizkym TG.
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7. Shrnuti zavéra prace

Studovala jsem latky, které jsou zndmé jako SERCA inhibitory: thapsigargin,
trilobolid, kurkumin, klotrimazol, artemisinin a dihydroartemisinin. Thapsigargin,
prototyp téchto latek, md vyznamné imunomodulaéni vlastnosti, jak bylo neddvno
zjiSténo.

Na modelu potkanich a my$ich makrofagti jsem zjistila, ze

1) V porovnani s thapsigarginem stimuluje signifikantné produkci NO pouze
strukturdlné blizky analog trilobolid. Klotrimazol a kurkumin jevi v testovanych
koncentracich vyraznou toxicitu.

2) Pouze thapsigargin a trilobolid stimuluji vyznamné sekreci IFN-y a TNF-a.

3) Produkce NO neni ovlivnhéna modulaci intraceluldrniho vépniku vyvolanou
cheldtorem TMB-8 a dantrolenem.

Na zédkladé¢ literarnich udaji a provedenych experimentt 1ze uzavfit, ze:

- Imunostimula¢ni aktivita SERCA inhibitorti se vztahuje pouze k seskviterpenovym
laktontim guaianolidového typu.

- Produkce NO a sekrece cytokini nejsou u téchto latek ovlivnéné manipulaci
s koncentraci intraceluldrniho vépniku. Nelze vyloucit, Ze imunomodulaéni dcinky
nesouvisi piimo s aktivitou SERCA.

50



8. Literatura

Aggarwal B. B. a Sung B. (2009) Pharmacological basis for the role of curcumin in chronic diseases: an

age-old spice with modern targets. Trends Pharmacol. Sci. 30, 85-94

Aldieri E., Atragene D., Bergandi L., Riganti C., Costamagna C., Bosia A. a Ghigo D. (2003) Artemisinin
inhibits inducible nitric oxide synthase and nuclear factor NF-kB activation. FEBS Lett. 552, 141-144

Anand P., Kunnumakkara A. B., Newman R. A. a Aggarwal B. B. (2007) Bioavailability of curcumin:
problems and promises. Mol. Pharm. 4, 807-818

Arredouani A., Guiot Y., Jonas J. C., Liu L. H., Nenquin M., Pertusa J. A., Rahier J., Rolland J. F., Shull
G. E, Stevens M., Wuytack F., Henquin J. C. a Gilon P. (2002) SERCA3 ablation does not impair
insulin secretion but suggests distinct roles of different sarcoendoplasmic reticulum Ca(2+) pumps for

Ca(2+) homeostasis in pancreatic beta-cells. Diabetes 51, 3245-3253

Asahi M., Kimura Y., Kurzydlowski K., Tada M. a MacLennan D. H. (1999) Transmembrane helix M6
in sarco(endo)plasmic reticulum Ca(2+)-ATPase forms a functional interaction site with phospholamban.

Evidence for physical interactions at other sites. J. Biol. Chem. 274, 32855-32862

Bartolommei G., Tadini-Buoninsegni F.,Hua S., Moncelli M. R.,Inesi G. aGuidelli R. (2006)
Clotrimazole inhibits the Ca2+-ATPase (SERCA) by interfering with Ca2+ binding and favoring the E2
conformation. J. Biol. Chem. 281, 9547-9551

Benders A. A., Veerkamp J. H., Oosterhof A., Jongen P. J, Bindels R. J., Smit L. M., Busch H. F.
a Wevers R. A. (1994) Ca2+ homeostasis in Brody's disease. A study in skeletal muscle and cultured

muscle cells and the effects of dantrolene an verapamil. J. Clin. Invest. 94, 741-748

Berridge M .J. (2002) The endoplasmic reticulum: a multifunctional signaling organelle. Cell Calcium.
32,235-249

Bharti A. C., Takada Y. a Aggarwal B. B. (2004) Curcumin (diferuloylmethane) inhibits receptor
activator of NF-kappa B ligand-induced NF-kappa B activation in osteoclast precursors and suppresses

osteoclastogenesis. J. Immunol. 172, 5940-5947
Brini M. a Carafoli E. (2009) Calcium pumps in health and disease. Physiol. Rev. 89, 1341-1378

