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SEZNAM ZKRATEK

APAF-1 apoptotickou proteazu aktivujici faktor 1

BCNU karmustin

BRAF V-raf mysi sarkomovy homolog virového onkogenu B1

BrdU bromo-deoxyuridin

DMEM Dulbekovo modifikované Eaglovo médium

ERK extracelularnim signalem regulovana kindza

FAMMM familidlni atypickd mnohocetnd matefskd znaménka a melanom

(familial atypical multiple mole and melanoma)

FBS fetalni bovinni sérum

HMB lidsky ¢erny melanom (human melanoma black)
CHK1 check point kindza 1

JINK c-jun N-terminallni kindza

MEK mitogenem aktivovana proteinova kindza

MITF s mikrooftalmii asociovany transkripcni faktor
MMP transmembranovy mitochondridlni potencial
NAC N-acetyl cystein

NHL non-Hodgkinovy lymfomy

(PI(3)K) fosfatidylinositol-3-kindza

TNM systém klasifikace zhoubnych nadort (T - rozsah primarniho nadoru, N

- pfitomnost ¢i nepfitomnost a rozsah metastaz v regionalnich miznich
uzlinach, M - pfitomnost ¢i nepfitomnost vzdalenych metastaz)
TRIS tris(hydroxymethyl)aminomethan
WST 5-(2,4-disulfonatofenyl)-3-(4-jodfenyl)-2-(4-nitrofenyl)-2 H-tetrazolium
XIAP X-vézany inhibitor apoptotického proteinu
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1. UVOD

Zhoubna néadorovd onemocnéni patii mezi nejcastéjsi priciny umrti ¢lovéka. Jejich
negativni piisobeni zaznamenavame predevSim v rozvinutych zemich, a to i pfesto, Ze se zde
neustale zlep3uji Zivotni podminky a zdravotni péce. V Ceské republice je az u tietiny
populace nddorové onemocnéni diagnostikovano, pfi¢emz ptiblizn€ ¢tvrtina populace také na
tato onemocnéni umira (42).

Nadorové onemocnéni vznikd na zakladé série poruch v jedné ¢i mnoha burkach,
které se vymknou kontrole a jejimz nasledkem je nekontrolovatelny rtst a déleni bunécnych
populaci. Podstatou ztraty kontroly (deregulace) bunécné proliferace je zména genetické
informace, neboli mutace DNA. Mutace jsou vyvolany pliisobenim fady vnitinich a zevnich
faktort, a to fyzikalni (vysokoenergetické, predev§im ionizujici zafeni), chemické (mutageny
a karcinogeny), biologické (nc¢které viry a helminti) a hormonalni (dlouhodob¢ plsobici
hormonalni stimulace) povahy. Rozvoj molekularni biologie a bunééné genetiky odhalil
existenci specifickych geni, které jsou v piipadé mutace DNA odpovédné za vlastni proces
nadorové pfemény. RozliSujeme skupinu protoonkogenti, skupinu tumor supresorovych gent
a skupinu tzv. mutatorovych genii. Hlavni funkci protoonkogent je stimulace rastu, v ptipadé
jejich mutace dochazi ke zvySené aktivité téchto genli a nasledné bunécéné proliferaci
nezédvisle od fyziologickych ristovych faktori. Mezi protoonkogeny zafazujeme ristové
faktory, tyrosinkindzové receptory, nereceptorové tyrosinkindzy, receptory spiazené s G
proteiny, membranové G proteiny véetné malych GTPaz, serin/threonin kindzy, transkripéni
faktory a jiné proteiny vazajici se na DNA. Hlavni funkci tumor supresorovych genil
(antionkogentl) je Utlum bunécného rlstu, v piipadé mutace je vlastni gen neaktivni a
naslednd prevaha protoonkogenii vede k promoci bunécné proliferace. NejzndmnéjSim
antionkogenem je tp53. Hlavni funkci mutatorovych genl je oprava poskozené DNA,
v pfipadé¢ mutace je vlastni gen neaktivni a dany stav mulze piejit v nekontrolovatelny
bunéény rast.

Zakladni charakteristiky nadorovych bunck piedstavuji hyperplazie (nekontrolovana
proliferace bunck), anaplazie (ztrata bunécéné funkce), invazivita (prordstani nadoru do
zdravych tkéni) a metastazovani (Sifeni nddorovych bunék z primarniho loZiska do celého
organizmu) (45). Nador se projevuje jednak komplikacemi v misté svého primarniho ristu, a
to napf. Utlakem okolni tkané, bolestivosti, krvacenim nebo poruchou funkce orgénu, jednak

celkovymi projevy na urovni organismu, jako napif. nechutenstvim, Ubytkem hmotnosti,
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unavou a no¢nimi poty. Mnohé pro dany typ nddoru charakteristické znaky jsou dany
lokalizaci.

Kozni povrch predstavuje v priméru plochu 1,5 az 2 m” a jeho hmotnost odpovida
zhruba jedné pétin€ télesné hmotnosti, coz je u dospélého ¢loveka priblizné 15 kg. Kize je
tedy nejvétsim orgdnem lidského téla. Jeji skladba umoziiuje vykondvat ochrannou funkci
ktize jako organu na rozhrani mezi organizmem a zevnim prostiedim (39). Vzhledem ke své
velikosti a pfimé exponenci faktortim zevniho prostredi neni pfekvapenim celkové mnozstvi a
rozmanitost koznich onemocnéni, vcetné¢ Ccastého vyskytu novotvari. Kozni nadory
pfedstavuji az tietinu vSech zaznamenanych malignich onemocnéni.

Maligni melanom je hlavni pfi¢inou umrti na kozni onemocnéni. Patfi mezi
nejagresivné]si lidské nadory, jejichZ incidence v kavkazské (bilé) populaci neustale stoupa
(19). V Ceské republice je zaznamenan relativné vysoky nariist poétu ptipadil v poslednich 25
letech. Ve srovnani s rokem 1970 se pocet hlaSenych novych onemocnéni v roce 2002 zvysil
pétkrat u muza (v roce 1970 to bylo 151 hlaSenych novych onemocnéni a v roce 2002 jiz
758). Stejna situace panuje u zen, kde se pocet hlaSenych novych onemocnéni zvysil také
témet petkrat (ze 165 na 803 v roce 2002). V piepoctu na 100 000 obyvatel to predstavuje
15,3 hlaSenych novych onemocnéni u muzii i Zen (43). Celozivotni pravdépodobnost
diagnézy zhoubného melanomu je u muza 1,91 %, u Zen 1,31 % (77). Primérny vék
postizenych melanomem se v poslednich letech snizuje. Z téchto ditvodli jsou prevence a
lécba maligniho melanomu povazovany mnoha vyspélymi staty svéta za prioritni tkol

vetejného zdravotnictvi (30).



2. TEORETICKA CAST

Kozni nadory ptedstavuji piiblizné¢ polovinu vSech nadort postihujicich populaci.
Vyskytuji se nejvice ve stfednim a vyssim veéku. Vedle primarnich naddort se vzacné vyskytuji
také metastatické nadory, které mohou byt prvnim piiznakem zakladniho onemocnéni.
Klinicky obraz nadorti kiize je velice pestry. Klinickd diagnéza muze byt v fadé pripada
obtizna, nékdy 1 nemozna. Zakladem diagnozy je histologické vySetfeni. Na moznost nadoru
upozoriuji nezanétlivé, tuhé papuly, uzliky nebo hrboly, dale nehojici se eroze nebo viedy,
které jsou Casto pokryté recidivujici krustou, kiehké utvary podobné granulacim, spontdnné
nebo na dotek krvacejici, absence subjektivnich ptiznakli a neuspesna zevni 1écba. Biologické
vlastnosti nadort se pohybuji od uplné neskodnych az k vysoce zhoubnym, nicméné ptesna
hranice vymezena neni. Za benigni nddor miizeme povazovat ohrani¢eny, pomalu rostouci
nebo se neménici projev beze sklonu ke krvaceni a rozpadu, pohyblivy proti spoding a okoli.
Maligni nador se naopak rychle zvétSuje, krvaci a casto ulceruje (9). Mezi maligni novotvary
ktize zatazujeme nadory epitelového ptivodu (karcinomy), nddory mezenchymového ptivodu
(sarkomy), maligni lymfomy, metastdzy jinych solidnich tumort a maligni melanom. Nejvice
agresivni a Zivot ohroZujici jsou maligni melanom, metastazujici spinaliom a maligni koZni

lymfomy.

2.1. Zhoubné nadory ktize s vyjimkou melanomu

1) Epitelové kozni nadory (karcinomy). Jsou to nejCastéji se vyskytujici maligni novotvary
kiize. Casto vznikaji na podkladé riiznych koznich prekancerdz, piedstavovanych zejména
keratdzami (aktinickd, radiacni a termalni kerat6za). Mezi mutagenné pusobici faktory patii
ultrafialové zatfeni ve spektru B (UVB), ionizujici zatfeni a infekce papiloma viry. Hlavni
ulohu v rozvoji maligni transformace zastava mutace genu p53, ktera vede k inhibici apoptozy
keratinocytti a jejich klondlni expanzi. S geneticky podminénou néchylnosti ke vzniku
koznich karcinomil se setkdvame napt. u nemocnych s xeroderma pigmentosum. Povrchova
lokalizace nadort a neagresivni charakter ristu umoziuji v€asnou diagnézu a rychlé zahajeni
1é¢by, proto je procento vylécCitelnosti vysoké (cca 95 %) (115).

a) Spinoceluldrni karcinom (spinaliom). Je to maligni nador ptivodem z keratinocytti.

Vznika intraepitelidlné, predev§im na podklad€ aktinické keratdzy a piechazi v invazivné az
destruktivné rostouci nddor s tendenci k zakladdni metastdz. Metastazy se Sifi hlavné

lymfatickou cestou. Incidence spinaliomu je pfiblizn€ 10 ptipadii na 100000 obyvatel. Vedle



UV zéfeni pisobi kancerogenné také polycyklické uhlovodiky a arzen. Rizikovym faktorem
vzniku je rovnéz anamnéza v minulosti poskozené kiize, napt. v piipad¢ bércovych vieda (i
zhojenych), jizev po spaleninach apod. Klinicky obraz je velmi riiznorody, nebot’ izce souvisi
s pokrocilosti nadoru. RozliSujeme difuzné infiltrujici formu, ulcer6zni formu a exofytickou
formu nadoru. Vyskyt spinaliomu je Casty na svétlu vystavenych mistech, tedy na hlavé
(oblicej, usni boltce a ples), predlokti, hibetu rukou. Méné Casto se s nim setkdvame na
slizni¢nich ptfechodech, v oblasti vulvy, penisu a analni krajiny. Diagndza je urCena na
zaklad¢ histologického vySetfeni po excizi loziska s dostateCnym lemem zdravé tkané.
Fyzikaln€ vySetfujeme spadové uzliny k vylouceni metastaz. Terapie zahrnuje chirurgickou
1é€bu jako metodu volby, déle cilenou radioterapii urychlenymi elektrony a lokalni
chemoterapii (5-fluorouracil v mastovém zékladu). V pfipadé metastazujictho tumoru je
nutno pouzit kombinované celkové chemoterapie (cisplatina, bleomycin, adriamycin).

b) Bazoceluldrni karcinom (bazaliom). Je to maligni nador z bazéalnich bunck

epidermis a zterminalniho vlasového folikulu. Pfedstavuje nejCastéjsi karcinom kize u
starSich lidi. Nachazime ho pfedev§im na mistech chronicky exponovanych slune¢nimu zareni
(ktize obliceje a predlokti). Roste pomalu infiltrativné s postupnou destrukci okolni tkané.
Riziko metastdz je zanedbatelné, ale u nadorG vétSich rozmérii se casto setkavame
s recidivami. Klinicky obraz je rtiznorody, rozliSujeme né€kolik nddorovych typt. Uzlovita
forma tvofi rtizné¢ veliké hladké hrboly s teleangiektaziemi. Jizvici forma je vklesla, leskle
bledd, jen na okraji navalita. Ulcerdzni forma je zprvu tvofena hrbolem, ktery se pozdéji
centraln¢ rozpadd (ulcus rodens). Vegetujici forma ma kiehké mokvajici a krvacejici
granulace. Pigmentova forma muize imitovat melanom. Sklerodemni forma ma bélavy leskly
povrch, palpa¢né tuhy, bez kozniho reliéfu. Povrchova forma je v trovni okolni kiize, tvoii ji
nepravidelnd Cervenohnéda loziska s plochym perlickovym lemem (9). Diagnoza se opira o
histologické vySetteni, terapie zahrnuje chirurgickou 1é€bu jako metodu volby. Alternativné je
mozné pouziti kryoterapie, ptfipadné tzv. chemochirurgie (fixace loziska pastou chloridu
zine¢natého s operativnim odstranénim tumoru po 24 hodinéch).

c) Bowenuv karcinom (Bowenova dermatéza). Je to maligni intraepidermalni nador

(karcinom in situ), ktery svou lokalizaci a klinickym obrazem piipominé psoridzu (lupénku).
Jeho neobvyklou formou je Queyratova erytroplazie postihujici glans (zalud) penisu.
V anogenitalnich 1ézich se Casto zjistuje virus HPV (vétSinou typ 16 a 18). Az cca 20%
pfipadi Bowenovy dermatdzy prechazi v maligni spinocelularni karcinom, ktery prortsta do

hlubsich struktur kiZze a ma metastaticky potencidl. Diagndéza je urCena na zakladé



histologického vySetfeni, terapie zahrnuje ozafeni rentgenem, kryoterapii, nebo
imunochemoterapii (izotretinoin, piipadné jeho kombinace s interferonem o).

d) Pagetlv karcinom (Pagetova nemoc). Je to maligni epidermotropni nddor vyvodu

mlécné zlazy nebo vyvodi apokrinnich 714z (extramamarni forma). NejCastéji se manifestuje
jednostrannou ekzematdzni nebo erozivni 1ézi na prsni bradavce a areole. Postupné dochazi
k vtahovani bradavky, pod kterou je mozné nahmatat tuhy infiltrat. Tato 1éze je témét ve
vSech piipadech spojena s intraduktalnim karcinomem prsu. Diagnéza je urCena na zakladé
histologického vySetieni, terapie zahrnuje chirurgickou 1é¢bu s adjuvantni radioterapii.

e) Karcinomy z koznich adnex. PostiZzeny jsou hlavné potni a mazové Zlazy. Celkové

patii mezi velmi vzacné nadory, jejichz diagnéza je urCena na zaklad¢ histologického

vysetieni. Terapie zahrnuje chirurgické odstranéni nadoru.

2) Maligni mezenchymové nadory. V klinické praxi se nejcastéji jedna o fibrosarkom, ktery
Casto a zdhy metastazuje hematogenni cestou. Terapie nadoru je chirurgicka. V souvislosti
s celosvétovym nartistem onemocnéni ziskané imunodeficience (AIDS) se muzeme setkat
s Kaposiho sarkomem. Kaposiho sarkom je nadorové onemocnéni endotelu a hladké
svaloviny cév kiize dolnich koncetin zptsobené lidskym herpesvirem HHV-8. Za normélnich
okolnosti je imunitni systém organismu schopen virovou ndkazu potlacit, a proto se nemoc
projevuje az pii zavazné poruSe imunity. Jeho vyskyt je diagnostickym znakem selhavani
imunitniho systému. V piipadé¢ syndromu ziskané imunodeficience nabyvd onemocnéni
invazivni formy se sklonem ke generalizaci (lymfatické uzliny, travici ustroji, perikard,
dychaci systém). Prognoza je infaustni, 1é¢ebné metody zahrnuji radioterapii, pii diseminaci

nemoci systémovou chemoterapii, ptipadné podavani interferonu.