Brittsan A. G., Carr A. N., Schmidt A. G. a Kranias E. G. (2000) Maximal inhibition of SERCA2 Ca(2+)
affinity by phospholamban in transgenic hearts overexpressing a non-phosphorylatable form of

phospholamban. J. Biol. Chem. 275, 12129-12135

Brody L A. (1969) Muscle contracture induced by exercise. A syndrome attributable to decreased
relaxing factor. N. Engl. J. Med. 281, 187-192

Camacho P. a Lechleiter J. D. (1993) Increased frequency of calcium waves of Xenopus laevis oocytes

that express calcium-ATPase. Science 260, 226-229

51



Carafoli E. (2003) The calcium-signalling saga: tap water and protein crystals. Nat. Rev. Mol. Cell Biol.
4, 326-322

Denmeade S. R. alsaacs J. T. (2005) The SERCA pump as a therapeutic target: making a "smart bomb"

for prostate cancer. Cancer Biol. Ther. 4, 14-22
Diehl A. M. (2000) Cytokine regulation of liver injury and repair. Immunol. Rev. 174, 160-171

Ebashi F. a Ebashi S. (1962) Removal of calcium and relaxation in actomyosin systems. Nature 194,

378-379

Eckstein-Ludwig U., Webb R. J., Van Goethem I. D., East J. M., Lee A. G., Kimura M., O'Neill P.
M., Bray P. G, Ward S. A. aKrishna S. (2003) Artemisinins target the SERCA of Plasmodium
falciparum. Nature 424, 957-961

Fahey A. J., Adrian Robins R. a Constantinescu C. S. (2007) Curcumin modulation of IFN-beta and IL-12
signalling and cytokine induction in human T cells. J. Cell. Mol. Med. 11, 1129-1137

Furchgott R. F. aZawadzki J. V. (1980) The obligatory role of endothelial cells in the relaxation of
arterial smooth muscle by acetylcholine. Nature 288, 373-376

Garg A. K., Buchholz T. A. a Aggarwal B. B. (2005) Chemosensitization and radiosensitization of tumors
by plant polyphenols. Antioxid. Redox. Signal. 7, 1630-1647

Goel A., Kunnumakkara A. B. a Aggarwal B. B. (2008) Curcumin as "Curecumin": from kitchen to
clinic. Biochem. Pharmacol. 75, 787-809

Golenser J., Waknine J. H., Krugliak M., Hunt N. H. a Grau G. E. (2006) Current perspectives on the

mechanism of action of artemisinins. Int. J. Parasitol. 36, 1427-1441

Green K. N., Demuro A., Akbari Y., Hitt B. D., Smith 1. F., Parker 1. a LaFerla F. M. (2008) SERCA
pump activity is physiologically regulated by presenilin and regulates amyloid beta production. J. Gen.
Physiol. 132, 1107-1116

Gu H. M., Warhurst D. C. aPeters W. (1984) Uptake of [3H] dihydroartemisinine by erythrocytes
infected with Plasmodium falciparum in vitro. Trans. R. Soc. Trop. Med. Hyg. 78, 265-270

Hasselbach W. a Makinose M. (1961) The calcium pump of the "relaxing granules" of muscle and its
dependence on ATP-splitting. Biochem. Z. 333, 518-528

Hunt N. H., Golenser J., Chan-Ling T., Parekh S., Rae C., Potter S., Medana I. M., Miu J. a Ball H. J.
(2006) Immunopathogenesis of cerebral malaria. Int. J. Parasitol. 36, 569-582

Chami M., Gozuacik D., Lagorce D., Brini M., Falson P., Peaucellier G., Pinton P., Lecoeur H., Gougeon
M. L., le Maire M., Rizzuto R., Bréchot C. a Paterlini-Bréchot P. (2001) SERCA1 truncated proteins
unable to pump calcium reduce the endoplasmic reticulum calcium concentration and induce apoptosis. J.

Cell Biol. 153, 1301-1314

52



Cheshenko N., Del Rosario B., Woda C., Marcellino D., Satlin L. M. a Herold B. C. (2003) Herpes

simplex virus triggers activation of calcium-signaling pathways. J. Cell Biol. 16, 283-293

Christensen S. B., Andersen A., Poulsen J. C. a Treiman M. (1993) Derivatives of thapsigargin as probes
of its binding site on endoplasmic reticulum Ca2+ ATPase. Stereoselectivity and important functional

groups. FEBS Lett. 335, 345-348

Ignarro L. J., Buga G. M., Wood K. S., Byrns R. E. a Chaudhuri G. (1987) Endothelium-derived relaxing
factor produced and released from artery and vein is nitric oxide. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 84,

9265-9269

Inesi G., Hua S., Xu C., Ma H., Seth M., Prasad A. M. a Sumbilla C. (2005) Studies of Ca2+ ATPase
(SERCA) inhibition. J. Bioenerg. Biomembr. 37, 365-368

Isler J. A., Maguire T. G. a Alwine J. C. (2005) Production of infectious human cytomegalovirus virions
is inhibited by drugs that disrupt calcium homeostasis in the endoplasmic reticulum. J. Virol. 79,

15388-15397

Jagetia G. C. a Aggarwal B. B. (2007) "Spicing up" of the immune system by curcumin. J. Clin.
Immunol. 27, 19-35

John L. M., Lechleiter J. D. a Camacho P. (1998) Differential modulation of SERCA2 isoforms by
calreticulin. J. Cell Biol. 142, 963-973

Khalid M. H., Tokunaga Y., Caputy A. J. a Walters E. (2005) Inhibition of tumor growth and prolonged
survival of rats with intracranial gliomas following administration of clotrimazole. J. Neurosurg. 103,

79-86

Khanna D., Sethi G., Ahn K. S., Pandey M. K., Kunnumakkara A. B., Sung B., Aggarwal A. a Aggarwal
B. B. (2007) Natural products as a gold mine for arthritis treatment. Curr. Opin. Pharmacol. 7, 344-351

Kmonickova E., Melkusova P., Farghali H., Holy A. a Zidek Z. (2007) Nitric oxide production in mouse
and rat macrophages: a rapid and efficient assay for screening of drugs immunostimulatory effects in

human cells. Nitric Oxide 17, 160-169

Kmonickova E., Melkusova P., Harmatha J., Voka¢ K., Farghali H. a Zidek Z. (2008) Inhibitor of sarco-
endoplasmic reticulum Ca2+-ATPase thapsigargin stimulates production of nitric oxide and secretion of

interferon-gamma. Eur. J. Pharmacol. 24, 85-92

Kmonickova E., Harmatha J., Vokd¢ K., Kosteckd P., Farghali H. a Zidek Z.(2010) Sesquiterpene

lactone trilobolide activates production of interferon-y and nitric oxide. Fitoterapia 81, 1213-1219

Kobayashi H., Boelte K. C. a Lin P. C. (2007) Endothelial cell adhesion molecules and cancer
progression. Curr. Med. Chem. 14, 377-386

Koss K. L. a Kranias E. G. (1996) Phospholamban: a prominent regulator of myocardial contractility.
Circ. Res. 79, 1059-1063

53



Kunwar A., Barik A., Mishra B., Rathinasamy K., Pandey R. a Priyadarsini K. I. (2008) Quantitative
cellular uptake, localization and cytotoxicity of curcumin in normal and tumor cells. Biochim. Biophys.

Acta 1780, 673-679

Li C. J,, Zhang L. J., Dezube B. J., Crumpacker C. S. a Pardee A. B. (1993) Three inhibitors of type 1
human immunodeficiency virus long terminal repeat-directed gene expression and virus replication. Proc.

Natl. Acad. Sci. U. S. A. 90, 1839-1842

Li H. L, Liu C., de Couto G., Ouzounian M., Sun M., Wang A. B., Huang Y., He C. W., Shi Y., Chen
X., Nghiem M. P, Liu Y., Chen M., Dawood F., Fukuoka M., Maekawa Y., Zhang L., Leask A., Ghosh
A. K., Kirshenbaum L. A. a Liu P. P. (2008) Curcumin prevents and reverses murine cardiac hypertrophy.
J. Clin. Invest. 118, 879-893

Liang G., Li X., Chen L., Yang S., Wu X,, Studer E., Gurley E., Hylemon P. B., Ye F., Li Y. a Zhou H.
(2008) Synthesis and anti-inflammatory activities of mono-carbonyl analogues of curcumin. Bioorg. Med.