3) Maligni kozni lymfomy (1). Pfedstavuji izolované postizeni kiize bez prokazatelné¢ho
postizeni jinych organi a tkéni. Vedle lymfomt zazivaciho traktu ptedstavuji druhou
nejcastéj$i extranodalni lokalizaci lymfomu. RozliSujeme primarni (vznikajici v kiizi) a
sekundarni (postizeni kiize v ramci diseminace NHL) kozni lymfomy.

a) Kozni T-lymfomy. NejcastéjSim primadrnim koZnim lymfomem je Mycosis

fungoides, nizce agresivni a zaroven nizce maligni T-lymfom, ktery vychéazi z pomocnych T
lymfocyti (helper — Ty). Onemocnéni probihd v nékolika stadiich, pfi€emz pocatecni
premykoticka stadia probihaji indolentné. Postupné ale dochéazi k infiltraci kize, tvorbé
polokulovitych nadort a viedovych 1ézi. Posledni stadium je pravdépodobné vyrazem

pfemény relativné benigniho procesu na maligni lymfom s vysokym stupném malignity.
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V této fazi jiz dochazi k postiZzeni vnitinich organt. Zvlastni formou je mycosis fungoides
d’emblée, zacinajici pfimo tvorbou nadorti a majici maligni pribéh. Leukemickou formu
onemocnéni s erytrodermii, generalizovanou lymfadenopatii a hepatosplenomegalii
pfedstavuje Sézaryho syndrom. Diagndza nemoci se stanovi na zdklad¢ histologického a
imunohistologického vySetfeni probatorni kozni excize. Terapie zavisi na stadiu nemoci,
v poCateCnim obdobi postacuje 1écba lokalni v podobé aplikace glukokortikoidi a
antiprurigindz. Pozdéji se osvédcila PUV A, ¢ili fotochemoterapie (ozatfeni postizené kize UV
svétlem vinové délky 320 — 400 nm, které¢ provadime za 2 hodiny po piedchozim podéani 9-
metoxypsoralenu), radioterapie a lokalni aplikace retinoidd. Pokrocila stddia nemoci 1é€ime
systétmovou chemoterapii, véetné¢ podavani protilatky antiCD52 (alemtuzumab), piipadné
extrakorporalni fototerapii (fotoforézou).

b) Kozni B-lymfomy. Tvoii raritni skupinu onemocnéni, kde rozliSujeme primarni

kozni folikularni lymfomy a primarni kozni velkobunééné¢ B-lymfomy. Nejhor$i prognozu
maji primarni kozni velkobunééné B-lymfomy dolni koncetiny, které ¢asto relabuji (1). Lécba
spociva v pfipadé kozni lokalizace v radioterapii a chirurgickém vykonu, v pfipadé

diseminace nemoci v systémové chemoterapii.

4) Sekundarni nddory klze (metastazy do ktize). Do kiize mohou metastazovat prakticky
vSechny maligni tumory. Nejcastéji se ale jednd o karcinom prsu, adenokarcinom ledviny
(Grawitziiv tumor) a maligni melanom. Ur€eni primarniho nadoru je pro velmi rtznorody
vzhled metastaz a obtizné histologické hodnoceni zdlouhavé. Terapie spociva v l1écbé

primarniho loziska spolu s chirurgickym odstranénim kozni metastazy.

2.2. Maligni melanom (melanoblastom)

Maligni melanom vznikd neoplastickou proliferaci pigmentotvornych bunck
organizmu. Neuroektodermalni plivod melanocytti vysvétluje vyskyt nadoru v riznych
tkanich. Vedle kozni lokalizace se proto vzacné muzeme setkat také s postizenim oka a
sliznic. V protikladu k ostatnim nadorim kiize, jako je bazaliom nebo spinaliom, se melanom
vyznacuje nebezpecim casného hematogenniho, piipadné lymfogenniho metastazovani.
Ptiblizné 30-70 % vSech piipadl vznika na podklad€ pigmentového névu, zbytek se tvoii de
novo na zdravé kuzi.

Etiologie maligni transformace melanocytd neni dosud plné objasnéna.

Nezpochybnitelnou roli méa genetické dispozice jedince, kdyZ ptiblizné 5-10 % melanomi se



vyskytuje v rodinach s genetickou zatézi pro xeroderma pigmentosum (25). ZvysSeny vyskyt
melanomu je popisovan také v pripadé¢ syndromu dysplastickych névii nebo FAMMM.
Predispozici jsou také velké kongenitalni a mnohocetné dysplastické névy, snizena ¢innost
imunitniho systému a ultrafialové (UV) zéfeni, které plisobi zejména v inicialni fazi nadorové
pfemény. Na vzniku melanomu se pfitom podili zejména UV zafeni ve spektru B (vinova
délka 280-320 nm), které indukuje v kazi tadu patologickych procestt (imunosupresivni
ucinek, vznik volnych kyslikovych radikdlit a postizeni DNA melanocytli). Jako vysoce
rizikovd je hodnocena expozice tomuto zafeni v détském veku., pfiCemz nejvetsi riziko
vzniku melanomu je spojeno s akutni solarni dermatitidou (spdlenim ktZe). Chronicka
expozice UV zafeni se podili na vzniku pouze jednoho typu melanomu, a to lentigo maligna
melanoma. Lidé s fototypem kize I a II (pihy, rySavé vlasy, modré o€i) maji pfitom nejvyssi
pravdépodobnost vzniku kozniho melanomu. Melanom roste ve dvou fazich: horizontalné-
radidlni, kdy se atypické melanocyty §ifi epidermis za vzniku bunécnych klond s riznou
rychlosti rastu a tvorby pigmentu, a vertikdlni, kdy melanomové buiiky pronikaji do koria a

zde se dale mnozi. Do vertikalni faze ptejde v priibé¢hu doby vétSina melanomii.

2.2.1. Formy maligniho melanomu

a) Kozni formy melanomu. Na zdklad¢ klinicko — histologického hodnoceni
rozeznavame (54):

» Povrchové se Sifici melanom .superficial spreading melanoma®“ (SSM).

Ptedstavuje cca 60 — 70 % vSech tumort. Ma nejvys$i zastoupeni v bilé
populaci. Podil UV zafeni na jeho vzniku je rozhodujici. Vyskytuje se kdekoliv
na trupu, hlavé ¢i koncetinach. Obvyklou lokalizaci jsou u muzskych zastupct
horni partie trupu a u zenskych zéastupcti bérce a stehna. Prekurzorem nadoru
muZe byt dysplasticky nebo junkéni névus. Pocatecni drobna a plocha skvrna
postupné roste, ndpadna byva predevSim zména pigmentace, nepravidelné
okraje, svédeéni a nékdy i1 drobné krvéaceni. Po urcité dobe ptivodné horizontalni
rust tumoru prechdzi v rust vertikalni. Vznikd zanétlivy lem, v bezprostfednim
okoli nadoru se tvofi drobné uzliky (noduly). V této dob¢ jiz nador vétSinou
metastazuje, a to nejdiive do podkozi mezi primarni lozisko a regionalni
lymfatické uzliny, pozdé¢ji do vzdalenych lymfatickych uzlin, kiize, mozku,

plic a gastrointestinalniho traktu (GIT) — zejména tenkého stfeva.



» Lentigo maligna melanom (LMM). Vznikd na podklad¢ prekancerozy

melanosis circumscripta praecancerosa Dubreilh (Hutchinsonova skvrna).
Ptedstavuje 5 — 10 % vSech tumorii. Nejcastéji se vyskytuje v oblasti hlavy a
krku u starSich lidi. Charakter riistu nddoru neni agresivni, nebezpeci spociva
zejména v moznosti rychlé pfemény v invazivni formu maligniho melanomu.

» Nodularni melanom (NMM). Predstavuje 15 — 25 % vSech tumort. Vyznacuje

se velmi nepfiznivou prognoézou pro svij okamzity vertikdlni rist a brzké
zakladani metastdz. Nebezpecna je zejména amelanotickd varianta nadoru,
pokladand mnohdy za onychomykozu.

» Akrolentiginézni melanom (ALM). Predstavuje zradny typ melanomu, ktery je

Castym zdrojem diagnostickych omyli pro svou neobvyklou lokalizaci (mista
bez vlasovych folikulti — subungvalné, dlan¢ rukou, plosky nohou). Nador
¢asné metastazuje, proto je povazovan za nejrizikovéjsi ze vSech.

b) Slizni¢ni formy melanomu. Vyskytuji se raritng, tvoii necelé 1% vSech melanomd.

Na jejich vzniku se nepodili UV zatfeni. Charakteristickymi lokalizacemi tohoto tumoru jsou
dutina Gstni, dutina nosni, paranazalni dutiny, perianalni a vaginalni oblast. Pro svou pozdni
diagnézu maji vétsinou velmi Spatnou progndzu.

c¢) Okuldrni formy melanomu. Jedné se o nejcastéjsi nitroocni nadory dospélych lidi.

Podle piivodu rozliSujeme melanom cévnatky, melanom fasnatého télesa a melanom duhovky.
Diagnéza nadoru je nastésti vzhledem k ¢asnym zrakovym obtizim pacienta zpravidla velmi

rychlé. Terapie je chirurgickd, dlouhodoba prognoza nejista.

2.2.2. Diagnostika a staging

Zékladem diagnozy onemocnéni je vzdy klinické vySetfeni. V tomto piipadé nejsou
obvykle nutna specialni vySetfeni, nebot’ se jednd o tumor pln¢ vySetfitelny zrakem a
rozhodujici je tak zejména klinickd zkuSenost. Pro vysloveni klinického podezieni na kozni
maligni melanom bylo stanoveno pravidlo ABCDE, které charakterizuje suspektni kozni
nalezy na zaklad¢ 5 ukazateli. Asymetrie znamend nepravidelny tvar nalezu, borderline
nepravidelné cipaté okraje se zarezy a vyb&zky, colour znamena zmeénu barvy jako
z€ervenani, ztmavnuti, nepravidelné rozmisténi pigmentu, diameter je primér loziska nad 5
mm s trvalou tendenci ke zvétSovani a elevace riist tumoru nad uroveir kize. Cim veétsi
mnozstvi ukazatelli je pozitivnich, tim vétsi je pravdépodobnost, Ze se jednd o maligni

melanom. Nanestésti malokdy jsou splnéna vSechna kritéria, n€kdy dokonce neplati Zadné.
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Suspektni 1éze by méla byt vzdy vySetfena dermatoskopicky. Pro diagnézu je rozhodujici
histologické vysetieni doplnéné o imunohistochemické barveni na monoklonalni protilatku
HMB 45 a protein S100 (40). Samoziejmosti je palpacni vySetfeni regiondlnich lymfatickych
uzlin, doplnéné o ultrasonografii. Skryté uzliny ozfejmuje vedle ultrasonografie také
pocitacova tomografie, piipadné pozitronova emisni tomografie. Pfi diseminaci nadoru
nasleduje podrobnéjsi vysetieni s cilem nalezu vzdalenych metastaz (54).

Staging nadoru se stanovi na zdklad¢€ kritérii klasifikace TNM (v soucasnosti plati
Sest¢ vydani TNM klasifikace zroku 2004). Raritou je stanoveni kategorie T (velikost
tumoru) az po odstranéni primarniho nddoru podle histopatologickych kritérii, tedy pT
(histopatologické $ife tumoru). Hodnocena je hloubka invaze tumoru podle histologickych
vrstev kiize zavedena Clarkem. Okularnim mikroskopem zjistujeme tloustku a $ifi nadoru
v milimetrech dle Breslowa. Vysledek je vyznamnym prognostickym faktorem. Nadory

zasahujici do hloubky vyssi nez 4 mm patii mezi vysoce rizikové.

2.2.3. Terapeutické moznosti

a) Chirurgické 1écba. V soucasnosti piedstavuje jedinou kurativni lé€ebnou metodu

v podobé excize loziska s dostatenym lemem okolni zdravé tkané. Zakrokem nesmi dojit
k devastaci postizené oblasti. Podle tloustky nadoru, kterou ale zjistime az histologicky, jsou
doporuceny ruzné Sitky tzv. ochrannych lemu. ProtoZze klinicky miZeme tloustku nadoru
odhadnout pouze velmi nepfesné¢ a potiebnou informaci ziskame az po jeho vynéti, ¢asto je
strany operacniho fezu. Celd strategie ochrannych leml vychazi z ptedstavy, Zze nadorové
buiiky nemusi byt pfitomny pouze v klinicky viditelném vlastnim nadoru, ale mohou se
samostatné nebo ve skupinkach vyskytovat vjeho tésném okoli (41). Chirurgicka 1écba
zahrnuje také odstranéni postizenych regiondlnich lymfatickych uzlin metodou disekce
pfislusné regionalni oblasti. Velkym pfinosem se stala sentinelova lymfadenektomie (sentinel
node biopsy), kteréd jako diagnosticka operace slouzi v ramci ¢asné detekce mikrometastaz do
spadové strazni uzliny u melanomu s nodularitou a pti vertikalni invazi tumoru nad 1,0 mm.
Je — 11 strazni uzlina postizena, je vhodné odstranit také ostatni uzliny standardni disekci.
Velkym problémem uzlinové disekce je moznost vzniku lymfatického otoku postizené oblasti
(zpravidla koncetiny). Pfi absenci nadorovych buné€k je uzlinové postizeni spadové oblasti
nepravdépodobné. Kryochirurgie se uplatiiuje pouze jako paliativni metoda pii celkové

progresi onemocnéni v 1€¢bé krvacejicich koZnich metastaz.
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b) Radioterapie. Nasla své uplatnéni v 1é€bé pokrocilych stadii nemoci, a to pii

ovlivnéni symptomatickych vzdalenych metastaz. Pti postizeni mékkych tkani se s vyhodou
pouziva rezim hypofrakcionace, ptipadné 1ze pouZit ozareni rychlymi elektrony. Své indikace

ma 1 paliativni a analgeticka radioterapie.

c) Imunoterapie. Uplatiuje se predev§im jako adjuvantni 1é¢ba naddoru po dobu 1-2
rokii u rizikovéjSich pacientli ve stadiu IIb a III. Spociva v podavani podkoznich injekci
interferonu a. Intralezionalni imunoterapii se oznacuje aplikace imunoterapeuticky plsobici
latky (interferon o, interleukin 2) pfimo do kozni nebo podkozni metastazy. V rdmci
klinickych studii probihaji zkouSky fady vakcin (DNA vakciny, anti — idiotypové vakciny aj.),
kdyz hlavnim cilem je stimulace imunitni odpovédi organizmu na maligni melanom, kterému
je pfisuzovana mezi nadory neobvykle vysoka imunogenita.

d) Hormonalni 1écba. V soucasnosti je stale predmétem klinického zkouSeni.

Nadéjnym se jevi pfedevsim nalez hormonalnich receptorti na buiikdch melanomu.

2.2.4. Chemoterapie

Nepatii mezi standardni 1écebné metody maligniho melanomu. V soucasné dob¢ neni
znama ucinna latka, kterd by jednoznacné zlepSovala prognozu pacientii. Zlatym standardem
cytostatické¢ 1é€by u pacientli s malignim melanomem v pokrocilém stadiu je dakarbazin.
Nicméné dosazena lécebnd odpovéd’ se pohybuje maximalné kolem 15 — 20 %, tedy na
hranici pouzitelnosti. VysSich 1écebnych odpovédi se snazime dosdhnout kombinovanymi
rezimy. Od adjuvantniho podavani chemoterapie se upousti (jako jedina smysluplna
adjuvantni 1écba melanomu v soucasnosti se jevi terapie vysokoddvkovanym interferonem a),
zvazovana je paliativni chemoterapie pfi diseminovaném onemocnéni. Nejcastéji pouzivané
rezimy jsou: BHD (BCNU, hydroxyurea, dakarbazin), BOLD (bleomycin, vinkristin,
lomustin, dakarbazin), CVD (cisplatina, vinblastin, dakarbazin), CBDT (cisplatina, BCNU,
dakarbazin, tamoxifen) (54).
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2.3. Biologie melanomu

Melanom je komplexni nadorové onemocnéni, které vznika maligni transformaci
pigment-produkujicich buné€k melanocytii. Tento proces je velmi komplikovany a kromé
mnoha zndmych i neznamych mechanismi v ném hraje vyznamnou ulohu i dédi¢nost.
Familiarni melanomy tvofti asi 8 - 12 % vSech identifikovanych ptipadii melanomu a v jejich
genetickém podtextu hraji Glohu mutace v riznych genech, jakymi jsou napf. inhibitor

bundéného cyklu pl6™

, cyklin dependentni kindza 4 (CDK4), s G proteinem spjaty
receptor MCIR a dalsi. I pfes vyznamnou roli, kterou zdédéné mutace hraji pfi vzniku a
rozvoji maligniho melanomu, jejich analyzy spojené s epidemiologickymi studiemi naznacily,
ze pro vznik a rozvoj tohoto nddorového onemocnéni, a to zejména jeho sporadické formy,
jsou nutné mutace v dal§ich genech. V soucasné dob¢ je znamo mnoho gend, jejichz mutace
¢i defektni exprese charakterizuje maligni melanocyty. Ne&které ztéchto gend tvofi
komponenty obecné znamych signalnich drah, jiné maji samostatny ¢i nejasny status a jejich
zapojeni do bunécné signalizace v ramci stadvajicich modeli ¢eka na objasnéni. V Tab. 2-3
jsou shrnuty vybrané geny a jejich poskozeni u maligniho melanomu. V nasledujicim kratkém

ptehledu jsou dale stru¢né vysvétleny nejprozkoumanéjsi deregulované signalni drahy tohoto

nadorového onemocnéni.

2.3.1. Signalni draha mitogeny aktivovanych proteinovych kindz (Ras/Raf/MEK/ERK)

Signalni draha zahrnujici Ras/Raf/MEK/ERK reguluje buné¢ny cyklus a osud bun¢k
transdukci signall z receptorovych tyrosinovych kinéz (RTK), cytokinti a heterotrimerickych
s G-proteinem spjatych receptorti (95). V bunécnych liniich melanocytti jsou proliferace,
diferenciace a pfezivani velmi striktn€ regulovany a vyzaduji synergistickou parakrinni
stimulaci rtstovymi faktory. Tyto rustové faktory zahrnuji napt. faktor kmenovych bunék
(SCF), rtstovy faktor pro fibroblasty (FGF) a rastovy faktor pro hepatocyty (HGF) (11), ale
individudlné tyto faktory vyvolavaji pouze slabou ¢i prechodnou aktivaci ERK, coz vede
k velmi nevyraznému mitogennimu uc¢inku. TakZe pro stimulaci proliferace melanocyt
prostfednictvim ERK je nutnd simultdnni pfitomnost nckolika faktord (110). Tato draha
ostatn¢ patii ke kliCovym regulacnim mechanismim i u melanomovych buné¢k, protoze ERK
dle dostupnych informaci byva hyperaktivovana az u 90 % vSech melanomu (17). Aktivace
ERK u melanomi muze byt zplsobena nékolika pfi¢inami, pficemz castéji to byva
prostiednictvim mutaci v Nras genu, ktery je mutovan asi u 15-30 % melanomi (18).
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Nejcastéji mutovanou molekulou této signalni drahy je Braf — jeden ze tfi lidskych genti Raf
(dalsi jsou Araf a Craf). Braf je mutovan u 50-70 % vSech melanomt (18). BRAF stimuluje
konstitutivni signalizaci ERK, kterd vede k zesilené proliferaci a pfeZivani buné€k, coZ vytvaii
pfedpoklady k riistu a expanzi nddoru (29). BRAF také pfispiva k neoangiogenezi, a to
prostiednictvim stimulace sekrece autokrinniho vaskularniho endotelidlniho rastového faktoru
(VEGF) (92). Béhem poslednich let bylo identifikovano 1 nékolik genti, které jsou
transkripéné regulovany prostrednictvim BRAF; tyto mimo jiné zahrnuji transkripéni faktory
— s mikrooftalmii asociovany transkripéni faktor MITF (109), regulatory bunécného cyklu —

6INK4a

cyklin D1 a pl (10, 67), matrixovou metaloproteinadzu-1 (44) a dalsi.

2.3.2. Signalni draha Ras-ERK a fosfatidylinositol-3-kinazy

Jinou nov¢ se objevujici signalni drahou, kterd pravdépodobné hraje vyznamnou ulohu
pii  rozvoji maligntho melanomu je drdha fosfatidylinositol-3-kinazy (PI(3)K).
Fosfatidylinositoly jsou membranové lipidy, které se pieménuji ve druhé posly
prostfednictvim hyperfosforylace jednou rodinou PI(3) kinaz (93). Tito druzi poslové aktivuji
celou fadu downstream efektorovych signalnich drah, pficemZ signalizace je ukoncena
lipidovou fosfatdzou PTEN (fosfatazovy a tenzinovy homolog). Cela tato signalizace reguluje
bunétné prezivani, proliferaci, riist a motilitu a u velké ¢asti melanomt je hyperaktivovana.
Dtivodem této hyperaktivace jsou mutace v PI(3)K (cca 3% vyskyt u melanomt) (73), ztrata
funkce PTEN (cca 5-20% vyskyt u pokro¢ilych melanomit) (112) a zvySend exprese PI(3)K
efektorové proteinové kinazy B (PKB) — AKT (cca 60% vyskyt u melanomtt) (98).

Experimentalni studie na kulturach melanomovych bunék in vitro naznacuji, ze
k inhibici rGstu melanomu je nutno inaktivovat jak ERK tak PI(3)K signalizaci (96). Je
pozoruhodné, Ze u melanomu se mutace v Nras a Braf vzijemné vylucuji stejné tak jako
mutace v Nras a Pten, ale mutace v Braf a Pten se vyskytuji spolecné az ve 20 % ptipada
(103). Epistaticky vztah mezi obéma geny nebyl sice prokazan, ale tyto vzajemné vztahy mezi
mutacemi koresponduji se soucasnym stavem naSich védomosti ohledn¢ fungovani a regulace

této signalni drahy.

2.3.3. Signalizace Mitf

MITF je transkripéni faktor, ktery je povaZovan za kliCovy regulator v biologii

melanocytil, protoZe reguluje expresi melanogennich proteint jakymi jsou napf. tyrosinazy,
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stiibrny homolog (GP100) a s melanomem asociovany antigen rozpoznavany T buiikami-1
(MART-1 také znamy jako melan-A) (58). MITF vsak také reguluje pfezivani melanoblastl a
jejich liniovou determinaci a je povazovan za klicovou molekulu melanomu. Je totiz
exprimovan ve vétsin¢ klinicky diagnostikovanych melanom@i a jeho cilové geny tvofi
zakladni diagnostické markery tohoto onemocnéni. Kromé toho udrzuje i vysokou uroven
proliferace a prezivani malignich melanocytt (58).

Nedavno opublikované prace naznacily moZnost spoluprace Mitf s Braf pii
transformaci melanocytli (26), coz by znamenalo, ze Mitf mize fungovat jako pro linie
specificky ,,ndvykovy onkogen®, a to patrn¢ proto, ze umoznuje buitkdm ptezivat a podporuje
jejich proliferaci (26).

U urcité ¢asti malignich melanomd, které nesou mutaci v Braf (cca 10-16 %), mlze
byt Mitf amplifikovan. I kdyz amplifikace samotného genu muize dosdhnout 10ti az 100
nasobné vyse, hladiny proteinu MITF jsou oproti buitkdm s neamplifikovanym genem pouze
1,5 ndsobné coz znamena, ze koncentrace proteinu MITF jsou velmi striktné regulovany, a to

v uzkém rozmezi (26).

2.3.4. Signalni draha Wnt/p-katenin

Beta katenin predstavuje centrdlni molekulu Wnt (wingless) signalni transdukcni
drahy, ktera hraje vyznamnou ulohu pfi vzniku a rozvoji tumorigeneze. Intraceluldrni
koncentrace B-kateninu jsou striktné regulovany multiproteinovym komplexem skladajicim se
z APC (adenomatous polyposis coli) tumor supresorového proteinu, axinu a dalSich (8).
V nepfitomnosti signdlu Wnt, tento komplex fosforyluje B-katenin, ktery je pak nasledné
degradovan prostfednictvim ubikvitin-proteasomové drahy (78).

Onkogenni aktivace f-kateninu byla demonstrovdna u vyznamného poctu
melanomovych linii (23 %) (84), i kdyz mutace v B-kateninu jsou u primarniho melanomu
vzacné (74). Na druhou stranu téméf jedna tretina vySetfovanych vzork primarnich
melanoml vykazovala zvySenou nukledrni akumulaci [-kateninu (82). Pokrocilé a
metastazujici melanomy obsahuji zvySené mnozstvi B-kateninu v cytoplazmé i v jadfe bun€k

a soucasn¢ vykazuji zvysenou, na TCF/LEF zévislou transkripci (71).
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2.3.5. Signalni draha bunécné smrti - apoptozy

Programovana bunénd smrt — apoptéza piedstavuje evoluéné konzervovany
mechanismus, ktery slouzi kregulaci poctu funkénich buné€k v mnohobunécnych
organismech. Na zakladé¢ dlouholetych studii jsou dnes zndmy mnohé podrobnosti o
jednotlivych proapoptotickych 1 antiapoptotickych medidtorech v eukaryontni buiice a jejich
organizaci a regulaci v ramci signalnich drah a jednotlivych kompartmentii. Klasicky dnes
rozpoznavame dv¢ zakladni (kanonické) drahy aktivace apoptdzy; vnéjsi, kterd postupuje pies
vnéjsi receptory (4) a vnitini, kterd zahrnuje napt. poSkozeni DNA s néslednou aktivaci genu
tpS3 (94). Ob¢ drahy neexistuji oddélené, ale jsou prostiednictvim mnoha mediatora
propojeny (48) a ob¢ také vedou k mitochondriim jako k Gstfednimu bunéénému
kompartmentu, ktery je v tomto piipadé odpovédny za aktivaci exekucni faze apoptdzy (55).
Detailni popis celého procesu apoptozy jde nad ramec teoretického tvodu této prace,
podrobnosti 1ze nalézt v mnoha literdrnich zdrojich, z nichZ jsou nékteré zminény na tomto
misté (3, 21, 36, 102, 117).

V bunikach malignich nadori je obecné schopnost aktivovat apoptdzu potlacena, a to
prostiednictvim mnoha rtiznych mechanismtl. Casto se jedna o velmi asny jev, v piipadé
lidského melanomu je mozno zaznamenat zmény v expresi antiapoptotického proteinu BCL-2
jiz u benignich melanocytickych proliferaci (14). Mnozstvi experimentéalnich studii prokazalo,
ze u melanomu dochézi k zménam jak ve vnéjsi tak ve vnitini draze apoptdzy (31).

U vnéjsi drahy aktivace apoptdzy dochazi u bunék melanomu k chybné signalizaci
mezi smrticimi receptory a jejich efektory, pficemz exprese téchto receptorit byva potlacena
nebo piimo inhibovéna. Jako ptiklad mlze poslouzit zvySena aktivita nukledrniho faktoru
kappa B (NF-kB), ktery transkripéné potlacuje apoptézu vyvolanou tumor nekrotizujicim
faktorem alfa (TNFa) (49). Také zmény v expresi a aktivité Fas receptoru jsou u melanomt
Casté. Mutace ve smrtici doméné Fas receptoru se vyskytuji asi u 7 % vSech melanomu a
vedou ke tvorbé mutovaného proteinu, ktery neni schopen interagovat s kaspdzou-8 a
aktivovat hlavni exekucni enzym kaspazu-3. U melanomli se jeSte¢ castéji vyskytuje
transkripcni potlaceni exprese receptoru Fas, které miZe souviset i s vyssi aktivitou NF-xB
(49).

U vnitini drahy aktivace apoptézy dochazi v ptipadé melanomu ke zvySeni exprese
nckterych antiapoptotickych proteinii jakymi jsou napf. vySe zminény protein Bcl-2 (90) ¢i
inhibitory apoptoézy zahrnujici survivin, livin, c-IAP, XIAP a MCL-1 (12). Oproti tomu
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nékteré propoptotické molekuly jako napt. BAX ¢i APAF-1 jsou u melanomu inhibovany ¢i

uplné odstranény (97, 100). Samostatnou kapitolou je pak gen tp53. Tento gen je u melanomu

mutovan relativné sporadicky (cca 10 % piipadil), ale jeho funkce a spravna signalizace celé,

na ném zavislé kaskady jsou €asto u melanomu poskozeny (88). V soucasné dobé neni dosud

jasné, pro¢ srozvojem melanomu stoupd v jeho bunkéach hladina proteinu p53. Jednim

v v I v , INK4 r o . ’
z moznych vysvétleni je delece ¢&i ztrata exprese genu pl6é ., ktera doprovazi maligni

transformaci melanocytl a je nutnym piredpokladem k piekonani jejich senescence. Soucasné

se stoupajici hladinou p53 stoupa i1 koncentrace p53 regulujicicho proteinu MDM-2. Na druhé

stran¢ klesd exprese genli Bax a Puma, které jsou genem p53 transaktivovany (13). Piehled

zmén v expresi proteini v na p53 zavislé signaliza¢ni draze béhem progrese melanomu je

schematicky znazornén na Obr. 2-3.