Chem. Lett. 18, 1525-1529

Liu L. H., Paul R. J., Sutliff R. L., Miller M. L., Lorenz J. N., Pun R. Y., Duffy J. J., Doetschman
T., Kimura Y., MacLennan D. H., Hoying J. B., Shull G. E. (1997) Defective endothelium-dependent
relaxation of vascular smooth muscle and endothelial cell Ca2+ signaling in mice lacking

sarco(endo)plasmic reticulum Ca2+-ATPase isoform 3. J. Biol. Chem. 272, 30538-30545

Logan-Smith M. J., Lockyer P. J., East J. M. aLee A. G. (2001) Curcumin, a molecule that inhibits the
Ca2+-ATPase of sarcoplasmic reticulum but increases the rate of accumulation of Ca2+. J. Biol.

Chem. 276, 46905-46911

Lytton J., Westlin M., Burk S. E., Shull G. E. a MacLennan D. H. (1992) Functional comparisons
between isoforms of the sarcoplasmic or endoplasmic reticulum family of calcium pumps. J. Biol. Chem.

267, 14483-14489

MacLennan D. H. (1970) Purification and properties of an adenosine triphosphatase from sarcoplasmic

reticulum. J. Biol. Chem. 245, 4508-4518

MacMicking J., Xie Q. W. aNathan C. (1997) Nitric oxide and macrophage function. Annu. Rev.
Immunol. 15, 323-350

Morimoto T., Sunagawa Y., Kawamura T., Takaya T., Wada H., Nagasawa A., Komeda M., Fujita
M., Shimatsu A., Kita T. a Hasegawa K. (2008) The dietary compound curcumin inhibits p300 histone

acetyltransferase activity and prevents heart failure in rats. J. Clin. Invest. 118, 868-878

Nahrevanian H. (2009) Involvement of nitric oxide and its up/down stream molecules in the immunity

against parasitic infections. Braz. J. Infect. Dis. 13, 440-448

Nakagawa M., Sakamoto N., Tanabe Y., Koyama T, Itsui Y., Takeda Y., Chen C. H., Kakinuma
S.,Oooka S., Maekawa S., Enomoto N. a Watanabe M. (2005) Suppression of hepatitis C virus
replication by cyclosporin a is mediated by blockade of cyclophilins. Gastroenterology 129, 1031-1041

54



Nathan C. (1992) Nitric oxide as a secretory product of mammalian cells. FASEB J. 6, 3051-3064

Odermatt A., Taschner P. E., Khanna V. K., Busch H. F., Karpati G., Jablecki C. K., Breuning M. H.
aMacLennan D. H. (1996) Mutations in the gene-encoding SERCALI, the fast-twitch skeletal muscle

sarcoplasmic reticulum Ca2+ ATPase, are associated with Brody disease. Nat. Genet. 14, 191-194

Odermatt A., Taschner P. E., Scherer S. W., Beatty B., Khanna V. K., Cornblath D. R., Chaudhry V., Yee
W. C., Schrank B., Karpati G., Breuning M. H., Knoers N. a MacLennan D.H. (1997) Characterization of
the gene encoding human sarcolipin (SLN), a proteolipid associated with SERCAI1: absence of structural

mutations in five patients with Brody disease. Genomics 45, 541-553

Odermatt A., Becker S., Khanna V. K., Kurzydlowski K., Leisner E., Pette D. a MacLennan D. H. (1998)
Sarcolipin regulates the activity of SERCALI, the fast-twitch skeletal muscle sarcoplasmic reticulum

Ca2+-ATPase. J. Biol. Chem. 273, 12360-12369

Odermatt A., Barton K., Khanna V. K., Mathieu J., Escolar D., Kuntzer T., Karpati G. a MacLennan D.
H. (2000) The mutation of Pro789 to Leu reduces the activity of the fast-twitch skeletal muscle
sarco(endo)plasmic reticulum Ca2+ ATPase (SERCAI1) and is associated with Brody disease. Hum.
Genet. 106, 482-491

Pahl H. L. (1999) Activators and target genes of Rel/NF-kappaB transcription factors. Oncogene 18,
6853-6866

Rasmussen U., Brgogger Christensen S. a Sandberg F. (1978) Thapsigargine and thapsigargicine, two

new histamine liberators from Thapsia garganica L. Acta Pharm. Suec. 15, 133-140

Ribeiro I R. a Olliaro P. (1998) Safety of artemisinin and its derivatives. A review of published and
unpublished clinical trials. Med. Trop. 58, 50-53

Rivera-Espinoza Y. a Muriel P. (2009) Pharmacological actions of curcumin in liver diseases or damage.