Gen

tp53
Mdm-2

14ARF

p
p16NK4a

Cile
p21
Bax

Puma

Apaf-1

Melanocyt

Stadium
Nevus Primarni
melanom

Mozny

mechanismus

Metastaticky
melanom

E———
———

I ————

ﬁ——

Neznamy
Akt3/p53
Delece

Mutace
Metylace

p53
p53
Neznamy

Delece
Metylace

Obr. 2-3 Schématické znazornéni ucasti molekul tp53 zavislé signalni drahy v riznych stadiich vyvoje

melanomu. Upraveno dle (13).
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2.3.6. Ostatni signalni drahy a molekuly

Proteiny tepelného Soku (HSPs) patii mezi vyznamné bunécéné chaperony, které plni
ochrannou a regulujici ulohu, a to zejména ve stresovych situacich. Tyto proteiny jsou na
zakladé své molekulové hmotnosti rozdéleny do péti skupin, pficemz kazda z nich zahrnuje
nekolik zastupct plnicich identifikované nebo dosud ne zcela pochopené ulohy (69). HSP90
patii mezi nejvice exprimované chaperony, které udrzuji stabilitu a funkci mnoha bunéénych
proteint. Protoze u néddorovych bun¢k byva mnoho proteint, které jsou regulovany HSP90,
zménéno, nasledné stoupa také exprese vlastniho chaperonu, coz je pifipad maligniho
melanomu (104). Vzhledem k vysoké expresi, a to v€etné povrchu melanomovych bun¢k,
piestavuje dnes HSP90 atraktivni cil cilené terapie melanomu at’ uz v pfimé podob¢ nebo

prostiednictvim specifickych vakcin (28).

TYP GENU Gen Frekvence genetické zmény/typ u
melanomu

Onkogeny Braf 50-70 % mutace
Nras 15-30 % mutace
Akt3 Zvysena exprese

Tumor supresorove Cdkn2A 30-70 % delece, mutace ¢i vyfazeni z funkce
Pten 5-20 % delece ¢i mutace
Apaf-1 40 % vyrtazeni z funkce
tpS3 10 % ztrata ¢i mutace

Jiné Cyklin D1 6-44 % amplifikace
Mitf 10 -16 % amplifikace

Tab. 2-3 Vybrané geny a jejich poskozeni u maligniho melanomu

2.4. Topoisomerazy a jejich role v butice

Topoisomerazy (piesnéji DNA topoisomerazy) jsou jaderné enzymy poprvé popsané
v ramci enzymatické aktivity bakterie Escherichia coli v roce 1971. Jejich zakladni funkei je
vytvotfeni prechodnych zlomi v molekule DNA, aniz by doSlo ke zméné jeji chemickeé
struktury (38). Jinymi slovy umoznuji ménit tzv. terciarni strukturu (supercoiling) DNA, a to

bez vlivu na sekundérni a primarni strukturu.
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Nejbéznéjsi systém klasifikace DNA topoisomeraz je zalozen na mechanizmu jejich
ucinku. RozliSujeme dva zakladni typy téchto enzymti.

Enzymy typu I (zahrnuji topoisomerazy 1 a III) se vazi na dvousSroubovici DNA a

vytvareji na ni jednovldknové zlomy. Poté zlstavaji kovalentné navazané na 5" konci zlomu
(podrodina TA) ¢i na 3" konci zlomu (podrodina IB). Uplatiiuji se v syntetické fazi (S faze)
bunécného cyklu, kdy rozpojenim jednoho fetézce molekuly DNA uvolni nadmérny tlak
vznikajici tvorbou replikaéni vidlice a posléze pieruseny fetdzec opét spoji. Casové omezené
preruseni fetézce DNA umozni zahajeni replikace. Topoizomerdzy typu I existuji pouze
v monomerni podobé a katalyzu vykonavaji bez potfeby ATP. Vedle katalytické aktivity se
topoizomerazy typu I asociuji také s chromozomy, kde se mohou ucastnit jejich funkcni
organizace a regulace (107).

Enzymy typu Il (zahrnuji topoisomerazy Ila a IIB) se vazi na dvouSroubovici DNA a

vytvareji na ni oboustranné zlomy. Poté zlstavaji kovalentné navazané na 5" konci zlomu
(46). Soucasné odpovidaji za opétovné spojeni preruSenych fetézcli a umoziuji tak separaci
chromozomu v mitotické fazi (M faze) bunééného cyklu. Topoizomerazy typu II existuji v
homodimerické nebo heterodimerické formé a jejich aktivita je zavisla na ATP. Vysledky
nékterych experimentalnich praci naznacuji moZnou aktivitu enzymi této skupiny
v postreplika¢nich stadiich bunééného cyklu, coz by naznacovalo, ze mohou mit i strukturni
roli (114).

DNA topoisomerazy byly identifikovany v eukaryontnich i prokaryontnich bunkach.
U clovéka bylo prokazéano celkem pét variant téchto enzymi — topoisomeraza I, Ila, 1B, Illo a
IIIB. VSechny ovliviiuji topologii DNA (tj. brani pfekrouceni dvousroubovice DNA, zlomu
v fetézci a ztrat¢ funkce DNA), ovSem pouze tii z nich (topoisomeraza I, Ila a 1IB) jsou
relevantni v 1é¢bé nadorovych onemocnéni (85). Zablokovanim jejich ¢innosti nedojde ke

spojeni vzniklych zlom v DNA a postizena bunika umira.

2.5. Inhibitory topoisomeréaz'

Inhibitory topoisomerazy I zahrnuji kamptotecin s derivaty (topotekan, irinotekan) a

jejich analoga. Nové jsou do této skupiny zatazovany také né€které dal$i chemicky odlisné

latky (napf. protobereberinové alkaloidy a naftochinony) (6, 20).

' Z hlediska novéjiiho pohledu se latky interagujici s topoisomerazami Ilo. déli na topoisomerazové jedy
(poisons), které mimo jiné zvySuji hladiny komplexl topoisomerazy a DNA a kam patii vétSina klinicky
pouzivanych 1é¢iv této kategorie napf. etoposid a topoisomerazové inhibitory, které hladiny vySe zminénych
komplexi nezvysuji a kam patii novéji vyvijena léciva skupiny bisdioxopiperazini jako napt. ICRF-159.
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Kamptotecin. Je to quinolinovy alkaloid izolovany =z klry asijského stromu
Camptotheca accuminata (Nyssaceae). V roce 1996 schvalil americky FDA pouziti derivati
kamptotecinu (topotekan — Hycamtin®, irinotekan HCI — Camptosar®) pro klinickou praxi.
Uplatnéni tyto derivaty nasly v 1€cbé ovaridlniho karcinomu a metastazujiciho kolorektalniho
karcinomu. Pouziti kamptotecinu a jeho derivati v 1é¢bé maligniho melanomu je dosud ve

stadiu klinickych studii.

Obr. 2-4A Strukturni vzorec kamptotecinu

Utinnost inhibitorti topoisomerazy I je vazana na koncentraci tohoto enzymu v cilové
nadorové tkani. Nizké koncentrace topoizomerazy I aktivitu inhibitorti snizuji, ale nevylucuji.
Ptic¢inou je proapoptoticky Uc¢inek téchto latek pomoci aktivace proteinu p53, dale serinovych
proteaz a endonukledz.

Topotekan. Je to polosynteticky derivat kamptotecinu pouzivany ve formeé
hydrochloridu. Po nitroZilnim podani se ¢aste€né vaze na plazmatické proteiny (cca 35 %),
jeho distribuce mezi plazmou a krevnimi elementy je homogenni. Metabolizuje se velmi
rychle hydrolyzou laktonového kruhu za vzniku hydroxykyseliny s otevienym kruhem.
Vylucuje se prevazné moci, jednak ve formé metabolitl, jednak v nezménéné formé. Polocas
vyluCovani je 2-3 hodiny (99). Indikaci pro pouziti topotekanu je ovarialni karcinom
rezistentni na podavani cisplatiny. Pro své synergistické ucinky s etoposidem a cisplatinou je
ptedpokladéno jeho dalSi vyuziti v klinické onkologii. Primérna davka je 1.5 mg/m?*/den
v pétidennim cyklu. Nejvaznéjsim vedlejSim ucinkem je myelotoxicita.

Irinotekan. Je to polosynteticky derivat kamptotecinu. V organizmu prodélava rychlou
metabolickou pfeménu v jatrech a gastrointestinalnim traktu. Plisobenim karboxyesterazy je
konvertovan na aktivni metabolit 7-ethyl-10-hydroxykamptotecin (SN 38), ktery mé az o
2 tady vyssi protinddorovou ucinnost. Z tohoto hlediska se irinotekan jevi jako prolécivo.
Vylucuje se ledvinami, proces je tiifazovy s polocasy 12 minut, 2,5 hodiny a 14,2 hodiny.
Vysoké koncentrace byly nalezeny také v potu, ve slindch a v pleuralni tekutin€. Kineticky
profil irinotekanu neni zavisly na davce (99). Indikaci pro pouziti irinotekanu je metastazujici
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kolorektéalni karcinom rezistentni na 1écbu 5-flourouracilem. Alternativné je pouzivan v 1€cbé
bronchogenniho karcinomu, karcinomu prsu, ovaria a délozniho hrdla. Kombinuje se c¢asto
s etoposidem, cisplatinou a mitomycinem C. Primérna davka je 300 — 350 mg/m? v infuzi
(30-90 minut) kazdé 3 tydny. Z nezadoucich ucinkli je nepiijemny ptfedevSim cholinergni
syndrom s profuznim pocenim, prijmem, bfiSni kolikou, slinénim a slzenim. B&zna je

neutropenie v krevnim obrazu a alopecie.

Inhibitory topoisomerdzy Il tvoii chemicky velmi heterogenni skupinu latek. Nékteré

stabilizuji komplex kovalentné¢ navézané topoizomerdzy II na molekulu DNA (derivaty
podophyllotoxinu etoposid, teniposid a etoposid fosfat), jiné interferuji s jakymkoli jinym
krokem celého katalytického cyklu (cytostatikum aklarubicin, kardioprotektivum ICRF-187,
modulac¢ni faktor novobiocin) (57).

Podophyllotoxin je pfirodni lignin izolovany zrhizomid a kofenii asijské rostliny

Podophyllum emodi Wall. (Berberiaceae).

Protinadorovy ucinek derivati podophyllotoxinu je podminén udrZenim jejich G€inné
koncentrace v krvi po dobu nejméné 3-5 dnti. Timto zptisobem je vysvétlovana vyssi ucinnost
v pfipadé¢ opakovaného podavani niz§i davky ve srovnani s jednordzovou aplikaci vysoké
davky.

Etoposid. Je to polosynteticky derivat podophyllotoxinu, ktery se od své matetské
slouc¢eniny 1i§i mechanizmem protinddorového ucinku. V klinické praxi je uz od roku 1971,
pficemz spektrum jeho pouziti je velmi Siroké. Ma synergni UCinky s cisplatinou a
cytarabinem. Po nitrozilnim podédni se vaze na bilkoviny krevni plazmy, ale jeho distribuce
v jednotlivych organech je znacn€ nerovnomérna. Pronika také do pleuralni dutiny, byl zjiStén
ve slindch, jatrech, ledvinach, ve slezing, délozni svaloviné a mozkové tkani. Ktivka exkrece
z plazmy je dvoufazova, polocasy jsou 30-40 minut a 100-120 minut. Metabolizuje se na
hydroxykyselinu, ktera je farmakologicky neaktivni. Dal§i metabolity zahrnuji glukuronid a
konjugaty sulfatu. VyluCuje se prevazné jatry (cca 65-70 %), glukuronidy se vyluuji
ledvinami. Clearence etoposidu koreluje s clearence kreatininu (99). Velkou vyhodu tvofi
moznost perordlni aplikace etoposidu (dobrd resorpce z trdviciho traktu, maximalni
plazmatické hladiny je dosazeno béhem 2 hodin po podani), nevyhodou jsou naopak cetné

nezadouci u€inky v podob¢ utlumu krvetvorby, alopecie a mukozitidy.
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Obr. 2-4B Strukturni vzorec etoposidu

Hlavnimi indikacemi podani jsou nékteré druhy akutnich leukemii, NHL a fada solidnich
nadort (bronchogenni karcinom, testikularni nddory, nddory ovaria, sarkomy mekkych tkani).
Primérnd déavka je 100-120 mg/m?/den po dobu 3-5 dntli, perordlni davky jsou cca
dvojnasobné. Ve vyssich davkach se pouziva jako soucast piedtransplantacnich programt.

Teniposid. Je to polosynteticky derivat podophyllotoxinu. Snadno pronika
hematoencefalickou bariérou, vylucuje se jatry, Caste¢n¢ ledvinami. Terminalni polocas je
21 hodin. Pro zna¢nou variabilitu resorpce je jedinou aplikacni cestou nitrozilni podani
v infuzi (primérnd davka je 30 mg/m? po dobu 5 dnil) (99). Spektrum jeho pouziti zahrnuje
myelomonocytarni leukemii, maligni lymfomy, bronchogenni karcinom, karcinom délozniho
hrdla a moc¢ového méchyfte.

Etoposid fosfat. Je to hydrosolubilni derivat etoposidu, ktery se po nitroZilnim podani

méni rychle a kompletné defosforylaci v plazmé na biologicky aktivni etoposid.
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. CILE PRACE

U vybranych modelovych linii melanomu ovéfit expresi topoisomerazy I a topoisomerazy

Ila.

Ve vybraném modelu lidskych melanomovych bunék s nemutovanym genem tp53 ovéfit
cytotoxicitu a antiproliferani aktivitu inhibitorG topoisomerazy I (kamptotecin) a

topoisomerazy Ila (etoposid).

Studovat bunécnou odpovéd’ na vyse zminéné cytotoxické latky ve smyslu navozeni

poskozeni DNA a aktivace specifické signalizacni drahy (DNA-damage pathway).

Ovétit tlohu genu tp53 pii bunééné odpovédi melanomovych bun€k na inhibitory

topoisomeraz.

Monitorovat moznou aktivaci tzv. alternativnich stresovych signalnich drah u

melanomovych bunék po pouZiti inhibitorti topoisomeraz.

Zaméfit se a podrobnéji popsat mechanizmy aktivace apoptdézy u melanomovych bunck

vystavenych inhibitorim topoisomeraz, a to zejména s ptihlédnutim k tiloze mitochondrii.
Porovnat u€innost cytotoxického pulsobeni inhibitorii topoisomerdz u melanomovych

bun¢k lisicich se stavem genu tp53 — nemutovany (wild-type) a mutovany (mutated) a

zhodnotit Gi¢innost simultanni inhibice topoisomerazy I a [lo v tomto bunécném modelu.
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4. METODIKY

4.1. Chemikalie a reagencie

BRISTOL MEYERS SQUIB: Etoposid (Vepesid inj.)

SIGMA-ALDRICH: Kamptotecin; fenolova Cerven; 4°, 6-diamidino-2-fenylindol (DAPI);
Triton X dimetylsulfoxid  (DMSO); 3-[(3-cholamidopropyl)dimetylamonio]-1-

propanesulfonova kyselina (CHAPS); ditiotreitol (DTT); propidium jodid; f-aktin; Coomassie
Brilliant Blue; bovinni sérovy albumin (BSA); Dulbekovo modifikované Eaglovo médium
(DMEM); neutralni cerven; paraformaldehyd; ribonukleaza A; cyklosporin A; 2°-7'-
dichlorodihydrofluorescein diacetat; N-acetylcystein (NAC); specificky inhibitor c-Jun N
kinadzy SP600125, trypanova modi; bromodeoxyuridin (BrdU); etidium bromid
BOEHRINGER MANNHEIM-ROCHE: 5-(2,4-disulfonatofenyl)-3-(4-jodfenyl)-2-(4-
nitrofenyl)-2H-tetrazolium (WST-1); Cell proliferation ELISA BrdU kit

GIBCO: penicilin; streptomycin; trypsin/EDTA
PAA: fetalni bovinni sérum (FBS)
CALBIOCHEM: MnlIl Tetrakis(1-methyl-4-pyridyl) porfyrin pentachlorid (MnTMPyP);

Pifitrin-a; Pifitrin-p; specificky inhibitor kaspazy-2 VDVAD-fmk; specificky inhibitor
kaspazy-9 Ac-LEHD-AFC; specificky inhibitor kaspazy-3 DEVD-AFC, specificky pan-
kaspazovy inhibitor z-VAD-fmk; specificky inhibitor ATM kindzy (2-Morfolin-4-yl-6-
tiantren-1-yl-pyran-4-on); specificky inhibitor kindzy p38 SB 203580

MOLECULAR PROBES: JC-1; JC-9; Organelle Lights™ Mito-GFP, SlowFade® medium
CELL SIGNALLING TECHNOLOGY, INC.: protilatky proti topoisomeraze Ilo; BAX;
BCL-2; BCL-XL; BID; MCL-1; PUMA; H2A.X fosforylované na Ser-139; p53; p53

fosforylované na Ser-15; p53 fosforylované na Ser-46; p53 fosforylované na Ser-392;
rozStépenému PARPu; kaspaze-2; ATM; ATM fosforylované na Ser-198; XIAP; survivin;
HSP-27; kity SignalSilence® Pool Bax siRNA

SANTA CRUZ: protilatky proti topoisomeraze I; p73 a Noxa

ALEXIS: sekundarni protilatky

ICN BIOMEDICALS, INC.: specificky inhibitor proti kaspaze-8
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4.2. Buné&tné kultury — charakterizace

Ve vlastni praci byly pouzity tyto lidské stabilizované bunécné linie:

A. Bowes (ATCC, No. CRL — 9607, Manassas, USA), kterd je vysoce motilni a
metastazujici, ale nevykazuje dediferenciaci v kultufe a exprimuje specifické
antigeny lidskych melanomovych, epiteliim podobnych bunék. Gen tp53 ma
nemutovany (divoké forma).

B. WM-115 (ECACC, 91061232, Porton Down, UK), kterd si udrzuje epiteloidni
morfologii a jeji gen tp53 je nemutovany (divoka forma).

C. A2058 (ECACC, No. 91100402, Porton Down, UK), kterd je epiteloidni,
metastazujici a gen tp53 ma nemutovany (divoka forma).

D. SK-MEL-28 (ATCC, No. HTB-72, Manassas, USA), ktera je maligni

pigmentovana, epiteloidniho typu s mutovanym genem tp53.

4.3. Bunécné kultury — kultivace

VSechny linie byly udrzovany jako stacionarni kultury v monolayeru. Buiky byly
péstovany za standardnich laboratornich podminek pii 37 °C a 5 % CO, v Dulbekové
modifikovaném Eaglové médiu (DMEM) obohaceném 10 % fetdlniho bovinniho séra,
penicilinem G (100 U/ml) a streptomycinem (100 pg/ml). Linie byly pasazovany podle
pokynil tkanovych bank v priméru dvakrat tydné¢ pomoci 0,05 % trypsinu/EDTA. Kultury

byly pravidelné testovany na pfitomnost mykoplazmat.

4.4. Ovlivnéni bunék

Z etoposidu (ETO) byl ptipraven zasobni roztok o koncentraci 20 mg/5ml nafedénim
originalnich ampuli do aqua pro inj. a po sterilizaci ultrafiltraci ulozen pfi teploté¢ 4 °C.
Finélni testované koncentrace byly ziskdny nafedénim zasobniho roztoku do bezsérového
média.

Zasobni roztok kamptotecinu (CPT) (10 mg/ml) byl pfipraven rozpusténim substance
v DMSO a tento roztok byl uloZen pii pokojové teploté (RT). Finalni testované koncentrace
byly ziskany nafedénim zasobniho roztoku do bezsérového média.

Pracovni koncentrace pouzitych farmakologickych latek a inhibitord byly ziskany
nafedénim jejich zasobnich roztokii do pfisluSnych rozpoustédel dle instrukci vyrobce: NAC
(antioxidant, 1 mM — pfidany k bunikdm 24h pfed pouzitim inhibitorti topoisomeraz), Pifitrin-a

(inhibitor p53, 30 uM — ptfidany k bunkam 24h ptfed pouzitim inhibitord topoisomerdz),
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Pifitrin-p (inhibitor translokace p53, 20 uM — pfidany k bunikdm 12h pied pouzitim inhibitor
topoisomeraz), SP600125 (inhibitor JNK, 10 uM - ptfidany k buitkam 30 min pfed pouzitim
inhibitort topoisomeraz), SB203580 (inhibitor p38, 10 uM - pfidany k buiitkdm 30 min pied
pouzitim inhibitorG topoisomerdz) z-IETD-fmk (inhibitor kaspazy-8, 10 puM - pouzity
soucasné s inhibitory topoisomeraz), inhibitor ATM (10 uM - pfidany k buitkdm 30 min pted
pouzitim inhibitorti topoisomerdz), cyklosporin A (5 uM, pouzity soucasn¢ s inhibitory
topoizomeraz), inhibitory kaspazy-2, kaspazy-9 a kaspazy-3 (vSechny 30 uM, piidané k

bunikam 1h pfed pouzitim inhibitorti topoisomeraz).

4.5. Test bunécné proliferace méfenim aktivity mitochondridlnich enzymt (WST-1) a
stanovenim mnozstvi proteinii v buiikach (Coomassie Brilliant Blue)

Buniky v logaritmické fazi rGstu byly oplachnuty balancovanym fyziologickym
roztokem PBS bez vapenatych a hotfecnatych iontil, pfevedeny do suspenze pomoci 0,05%
roztoku trypsinu/EDTA a resuspendovany v 10 ml kultivaéniho media. Vzorek suspenze byl
obarven 0,1% roztokem trypanové modfi. Po jejich spocitani byly nafedény do vysledné
koncentrace 30 000 bunék/ml a nasazeny do 96-jamkové desticky (ek) s vickem (ky)
(Nunclon, Roskilde, Dansko) v mnozstvi 0,2 ml/jamku, tj. 6000 bunék na jamku. Sloupce €. 1
a 2 byly vzdy bez bunék - slouzily jako slepy pokus. Druhy den bylo v jamkach vyménéno
medium za 200 pl/jamku media s testovanou latkou a kultivovano v termostatu pii 37 °C, 5 %
CO2, 95 % vzduchu a 100 % humidité v riznych casovych intervalech. Po uplynuti doby
ovlivnéni bylo v danych sloupcich vyménéno medium s testovanou latkou za 100 pl/jamku
media s WST-1 a po dvouhodinové kultivaci v termostatu pii 37 °C a 5 % CO2, 95 %
vzduchu méfena absorbance pii 450 nm proti 690 nm. Po méfeni byly kultury vyplachnuty a
fixovany metanolem po dobu 20 minut. K buitkdm byl poté pfidan na 1h roztok Coomassie
Briliant Blue (200 pl/ jamku). Po skonceni kultivace byly buiiky oplachnuty PBS a 1h
kultivovany v desorpcnim roztoku (200 pl/ jamku) na tiepacce. Vysledna absorbance byla
mefena na fotometru Titertec Multiscan MCC/340 (ICN Biochemicals, Frankfurt, Spolkova

Republika Némecko) piti 450 nm s referencni vinovou délkou 650 nm.

4.6. Test bunécné proliferace méfenim DNA syntézy

Bunky v logaritmické fazi ristu byly oplachnuty balancovanym fyziologickym
roztokem PBS bez vapenatych a hofecnatych iontli, pfevedeny do suspenze pomoci 0,05%
roztoku trypsinu/EDTA, resuspendovany v 10 ml kultivaéniho media a obarveny 0,1%

roztokem trypanové modii. Po jejich spocitani byly natfedény do vysledné koncentrace 30 000

26



bunék/ml a nasazeny do 96-jamkové desticky (ek) s cernym dnem (Nunclon, Roskilde,
Dénsko). Sloupce ¢. 1 a 2 byly vzdy bez bunék - slouzily jako slepy pokus. Druhy den bylo
v jamkach vyménéno medium za 200 pl/jamku media s testovanou latkou a kultivovano
v termostatu pti 37 °C a 5 % CO2, 95 % vzduchu v rtiznych ¢asovych intervalech. Dv¢ az 24h
pfed koncem inkubace bylo k buiikkdm pfidano BrdU (10 uM). Na konci inkubacni doby bylo
médium aspirovano, bunky byly fixovany (30 min, RT) a znaceny anti-BrdU (60 min, RT).
Nasledn¢ byly buiky oplachnuty (3x) a byl knim pfidan substrat luminol.
Chemiluminescence byla méfena mikrofluorimetricky pomoci TECAN SpectraFluor Plus
(TECAN Austria GmbH, Grodig, Rakousko). Pfi vSech méfenich byl pouzit integracni Cas
1000 ms and gain 130. Vysledky ve formé relativnich jednotek svétla (RLU) byly vyjadieny
jako % kontroly.

4.7. Test poskozeni DNA: varianta — mikrofluorimetrické stanoveni histonu H2A. X
Ovlivnéné a kontrolni bunééné kultury byly v riznych casovych intervalech
oplachnuty roztokem PBS a fixovany v 4% formaldehydu (30 min, 20°C). Po oplachu PBS
byl pfidan blokovaci roztok (50 pl 5% odtuénéného mléka, 30 min, 20°C) a primdrni
protilatka (anti-fosfo Ser-139 H2A.X, 1:100, 90 min). Po uplynuti ¢asového intervalu byly
bunky promyty PBS a inkubovany se sekundarni protildtkou (1:250, 60 min). Pfitomnost
fosforylovan¢ho histonu H2A.X v buiikkach byla stanovena na mikrofluorimetru TECAN
SpectraFluo Plus (TECAN Austria GmbH, Grodig, Rakousko) pti vinové délce 485/520 nm.
Vysledky byly vyjadfeny jako prirastek fluorescence v porovnani s neovlivnénymi

kontrolnimi bunkami.

4.8. Test poSkozeni DNA: varianta — Comet assay (alkali single-cell gel electrophoresis)
Ovlivnéné a kontrolni bunééné kultury byly v riznych ¢asovych intervalech ptfevedeny do
suspenze pomoci roztoku trypsinu (0,05%) a centrifugovany (1500 rpm, 5 min, 4°C, JOUAN
MR 22, Trigon, Praha, Ceské republika). Bun&ény pelet byl resuspendovan v 0.6% agaréze a
nanesen na mikroskopickd sklicka. Nasledné¢ byly bunky 1,5 hodiny lyzovany ve
vychlazeném lyza¢nim pufru (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Trizma, 1 % Triton X-
100 and 10 % DMSO) pii teploté¢ 4°C. Bunky byly déale oplachnuty v roztoku TRIS a béhem
30 min inkubovany v alkalickém pufru. Elekroforéza probihala pti 25 V a 300 mA béhem 30

min. Po neutralizaci a odovodnéni byly buniky na sklickdch obarveny 100 pl roztoku etidia
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bromidu. Pro Gcely analyzy byla hodnocena intenzita migrace rozvolnéné DNA u 100 bunék

ze tii samostatnych vzorki.

4.9. ELISA stanoveni exprese Chk1

Ovlivnéné a kontrolni bunétné kultury byly pifevedeny do suspenze,oplachnuty
roztokem PBS a koncentrovany centrifugaci (600 g, 5 min, JOUAN MR 22, Trigon, Praha,
Ceska republika). Nasledné byly pfipraveny celobunéné extrakty a exprese Chkl a Chkl
fosforylované na Ser-317 byla stanovena pomoci PathScan® Chkl a Phospho-Chk1 (Ser317)
Sandwich ELISA kity (Cell Signaling Technology, Inc., Eugene, USA) podle pokynl
vyrobce. Absorbance byla zaznamenavana pii 450 nm na mikrofluorimetru TECAN

SpectraFluor Plus (TECAN Austria GmbH, Grodig, Rakousko).

4.10. Stanoveni oxidativniho stresu

Ovlivnéné a kontrolni bunky byly v danych casovych intervalech pievedeny do
suspenze pomoci tkanové Skrabky a centrifugovany (50 g, 5 min, 4 °C — JOUAN M21,
Trigon, Praha, Ceskd republika). Nasledn& byly buiiky resuspendovany v DMEM (pH
adjustovano na 7.2) a k roztoku byl ptidan 5 pM 2’-7’- dichlorodihydrofluorescein diacetat
(DFCH/DA) (5 min, 37 °C). Zmény v intenzité fluorescence (485 nm excitace; 538 nm emise)
byly méteny spektrofotometrem Shimadzu UV — 1601 (SHIMADZU DEUTSCHLAND
GmbH, Duisburg, Némecko). Vysledky byly vyjadreny jako procento zvySeni fluorescencni

intenzity na 10° bungk.

4.11. M¢éteni hladin superoxidi

Hladiny superoxidl v ovlivnénych a kontrolnich buiikach byly stanovovany po inkubaci
ve ferri-cytochromovém roztoku (1h) a néasledném méteni absorbance pfi 550 nm pomoci
spektrofotometru Shimadzu UV-1601 (Shimadzu Deutschland GmbH, Duisburg, Némecko).
Koncentrace superoxidi byla vypoctena ze standardni kalibra¢ni kiivky cytochromu c¢ a

vyjadiena jako nM/mg proteinu.

4.12. Test aktivity p38 a JNK

Ovlivnéné a kontrolni bunétné kultury byly prevedeny do suspenze,oplachnuty
roztokem PBS a koncentrovany centrifugaci (600 g, 5 min, JOUAN MR 22, Trigon, Praha,
Ceska republika). Z buné&éného peletu byl pfipraven celobunéény lyzat, ve kterém byly podle
pokynii vyrobce stanoveny aktivity p38 a JNK pomoci ELISA reakci specifickych pro
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1807182 3 pro celkovou a fosforylovanou JNK

celkovou a fosforylovanou p38 (pTpY
(prY183/183). Testy probihaly v 96-jamkovych destickdch a data byla porovndvana se
standardnimi ktivkami ziskanymi z pfislusnych standardd. Vysledky byly pfepocteny na
mikrogramy bilkoviny v bunééném extraktu a vyjadieny jako pomér mezi fosforylovanou a
celkovou kindzou ve vzorku. Kone¢né vysledky byly vyjadfeny jako procento kontrolnich

hodnot.

4.13. Mitochondrie: zobrazovani v Zzivych builkdch a analyza mitochondridlniho
transmembranového potencidlu

Buniky narostlé na krycich skli¢cich a Petritho miskach byly dle pokyn vyrobce
transdukovany na bakuloviru zalozeném kitu Organelle Lights™ Mito-GFP (Invitrogen,
Ceska republika). Casosbémé filmovani zmén v mitochondridlni siti ovlivnénych a
kontrolnich buné€k bylo provadéno pomoci Olympus cell imaging station (Olympus Optical
Co, Ltd., Tokyo, Japonsko) v kombinaci s invertovanym mikroskopem IX-81 vybavenym
chlazenou kamerou F-View II. Filmovéani bylo provadéno pod kontrolou softwaru Cell a
probihalo za konstantnich expozi¢nich podminek (jedna fotografie kazdych 5 min pti 10 ms
expozici) po dobu 48h.