Liver Int. 29, 1457-1466

Sagara Y., Fernandez-Belda F., de Meis L. aInesi G. (1992) Characterization of the inhibition of
intracellular Ca2+ transport ATPases by thapsigargin. J. Biol. Chem. 267 12606-12613

Seidler N. W., Jona 1., Vegh M. a Martonosi A. (1989) Cyclopiazonic acid is a specific inhibitor of the
Ca2+-ATPase of sarcoplasmic reticulum. J. Biol. Chem. 264, 17816-17823

Shapiro H., Askhenazi M., Weizman N. (2006) Curcumin ameliorates acute thioacetamide-induced

hepatotoxicity. J. Gastroenterol. Hepatol. 21, 358-366
Singh S. (2007) From exotic spice to modern drug? Cell 130, 765-768

Snajdrova L., Xu A. a Narayanan N. (1998). Clotrimazole, an antimycotic drug, inhibits the sarcoplasmic

reticulum calcium pump and contractile function in heart muscle. J. Biol. Chem. 273, 28032-28039

Stuehr D. J. a Marletta M. A. (1987) Synthesis of nitrite and nitrate in murine macrophage cell lines.
Cancer Res. 47, 5590-5594

55



Suptat D., Targos B., Sabata P., Baranska J. a Pomorski P. (2004) Differentiation of answer of glioma C6
cells to SERCA pump inhibitors by actin disorganization. Biochem. Biophys. Res. Commun. 323, 870-875

Thapa D., Lee S. J., Park M. A., Cho M. Y., Choi H. G., Jeong Ch. T. a Kim J. A. (2009) Inhibitory
effects of clotrimazole on TNF-a- induced adhesion molecule expression and angiogenesis. Arch. Pharm.

Res. 32, 593-603

Toovey S., Bustamante L. Y., Uhlemann A. C., East J. M. a Krishna S. (2008) Effect of artemisinins and
amino alcohol partner antimalarials on mammalian sarcoendoplasmic reticulum calcium adenosine

triphosphatase activity. Basic Clin. Pharmacol. Toxicol. 103, 209-213

Toyoshima C. (2008) Structural aspects of ion pumping by Ca2+-ATPase of sarcoplasmic reticulum.
Arch. Biochem. Biophys. 476, 3-11

Treiman M., Caspersen C. a Christensen S. B. (1998) A tool coming of age: thapsigargin as an inhibitor

of sarco-endoplasmic reticulum Ca(2+)-ATPases. Trends Pharmacol. Sci. 19, 131-135

Varadi A., Lebel L., Hashim Y., Mehta Z., Ashcroft S. J. a Turner R. (1999) Sequence variants of the
sarco(endo)plasmic reticulum Ca(2+)-transport ATPase 3 gene (SERCA3) in Caucasian type II diabetic
patients (UK Prospective Diabetes Study 48). Diabetologia 42, 1240-1243

Weisberg S. P., Leibel R. a Tortoriello D. V. (2008) Dietary curcumin significantly improves obesity-

associated inflammation and diabetes in mouse models of diabesity. Endocrinology 149, 3549-3558

Wictome M, Khan Y. M., East J. M. aLee A. G. (1995) Binding of sesquiterpene lactone inhibitors to the
Ca(2+)-ATPase. Biochem. J. 310, 859-868

Wu K. D.,Lee W. S.,Wey J, Bungard D. a Lytton J. (1995) Localization and quantification of
endoplasmic reticulum Ca(2+)-ATPase isoform transcripts. Am. J. Physiol. 269, 775-784

Yang F., Lim G. P., Begum A. N., Ubeda O. J., Simmons M. R., Ambegaokar S. S., Chen P. P., Kayed
R., Glabe C. G, Frautschy S. A. aCole G. M. (2005) Curcumin inhibits formation of amyloid beta
oligomers and fibrils, binds plaques, and reduces amyloid in vivo. J. Biol. Chem. 280, 5892-5901

Chemické vzorce byly vytvoreny programem ChemDraw Std 8.0.

56