Zmény v mitochondridlnim transmembranovém potencialu byly sledovany
v bunéénych suspenzich promytych PBS a barvenych JC-1 (15 min, 37°C) pratokovou
cytometrii (COULTER EPICS Elite ESP, Coulter, USA). Zmény v potencidlu byly méfeny
jako priristek intenzity fluorescence pii 528 nm a vyjadieny jako procento kontroly.
Alternativné byl transmembranovy potencidl stanovovan také pomoci mikrofluorimetru
TECAN SpectraFluo Plus (TECAN Austria GmbH, Grddig, Rakousko) pii kombinaci

vlnovych délek 485/520 nm (monomerni forma) a 520/590 nm (agregovana forma).

4.14. Urceni obsahu ATP

Zmény v obsahu ATP u ovlivnénych bunék byly stanovovany pomoci ATP
bioluminescent assay kit (Sigma-Aldrich, Praha, Ceska republika) podle navodu vyrobce.
Obsah ATP vyjadieny v procentech kontroly byl vypocitan ze standardni kiivky odvozené ze

znamych koncentraci ATP.

4.15. Ptiprava bunécnych lyzata
Ovlivnéné a kontrolni buné¢éné kultury byly v riznych €asovych intervalech ptfevedeny

pomoci roztoku trypsinu a EDTA (0,05% roztok) do suspenze, oplachnuty roztokem PBS a
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centrifugovany (2 000 rpm, 5 minut, 4°C). Vysledny bunécny pelet byl pouzit pro piipravu
celobunécnych lyzata. Buiikky byly resuspendovany v 5 ml ledového lyzacniho pufru (137
mM NaCl, 10% glycerol, 1% n-oktyl-B-D-glucopyranosid, 50 mM NaF, 20 mM Tris, 1 mM
ortovanadan sodny a Complete TMMini) a ulozeny pii teplot¢ -20°C. Cytosolické a
mitochondrialni extrakty byly ziskany ze stejnych bunék pomoci Mitochondria Fractionation
Kit (Active Motif, Rixensart, Belgie). Bunky byly opakovan¢ promyvany PBS a
centrifugovany (3000 rpm, 5 min, 4°C). Po inkubaci na ledu v pfitomnosti cytosolického
pufru (15 min) a homogenizaci byly lyzaty dvakrat centrifugovany (3000 rpm, 15 min, 4°C) a
supernatanty nasledné staceny pii 20 000 rpm (20 min, 4°C). Mitochondrie byly promyty
cytosolickym pufrem, lyzovany pomoci Complete mitochondria buffer, inkubovany na ledu
(15 min) a vortexovany. Cytosolicky supernatant byl centrifugovan pii 14,000 rpm (30 min,
4°C) tak, aby se odstranily rezidudlni mitochondrie. Ob¢ frakce byly uloZeny pfi teploté
-20°C.

4.16. Western blotting

Celobunéené, mitochondridlni a cytosolické lyzaty byly vareny 5 min pfi teploté 95°C
v pufru SDS (Tris-HCI pH 6.81, 2-merkaptoetanol, 10% glycerol, SDS, 0.1% bromfenolova
modf), a poté naneseny na 12% SDS/polyakrylamidovy gel. Kazdy lyzat obsahoval stejné
mnozstvi bilkoviny (30 pg — celobunéény, 40 nug — cytosolicky, 25 ug — mitochondrialni) —
stanoveno testem BCA. Po elektroforéze byly bilkoviny pfeneseny na PVDF membranu (100
V, 60 min) a inkubovany pii teplot¢ 25°C 1,5h v prostfedi roztoku obsahujictho 5%
odtu¢néné mléko, 10 mM Tris-HCl (pH 8,0), 150 mM NaCl a 0.1% Tween 20 (TBST).
Membrany byly inkubovany pies noc v pfitomnosti primarnich protilatek (anti-topo I, 1:700;
anti-topo Ila, 1:600; anti-ATM, 1:750; anti-p-ATM, 1:500; anti-BCL-2, 1:600; anti p-H2A X,
1:1000; anti-XIAP, 1:250; anti-survivin, 1:500; anti-HSP-27, 1:600; anti-BAX, 1:600; anti-
PUMA, 1:100; anti-Noxa, 1:100; anti-p53, 1:500; anti-p-p53 (Ser-15, -46 a -392), 1:250; anti-
p73, 1:100; anti-kaspéaza-2, 1:200 a anti-B-aktin, 1:750) pfi teploté¢ 4°C s naslednymi péti 6
min proplachy v TBST. V dal§im kroku byly na bloty naneseny sekundarni protilatky
konjugované s peroxidazou (1:1000, 1h, 25°C), promyty v TBST a pro jednotlivé bilkoviny
specifick¢ signaly byly detekovany chemiluminescencnim (ECL) detekénim kitem

(Boehringer Mannheim-Roche, Basel, Switzerland).
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4.17. Exprese proteinii BAX, BCL-2, BCL-XL, MCL-1, PUMA a Noxa stanovena pomoci
prutokové cytometrie

Ovlivnéné a kontrolni buiiky byly pfevedeny do suspenze pomoci trypsinizace,
oplachnuty v PBS, fixovany v 4% paraformaldehydu a permeabilizovany smési ledového
metanolu/Tritonu-X v 5% BSA. Nasledné byly buiiky inkubovany s témito primarnimi
protilatkami: anti-BAX 1:100; anti-BCL-2 1:100; anti-BCL-XL 1:100; anti-MCL-1 1:100;
anti-PUMA 1:25 a anti-Noxa 1:50 pfi teploté 4°C 1h. Po promyti vychlazenym PBS (5 min,
25°C), byly bunky inkubovany s FITC-konjugovanymi kozimi anti-kralicimi nebo anti-
mySimi sekundarnimi protilatkami (1:10, 1h, 4°C). Vzorky poté byly oplachnuty v PBS a u 30
000 bungk byly analyzovany specifické fluorescen¢ni signaly pomoci pratokového cytometru

Cell Lab Quanta™ SC (Beckman Coulter Inc. Brea, CA, USA).

4.18. Potlaceni exprese (knockdown) genu Bax

Knockdown genu Bax byl proveden pomoci SignalSilence® Pool Bax siRNA Kits
podle instrukci vyrobce. Buiiky byly nasazeny do 6-jamkovych desticek a po dosazeni cca
60% konfluence byly transfekovany specifickou siRNA proti mRNA Bax. Takto ovlivnéné
buniky byly 48h po posledni transfekci vystaveny inhibitorim topoizomerdz a analyzovany.
Utinnost genového knockdownu byla posuzovana imunoblotingovou analyzou piitomnosti

proteinu Bax v ovlivnénych a neovlivnénych bunkach.

4.19. Detekce apoptozy
4.19.1. Priitokova cytometrie

Ovlivnéné a kontrolni buiiky byly pfevedeny do suspenze roztokem trypsinu (0,05%),
promyty PBS (5 min) a fixovany v 70% etanolu pii teploté¢ 4°C 24h. Nasledné byly buiiky
resuspendovany v roztoku obsahujicim 0.1% Triton X-100, 50 pg/ml RNéazy A a 0.5 pg/ml
propidium jodidu. Po inkubaci (30 min, 25°C, tma) byla pomoci pritokové cytometrie (Cell
Lab Quanta™ SC, Beckman Coulter Inc. Brea, CA, USA) urcena populace apoptotickych
bun¢k s hypodiploidni DNA.

4.19.2. Aktivita kaspaz

Ovlivnéné a kontrolni bunécné kultury byly pfevedeny do suspenze, oplachnuty
roztokem PBS a koncentrovany centrifugaci (600 g, 5 min, JOUAN MR 22, Trigon, Praha,
Ceska republika). Bunéény koncentrat byl 20 min lyzovan na ledu v prosttedi lyza¢niho pufru

(50 mM HEPES, 5 mM CHAPS a mM DTT). Lyzaty byly centrifugovéany pti 14 000 g, po
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dobu 10 min, pfi teploté¢ 4°C, vysledny supernatant oddélen a ulozen pii teploté -80°C.
Kaspazova aktivita byla méfena v 96-jamkovych mikrodestickach pomoci fluorimetrické
metody zaloZzené na hydrolyze fluorogenniho kaspazové-specifického  substratu
(VDVADAEFC pro kaspazu-2, Ac-LEHD-AFC pro kaspazu-9 a DEVDAFC pro kaspédzu-3,
37°C, 1h) individudlnimi kaspazami. Specifita enzymatické Stépné reakce byla ovéfovana
pomoci specifickych inhibitorti kaspazy-2, -9 a -3. Fluorescence byla méfena pii 360/40 nm
na mikrofluorimetru TECAN SpectraFluor Plus (TECAN Austria GmbH, Grodig, Rakousko).

Vysledky byly vyjadfeny jako nasobky zvysené aktivity vztazené k neovlivnéné kontrole.

4.19.3. Test uvolneni cytochromu c

Ovlivnéné a kontrolni buiikky byly v danych casovych intervalech pievedeny do
suspenze pomoci roztoku trypsinu a za pouziti Mitochondria Fractionation Kit (Active Motif,
Rixensart, Belgie) byly pfipraveny jejich cytosolické a jaderné extrakty. V téchto extraktech
byl stanoven obsah cytochromu ¢ pomoci FunctionElisa™ cytochrome ¢ kit (Active Motif,
Rixensart, Belgie). Koncentrace cytochromu c v lyzatech byla méfena pii 450 nm za pouziti
skenovaciho spektrofotometru Titertek Multiscan MCC/340 (ICN Biochemicals, Frankfurt,
Némecko). Vysledky byly vyjadieny jako pfirtstek absorbance pti 450 nm/pg lyzatu/jamku.

4.19.4 Imunofluorescencni detekce stépeni PARPu a analyza obrazu

Ovlivnéné a kontrolni bunééné kultury byly fixovany 2% paraformaldehydem (20 min, 25°C),
promyty PBS obsahujicim 1% Triton X (PBS-T) a blokovany v 5% roztoku BSA (30 min,
25°C). Poté byly buiky inkubovany s primarni protilatkou proti rozstépenému PARPu (1:100,
4°C, 1h). Po skonceni inkubace byly bunky promyty vychlazenym PBS (5 min, 25°C) a
inkubovany se sekundéani protilatkou (1h, 25°C). Po konecném promyti vychlazenym PBS
byla bunécna jadra dobarvena DAPI (10 pg/ml) a zamontovana do SlowFade® media.
Lokalizace a stav sledovanych markert byla zaznamenavana epifluorescenénim mikroskopem
Nikon Eclipse E 400 (Nikon Corporation, Kanagawa, Japonsko) vybavenym digitalni
chlazenou kamerou COOL 1300 (VDS, Vosskiihler, Osnabriick, Némecko). Fotografie byly
pofizovany pomoci softwaru LUCIA DI Image Analysis System LIM (Laboratory Imaging
Ltd., Praha, Ceské republika) a analyzovany. Pro uéely analyzy bylo vyhodnoceno minimalné

2000 bunék pii zveétseni 200x a 600x.
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4.20. Statistické zpracovani

Statisticka analya dat byla provadéna statistickym programem GraphPad Prism 4.0
(GraphPad Software, Inc., San Diego, USA). Byl pouzZit jednocestny Anova test s naslednym
hodnocenim podle Dunetta ¢i Bonferroniho (mnohocetny porovnavaci test). Vysledky byly
porovnavany s kontrolou, pfi¢emz rozdily byly povazovany za signifikantni na hladiné

vyznamnosti P<0,05.
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5. VYSLEDKY

5.1. Exprese topoisomerdzy | a topoisomerazy Ila u modelovych melanomovych linii

Exprese topoisomerazy I a topoisomerazy Ila byla u lidskych melanomovych linii Bowes,
WM-115, A2053 a SK-Mel-28 stanovena pomoci Western blotingu. Jak je vidét na Obr. 5-1 u
vSech linii kromé€ WM-115 bylo detekovdno vyznamné mnoZstvi proteinu topoisomerazy I.
Exprese topoisomerazy Ila byla ve stejnych liniich v porovnani s topoisomerazou I nizsi a
jednotlivé linie se také vice odliSovaly v trovni exprese. Nejvice byl tento enzym exprimovan
u linii Bowes a A2058, vyznamné niz§i mnozstvi tohoto proteinu bylo zaznamenano u linii

WM-115 a SK-Mel 28.

Obr. 5-1 Western blotingova analyza exprese

Bowes WM-115  A2058 SK-Mel 28

Topoisomeraza | | ‘ “ - ‘
1.0 1.0 1.0

u lidskych melanomovych linii Bowes, WM-
115, A2058 a SK-Mel 28. Nanasky proteint

byly normalizovany k B-aktinu a kvantifikace
03

prouzkl byla provedena softwarem GelQuant
Ver 2.7 (DNR Bio-Imaging Systems,

Jerusalem, Izrael). Hodnoty pfedstavuji

praméry + SD alespon ti'i nezavislych pokusd.

5.2. Cytotoxicita a proapoptoticka aktivita kamptotecinu na melanomovych butikach

Cytotoxicky a antiproliferacni ucinek kamptotecinu byl oveéfovan na tfi lidskych
melanomovych liniich s nemutovanym genem p53 béhem 24h plisobeni, a to pomoci dvou
testli: WST-1 s Coomassie Brilliant Blue a DNA syntézy. Oba pouzité testy shodné prokazaly,
ze kamptotecin snizil viabilitu a proliferaci u vSech testovanych linii v zavislosti na pouZité
davce. Nicméné u vysSich pouzitych koncentraci (0,1-10 pg/ml), které byly vyznamné
cytotoxické v porovnani s kontrolnimi kulturami, se projevila odlisné citlivost jednotlivych
bunécnych linii, kdy jako nejcitlivéjsi se ukdzala bunécénd linie Bowes a nejméné citliva linie
WM-115 (Obr. 5-2A a 5-2B). Podobné vysledky poskytly i testy hodnotici schopnost
kamptotecinu indukovat na davce zavislou apoptozu. (Obr. 5-2C). Protoze se rozdily
v odpovédi jednotlivych linii na kamptotecin projevily nejvyraznéji pfi koncentraci 1 pg/ml,
byla tato koncentrace pouZita pro dalsi testovani. Jak je patrno z Obr. 5-2D, aktivita kaspazy-9

a kaspazy-3 byla po ovlivnéni kamptotecinem u linie WM-115 vyrazné nizs§i nez u linii
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Bowes a A2058, jak bylo déale prokazdno i1 na specifickém profilu Stépeni PARPu u

studovanych melanocytt (Obr. 5-2E).

@ Bowes mWM-115 @ A2058

1,2

0,8 -
0,6
0,4 -

0,2

Absorbance (490/650 nm)

0 0,01 0,1 1 10
Koncentrace (ug/ml)

Obr. 5-2A Cytotoxicita kamptotecinu testovana na lidskych melanomovych liniich Bowes, WM-115 a A2058 v

intervalu 24h pomoci WST-1 testu. Hodnoty piedstavuji priméry + SD alespon tii nezavislych pokust *P<0,05

v porovnani s kontrolou pomoci jednocestného testu Anova a Dunnettova mnohocetného porovnavaciho testu.
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Obr. 5-2B Cytotoxicita kamptotecinu testovana na lidskych melanomovych liniich Bowes, WM-115 a A2058 v
intervalu 24h pomoci inkorporace zna¢eného BrdU. Hodnoty ptedstavuji priméry £+ SD alespon tii nezavislych
pokust. *P<0,05 v porovnani s kontrolou pomoci jednocestného testu Anova a Dunnettova mnohocetné¢ho

porovnavaciho testu.
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Obr. 5-2C Kvantifikace apoptdzy indukované kamptotecinem u lidskych melanomovych linii Bowes, WM-115
a A2058 v intervalu 24h pomoci metody pritokové cytometrie. Hodnoty pfedstavuji priméry = SD alespon tii
nezavislych pokust. *P<0,05 v porovnani s ostatnimi liniemi ovlivnénymi stejnou koncentraci kamptotecinu ve

stejném Casovém intervalu pomoci jednocestného testu Anova a Dunnettova mnohocetného porovnavaciho testu.
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Obr. 5-2D Zmény aktivity kaspazy-9 a kaspazy-3 u lidskych melanomovych linii Bowes, WM-115 a A2058
ovlivnénych kamptotecinem v koncentraci 1 ug/ml v intervalu 24h. Hodnoty predstavuji priméry + SD alespoil
tfi nezavislych pokust. *P<0,05 v porovnani s ostatnimi liniemi ovlivnénymi stejnou koncentraci kamptotecinu
ve stejném Casovém intervalu pomoci jednocestného testu Anova a Dunnettova mnohocetného porovnavaciho

testu.

5.3. Kamptotecinem vyvolané poSkozeni DNA a aktivace signalnich drah u melanomovych

bunék

Vzhledem k mechanismu G¢inku kamptotecinu (inhibitor topoisomerdazy 1) byla
v nasledujicim kroku sledovéna kinetika poskozeni DNA a aktivace specifickych signélnich
drah. PoSkozeni DNA bylo u melanomovych linii vystavenych kamptotecinu o koncentraci
1 pg/ml stanovovdno mikrofluorimetricky prostfednictvim detekce exprese fosforylovaného
histonu H2A.X. Pfitomnost tohoto markeru byla zvySend u vSech linii jiZ po 8h ovlivnéni
kamptotecinem a b&hem dalSich hodin dale stoupala (Obr. 5-3A). Morfologicky byl
fosforylovany histon H2A.X pfitomen v jadru bun€k v typickych ohniscich (foci)
kolokalizujicich s dal§imi molekulami odpovédnymi za detekci, rozpoznavani a signalizaci
DNA posSkozeni (jako napt. fosforylovand ATM kindza). Naslednd bunécna odpovéd na
kamptotecinem stimulované poSkozeni DNA, a to zejména v souvislosti s genem tp53, byla

studovéana metodou Western blotingu.
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Bowes WM-115 A2058

Neovlivhéné Kamptotecin Neovlivnéné Kamptotecin Neovlivhéné Kamptotecin

DAPI Stépeny PARP

Spojeny

Obr. 5-2E Imunofluorescenéni detekce §tépeného PARPu a kondenzovaného jaderného chromatinu u lidskych melanomovych linii ovlivnénych kamptotecinem

v koncentraci 1 pg/ml v intervalu 20h. Fluorescen¢ni mikroskopie, zvétSeni 600x. Métitko 5 pm. Fotografie predstavuji vysledky tfi nezavislych pokust.
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Obr. 5-3A Kinetika exprese fosforylovaného histonu H2A.X jako senzoru poskozené DNA u lidskych
melanomovych linii Bowes, WM-115 a A2058 ovlivnénych kamptotecinem v koncentraci 1 pg/ml v intervalu
24h. Hodnoty ptedstavuji praméry £ SD alespon tii nezavislych pokusi. *P<0,05 v porovnani s ostatnimi liniemi
ovlivnénymi stejnou koncentraci kamptotecinu béhem 2h pomoci jednocestného testu Anova a Dunnettova

mnohocetného porovnavaciho testu.

Bowes WM-115 A2058
Oh 12h 24h Oh 12h 24h Oh 12h 24h
1.0 15 23 1.0 09 11 1.0 18 17
1.0 17 13 1.0 11 13 1.0 1.6 20
1.0 10 10 1.0 1.0 13 1.0 1.2 12
1.0 13 11 1.0 1.0 1.0 1.0 1.1 12
N
1.0 11 20 1.0 1.0 10 1.0 15 23

B-aktin

Obr. 5-3B Western blotingova analyza aktivace na poSkozeni DNA-zavislé signalni dréhy u lidskych
melanomovych linii Bowes, WM-115 a A2058 ovlivnénych kamptotecinem v koncentraci 1 pg/ml v intervalu

24h. Nanasky proteini byly normalizovany k B-aktinu a kvantifikace prouzkd byla provedena softwarem
GelQuant Ver 2.7 (DNR Bio-Imaging Systems, Jerusalem, Izrael). Hodnoty pfedstavuji praméry + SD alespon

tf nezavislych pokusd.
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Obr. 5-3C Fosforylace (aktivace) Chkl u lidskych melanomovych linii Bowes, WM-115 a A2058 ovlivnénych
kamptotecinem v koncentraci 1 pg/ml v intervalu 12h pomoci ELISA testu. Hodnoty ptedstavuji priméry = SD
alespon tii nezavislych pokusi. *P<0,05 v porovnani s po¢atkem ovlivnéni pomoci jednocestného testu Anova a

Dunnettova mnohocetného porovnavaciho testu.

Bowes WM-115 A2058
Oh  12h 24h Oh  1Zh 24h Oh 12h  24h
10 14 20 10 10 1.0 1.0 12 15

Obr. 5-3D Western blotingova analyza aktivace kaspazy-2 u lidskych melanomovych linii Bowes, WM-115 a

prokaspaza-2 (48 kDa)

Stépena kaspaza-2 (14 kDa)
Stépena kaspaza-2 (12 kDa)

B-aktin

A2058 ovlivnénych kamptotecinem v koncentraci 1 pg/ml v intervalu 24h. Pouzita protilatka rozpoznava jak
endogenni hladiny prokaspazy-2 tak jeji Stépné fragmenty 14 a 12 kDa. Nanasky proteinti byly normalizovany k
B-aktinu a kvantifikace prouzkii byla provedena softwarem GelQuant Ver 2.7 (DNR Bio-Imaging Systems,

Jerusalem, Izrael). Hodnoty piedstavuji priméry + SD alespon tfi nezavislych pokust.
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Obr. 5-3E Porovnani aktivity kaspazy-2 u lidskych melanomovych linii Bowes, WM-115 a A2058 ovlivnénych
kamptotecinem v koncentraci 1 pg/ml v intervalu 24h. Hodnoty pfedstavuji priméry + SD alespon tii

nezavislych pokust.

Tato analyza prokazala, Ze s vyjimkou linie WM-115, melanocyty zvySovaly expresi proteinu
p53 v zavislosti na celkové dobé& piisobeni cytostatika a specificky fosforylovaly protein p53
na pozici Ser-15. Naopak, fosforylace dalSich specifickych mist na proteinu p53 — Ser-43 a
Ser-392 nebyla detekovana. Kromé zmén v expresi genu p53 bylo déale v melanocytech
zjisténo zvysené mnozstvi proteinu p73, a to opét pouze u bunék linie Bowes a A2058 (Obr.
5-3B). Vzhledem k funkéni zavislosti mezi expresi p73 a aktivitou specifické kontrolni kindzy
(checkpoint kinase 1 (Chkl)), byl pro ovétfeni tohoto vztahu proveden ELISA test aktivity
Chkl. Vysledky tohoto testu ukazuji, Ze kamptotecin siln¢ aktivuje Chkl, a to
prostiednictvim fosforylace jeji molekuly na pozici Ser-317 u vSech melanomovych linii
(Obr. 5-3C). Dalsi testy se nasledné zameftily také na jedinou kaspazu, ktera se lokalizuje do
bunééného jadra a kterd ma piimy vztah k poSlozeni DNA. Western blotingova analyza stejné
jako test aktivity kaspazy-2 u melanomovych bun€k ovlivnénych kamptotecinem prokazaly

aktivaci tohoto enzymu, nicméné opét pouze u bun¢k Bowes a A2058 (Obr. 5-3D a E).

41



5.4. Vliv kamptotecinu na expresi proteinti rodiny BCL-2 melanomovych bun¢k

Vzhledem k vysledkiim ptedchozich pokust, které u melanomovych bunék prokéazaly
kamptotecinem vyvolanou aktivaci signalnich stresovych drah spolu s tlohou genu p53, byly
v dal$i fazi zkoumany expresni profily genti, které jsou genem p53 regulovany pozitivné
(BAX, Noxa, PUMA) nebo negativné (BCL-2, BCL-XL nebo MCL-1). U bun¢k linie Bowes
doslo v pozd¢jsich intervalech ovlivnéni (18-24h) k vyznamné redukci exprese proteintt BCL-
2, BCL-XL a MCL-1, zatimco exprese proteini BAX a PUMA ve stejném intervalu
vyznamné vzrostla. Podobny, ale nizsi nartst exprese byl pozorovan i u proteinu Noxa. (Obr.

5-4A).
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Obr. 5-4A Exprese proteint BAX, BCL-2, BCL-XL, MCL-1, PUMA a Noxa u lidské melanomové linie Bowes
ovlivnéné kamptotecinem v koncentraci 1 pg/ml v intervalu 24h. Hodnoty pfedstavuji priméry + SD alespon tii
nezavislych pokusi. *P<0,05 v porovnani spocatkem ovlivnéni pomoci jednocestného testu Anova a

Dunnettova mnohocetného porovnavaciho testu.

U bunck linie WM-115 se exprese vSech studovanych antiapoptotickych proteini v Case
sniZzovala, ale statistické vyznamnosti dosdhla az na konci celého pokusu (24h). Podobny, ale
opacny trend byl pozorovan u proapoptotickych proteint, i kdyZz v tomto piipad€ jejich
exprese byla v porovnani s linii Bowes daleko niz8i a v pfipad€ proteini Puma a Noxa

statisticky nevyznamna (Obr. 5-4B). Vysledky ziskané z bun¢k linie A2058 byly obecné
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podobné vysledkim pozorovanym u linie Bowes. Jedind odliSnost se tykala vyznamného
snizeni exprese genu BCL-2 oproti expresi geni BCL-XL a MCL-1. Krom¢ toho byl na konci

pokusu (24h) pozorovan i méné vyznamny rozdil v expresi genti Puma a Noxa (Obr. 5-4C).
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Obr. 5-4B Exprese proteinit BAX, BCL-2, BCL-XL, MCL-1, PUMA a Noxa u lidské melanomové linie WM-
115 ovlivnéné kamptotecinem v koncentraci 1 pg/ml v intervalu 24h. Hodnoty piedstavuji priméry + SD
alespon tif nezavislych pokust. ¥*P<0,05 v porovnani s po¢atkem ovlivnéni pomoci jednocestné¢ho testu Anova a

Dunnettova mnohocetného porovnavaciho testu.

ProtoZze jsou zmény v expresi gent rodiny BCL-2 spojovany se ztratou mitochondrialniho
potencidlu, kterd je nezbytnou podminkou pro zvySenou permeabilitu vnéjsi mitochondrialni
membrany a ndsledné uvolnéni kaspéazy-aktivujicich molekul, byla u kamptotecinem
ovlivnénych bunék sledovana aktivita mitochondrii pomoci potencidlové sensitivni
fluorescenc¢ni sondy JC-1. Vyznamnéjsi redukce membranového potencialu byla u buné€k linie
Bowes a A2058 pozorovatelna jiz po 8h ovlivnéni a k jejimu signifikantnimu nartstu doslo
nasledné¢ mezi 12 a 16h od zacatku ovlivnéni. Naopak u bunék linie WM-115 doslo
k vyznamnégjSimu omezeni mitochondridlni aktivity az v intervalu 18-24h, pficemz pokles

potencialu byl daleko pozvolnégjsi (Obr. 5-4D).
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Obr. 5-4C Exprese proteinit BAX, BCL-2, BCL-XL, MCL-1, PUMA a Noxa u lidské melanomové linie A2058

ovlivnéné kamptotecinem v koncentraci 1 pg/ml v intervalu 24h. Hodnoty pfedstavuji priméry + SD alespon tii

nezavislych pokusid. *P<0,05 v porovndni s pocatkem ovlivnéni pomoci jednocestného testu Anova a

Dunnettova mnohocetného porovnavaciho testu.
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Obr. 5-4D Kinetika zmén v mitochondridlnim membranovém potencidlu (MMP) u lidskych melanomovych

linii Bowes, WM-115 a A2058 ovlivnénych kamptotecinem v koncentraci 1 pg/ml v intervalu 24h. Hodnoty

predstavuji priméry + SD alespon tii nezavislych pokusi.
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5.5. Vliv kamptotecinu na mitochondrie melanomovych buné¢k

Ztrata mitochondridlniho potencidlu a uvolnéni apoptdzu-aktivujicich medidtora
z mitochondridlniho cytosolu mohou byt vyvoldny zménou exprese genti rodiny BCL-2 (jak
bylo prokazano v piedchozich experimentech), které tvoii komplexy s proteinem p53 ¢i jeho
transaktivovanymi  cilovymi  genovymi produkty. Western bloting a analyza
mitochondrialnich kompartmentti u vSech pouzitych melanomovych linii vystavenych vlivu
kamptotecinu béhem 20h prokazaly zvySenou akumulaci proteint p53 a BAX, i kdyz opét u
bun¢k linie WM-115 v mensi mife. Translokace proteinu Noxa byla u vSech sledovanych linii
slabsi a protein PUMA nebyl v mitochondriich bun¢k linie WM-115 nalezen viibec (Obr. 5-
5A).

Bowes WM-115 A2058
Megvlivnéné Kampiotecin Meoviivnéne  Kamptotecin Megvliivnéné  Kamptotecin
o | p— | -
1.0 25 1.0 16 1.0 22
o R - e e e
1.0 19 1.0 1.1 10 15
1.0 16 1.0 1.4 1.0 13
X R [RSE
1.0 19 1.0 14 1.0 19

Obr. 5-5A Western blotingova analyza translokace p53, BAX, Noxa a PUMA do mitochondrii u lidskych
melanomovych linii Bowes, WM-115 a A2058 ovlivnénych kamptotecinem v koncentraci 1 pg/ml v intervalu

20h. Nanasky proteini byly normalizovany k B-aktinu a kvantifikace prouzkd byla provedena softwarem
GelQuant Ver 2.7 (DNR Bio-Imaging Systems, Jerusalem, Izrael). Hodnoty pfedstavuji praméry £+ SD alespoi

tii nezavislych pokusa.

S cilem urcit relativni podil vySe zminénych mechanizmli na ztratu mitochondridlniho
potencidlu u melanomovych bunc¢k vystavenych vlivu kamptotecinu byly u testovanych
bunéénych linii pouzity specifické chemické inhibitory vybranych molekul, vcetné
technologie siRNA. Inhibitor p53 — Pifitrin-o zabranil kamptotecinem indukované ztraté
mitochondrialniho potencidlu u vSech studovanych melanomovych linii, avSak tento
preventivni vliv byl signifikantni pouze u bunék linii Bowes a A2058. Pifitrin-u, ktery

selektivné inhibuje translokaci proteinu p53 do mitochondrii, byl u¢inny pouze u bunék linie
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Bowes. Stejné vysledky poskytla 1 inhibice kaspazy-2. Knockdown genu Bax zabranil
kamptotecinem indukované ztrat€¢ mitochondridlniho potencialu u bunck linii Bowes a
A2058. Zadny zpouzitych inhibitori ani genovy knockdown vyznamné nepotlagil
kamptotecinem vyvolanou ztratu mitochondridlniho potencidlu u bun€k linie WM-115,
ackoliv inhibice translokace proteinu p53 do mitochondrii méla v tomto ohledu méftitelny

ucinek (Obr. 5-5B).
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Obr. 5-5B Utinek inhibitort a genového knockdownu na kamptotecinem (K - 1 pg/ml) vyvolanou ztratu
mitochondridlniho membranového potencialu (MMP) u lidskych melanomovych linii Bowes, WM-115 a A2058
v intervalu 24h. V dany casovy interval pfed ovlivnénim kamptotecinem (viz Material a metodiky) byly
k bunikam pfidany inhibitory p53 (Pifitrin-o — Pifi-o, Pifitrin- p — Pifi-u) a kaspazy-2 (z-VDVAD-fmk)
poptipadé¢ byl v bunkach proveden knockdown exprese genu Bax. Hodnoty piedstavuji priméry = SD alespon tii
nezavislych pokusi. ¥*P<0,05 v porovnani s buitkami Bowes ovlivnénymi kamptotecinem +P<0,05 v porovnani s
bunikami A2058 ovlivnénymi kamptotecinem pomoci jednocestného testu Anova a Dunnettova mnohocetného

porovnavaciho testu.

5.6. Cytotoxicita a proapoptotickd aktivita etoposidu na melanomovych bunikach

Cytotoxicita etoposidu byla ovéfovana na melanomové linii Bowes v pribéhu 72h expozice, a
to pomoci WST-1 testu s korelaci na obsah proteinti (Coomassie Brilliant Blue) a testu
inkorporace BrdU. Podobné jako kamptotecin také etoposid inhiboval rist melanomovych

bunék linie Bowes v Casové a koncentracni zavislosti, pficemz signifikantni inhibice ristu
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bunék byla pozorovana pouze u nejvyssich pouzitych koncentraci, tj. 10 a 100 pg/ml (Obr. 5-

6A a B).
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Obr. 5-6A Cytotoxicita etoposidu testovana na lidské melanomové linii Bowes v intervalu 72h pomoci WST-1
testu. Hodnoty predstavuji praméry + SD alespon tfi nezavislych pokust *P<0,05 v porovnani s kontrolou

pomoci jednocestného testu Anova a Dunnettova mnohocetného porovnavaciho testu.
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Obr. 5-6B Cytotoxicita etoposidu testovani na lidské melanomové linii Bowes v intervalu 72h pomoci
inkorporace znac¢ené¢ho BrdU. Hodnoty piedstavuji priméry + SD alesponl tfi nezavislych pokust. *P<0,05

v porovnani s kontrolou pomoci jednocestného testu Anova a Dunnettova mnohocéetného porovnavaciho testu.
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Zjisténa cytotoxicita etoposidu u bun¢k linie Bowes byla dale studovana ve vazbé ke
kone¢nému osudu ovliviiovanych bun¢k. V tomto piipadé tedy k mozné aktivaci bunécné
smrti — apoptdzy. Pouzité testy prokdzaly, Ze v populaci ovliviiovanych bunék se jiz 24h od
zacatku pokusu zvySovalo mnozstvi bunck s obsahem hypodiploidni DNA a jejich pocet
plynule nartstal az do konce pokusu (Obr. 5-6C). Apoptotické buniky vykazovaly typické
morfologické znaky programované bunécné smrti, a to zejména zmeénénou architekturu jadra
s typickou kondenzaci a marginalizaci chromatinu a naslednou tvorbou apoptotickych télisek

(Obr. 5-6D).
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Obr. 5-6C Apoptoza indukovana etoposidem u lidské melanomové linie Bowes v intervalu 72h pomoci méfeni
obsahu bunck s hypodiploidni DNA. Hodnoty piedstavuji priméry + SD alespon tfi nezavislych pokusi.
*P<0,05 v porovnani skontrolou pomoci jednocestného testu Anova a Dunnettova mnohocetného

porovnavaciho testu.

Oh

Obr. 5-6D Apoptoza indukovana etoposidem u lidské melanomové linie Bowes v intervalu 72h. Fluorescenéni

mikroskopie, zvétseni 600x. Mé&fitko 5 um. Fotografie predstavuji vysledky tii nezavislych pokusi.
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5.7. Etoposidem vyvolané poSkozeni DNA a aktivace na p53 zavislé signalni drahy u

melanomovych bun¢k

Podobné jako kamptotecin i etoposid ptisobi primarné na DNA cilovych bun¢k. Poskozeni
DNA a jeji kinetika byla v tomto ptipad¢ sledovana pomoci exprese senzoru poSkozeni DNA
— fosforylovaného histonu H2A.X. Analyzy exprese tohoto proteinu prokazaly, ze etoposid
vyvolava Casné zmény v genetickém aparatu exponovanych bunék (statisticky vyznamna
exprese histonu byla patrnd v buiikdch Bowes jiz po 12h od zacatku ovlivnéni) (Obr. 5-7A).
Na druhé¢ stran¢ z morfologickych analyz vyplyva, Zze povaha poSkozeni DNA byla v tomto
piipadé ponékud odlisnd od kamptotecinem navozenych zmén, coz bylo patrné zejména pfti

mikroskopickych studiich lokalizace, poc¢tu a charakteru exprese histonu v jadrech bunék.
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Obr. 5-7A Kinetika exprese fosforylovaného histonu H2A.X jako senzoru poSkozené DNA u lidské
melanomové linie Bowes ovlivnéné etoposidem v koncentraci 10 pg/ml v intervalu 20h. Hodnoty pfedstavuji
priméry £+ SD alesponn tfi nezavislych pokust. *P<0,05 v porovnani s kontrolnimi kulturami pomoci

jednocestného testu Anova a Dunnettova mnohocetného porovnavaciho testu.

49



Etoposidem navozené poSkozeni DNA vyvolalo u melanomovych bunék Bowes aktivaci

specifické signalni drahy zahrnujici ATM kinazu, jejiz exprese se zvySovala jiz po 6h

Oh 3h 6h

p-ATM(Ser-1981)

B-aktin

Oh 6h 12h

p53 BAX

p33(Ser-15) BCL-2

12h 24h 36h
1.0 3.5 32
1.0 08 06

Obr. 5-7B Western blottingova analyza aktivace na poskozeni DNA-zavislé signalni drahy u lidské

melanomové linie Bowes ovlivnéné etoposidem v koncentraci 10 pg/ml v intervalu 36h. Nanasky proteinti byly

normalizovany k B-aktinu a kvantifikace prouzkl byla provedena softwarem GelQuant Ver 2.7 (DNR Bio-

Imaging Systems, Jerusalem, Izrael). Hodnoty pfedstavuji priméry + SD alespon tii nezavislych pokusi.

expozice k etoposidu a byla doprovazena specifickou fosforylaci tohoto proteinu na pozici
Ser-1981. Nasledn¢ doslo ke zvyseni exprese genu tp53 a zvySovala se také koncentrace
proteinu p53 fosforylovaného na pozici Ser-15. Tento proces byl doprovdzen pozdéjSim
masivnim zvySenim koncentrace proapoptotického proteinu BAX a poklesem koncentrace

antiapoptotického proteinu BCL-2 (Obr. 5-7B).

5.8. Pfimy vliv etoposidu na mitochondrie melanomovych bunék

Vzhledem k publikovanym studiim a multicentrickému plisobeni etoposidu na cilové buiky

byl zkouman také jeho potencialni pfimy vliv na funkci mitochondrii. Pomoci ¢asosbérné

fluorescen¢ni mikroskopie a pokrocilé analyzy obrazu bun¢k Bowes s GFP-oznacenymi
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Obr. 5-8A Zmény v dynamice mitochondrii u lidské melanomové linie Bowes ovlivnéné etoposidem
v koncentraci 10 pg/ml v intervalu 48h. Mé&feno na stanici Olympus cell®. Hodnoty pfedstavuji priméry + SD

alespon tii nezavislych pokusi.

mitochondriemi bylo zjiS§téno, ze béhem prvnich 12h
ovlivnéni  etoposidem se mitochondridlni  sit
neménila, a to jak zhlediska jejich tvaru tak
dynamiky. Naopak zpocatku dochazelo spise
k nartistu fluorescen¢ni intenzity zkoumanych bunék,
coz sveédcilo spiSe o vzriistajici mase mitochondrialni
sit¢. Tento trend pokraCoval zhruba do 20h od

pocatku ovlivnéni, aby poté doslo k vyznamnému

Obr. 5-8B Dynamické zmény mitochondrii ozna¢enych

Organelle Lights™ Mito-GFP v melanomovych buitkkach Bowes
po ovlivnéni etoposidem v koncentraci 10 pug/ml v intervalu 48h.
Mgéieno na stanici Olympus cell”. Zvétseni 600x. Méfitko 5 um.

Fotografie ptedstavuji vysledky tii nezavislych pokusi.
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obratu a fluorescen¢ni intenzita prudce klesala (Obr. 5-8A). Tato zména korespondovala
mikroskopicky se zménou tvaru a lokalizace mitochondrii, které se ménily z vlaknitych na
sto¢ené¢ az shloucené utvary hromadici se v perinuklearni oblasti. Mitochondrie se také
vyznacovaly zménou dynamiky pohybu (Obr. 5-8B).

Zmény v chovani a morfologie mitochondrii ovlivnénych melanomovych bun¢k byly
v dal$im kroku korelovany s funk¢nimi analyzami bunécné produkce ATP a superoxidového
radikalu. Ob¢ tyto analyzy prokézaly, Ze béhem prvnich 20h po ovlivnéni etoposidem se
produkce ATP stejné jako superoxidového radikalu zvySovala, a kjejich vyznamnému
poklesu doslo az béhem pozd¢jSich intervalti ovlivnéni, coz korespondovalo s pozorovanou

inhibici dynamiky téchto organel (Obr. 5-8C a D).
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Obr. 5-8C Kinetika produkce superoxidového radikalu u lidské melanomové linie Bowes ovlivnéné etoposidem
v koncentraci 10 pg/ml v intervalu 24h. Hodnoty predstavuji priméry + SD alespon tii nezavislych pokusu.
*P<0,05 v porovnani s kontrolnimi kulturami pomoci jednocestného testu Anova a Dunnettova mnohocetného

porovnavaciho testu.
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Obr. 5-8D Zmény v obsahu ATP u lidské melanomové linie Bowes ovlivnéné etoposidem v koncentraci

10 pg/ml v intervalu 72h. Hodnoty pfedstavuji priméry + SD alespon tii nezévislych pokusd.

5.9. Etoposid indukuje na kaspézach zavislou mitochondrialni apoptdzu

Mechanizmy etoposidem indukované apoptdzy v lidskych melanomovych buiikach linie
Bowes byly studovany v souvislosti s mitochondriemi. Sledovani zmén v mitochondridlnim
membranovém potencidlu u ovlivnénych bunék prokéazalo, Ze k jeho vyznamnému poklesu
dochazi az behem pozd¢jSich intervalti plisobeni cytostatika — po 48-72h (Obr. 5-9A).
Analyza fenoménu zvySené propustnosti mitochondridlni membrany (mitochondrial
membrane transition) naopak naznacila pomérné casnou translokaci cytochromu ¢
z mitochondridlni matrix do cytoplazmy ovlivnénych bunck (interval 30-36h od zacatku
ovlivnéni — Obr. 5-9B a C).

Pro apoptézu kliCova aktivace exekuCnich enzymii kaspaz byla sledovana pomoci
kinetickych test. Kinetické testy prokazaly zvySenou aktivitu obou enzymi v intervalu 24-
36h od zacatku ovlivnéni etoposidem, pfi¢emz maximum aktivity kaspazy-3 bylo ponékud
posunuto v ¢ase a bylo méné intenzivni. Pfi proméfovani aktivit dalSich zastupci rodiny

kaspaz bylo dale zjisténo, ze etoposid aktivuje 1 kaspazu-2 (Obr. 5-9D).
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Obr. 5-9A Kinetika zmén mitochondridlniho membranového potencialu (MMP) u lidské melanomové linie

Bowes ovlivnéné etoposidem v koncentraci 1 pg/ml v intervalu 72h. Hodnoty pfedstavuji pruméry + SD alespoit

tfi nezavislych pokusd.
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Obr. 5-9B a C Translokace cytochromu ¢ do cytoplazmy (B) a ubytek koncentrace cytochromu c

v mitochondridlni frakci (C) u lidské melanomové linie Bowes ovlivnéné etoposidem v koncentraci 1 pg/ml v

intervalu 72h. Hodnoty ptedstavuji priméry + SD alespon tfi nezavislych pokust. *P<0,05 v porovnani

s kontrolnimi kulturami pomoci jednocestného testu Anova a Dunnettova mnohocetného porovnavaciho testu.

Aktivace apoptozy nebyla doprovazena zménami v expresi inhibitoru apoptdzy

survivinu, avSak bylo detekovano ptechodné zvySeni exprese proteinu XIAP (24-36h od

zacatku ovlivnéni) a signifikantni zvySeni exprese proteinu tepelného Soku 27 (HSP27), které

se projevilo jiz za 24h od zacatku ovlivnéni bunék etoposidem (Obr. 5-9E).
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Obr. 5-9D Zmény aktivity kaspazy-9, kaspazy-3 a kaspazy-2 u lidské melanomové linie Bowes ovlivnéné
etoposidem v koncentraci 1 pg/ml v intervalu 72h. Hodnoty pfedstavuji praiméry = SD alespon tii nezavislych
pokusi. *P<0,05 v porovnani s casovym intervalem ovlivnéni 6h pomoci jednocestného testu Anova a

Dunnettova mnohocetného porovnavaciho testu.

Oh 12h 24h 36h 48h

Obr. 5-9E Western blotingova
Survivin analyza exprese proteind inhibujicich
apoptozu u lidské melanomové linie
Bowes ovlivnéné etoposidem
XIAP v koncentraci 10 pg/ml v intervalu
48h.  Nanasky  proteini  byly
normalizovany k B-aktinu a
kvantifikace prouzki byla provedena

softwarem GelQuant Ver 2.7 (DNR

HSP27

10 1.0 25 34 28

Bio-Imaging  Systems, Jerusalem,

Izrael). Hodnoty pfedstavuji priméry + SD alespon tii nezavislych pokusi.
Inhibice jednotlivych krokii stresové a proapoptotické signalizace vyvolané

etoposidem pomoci specifickych inhibitorti prokazala, Ze ATM kindza, protein p53,

translokace cytochromu c a kaspazy hraji vyznamnou ulohu pii etoposidem navozené smrti
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Obr. 5-9F Uginek inhibitorti na 1 pg/ml etoposidem (Eto) vyvolanou apoptozu u lidské melanomové linie
Bowes v intervalu 72h. Dvanact hodin ¢i 1h pied ovlivnénim etoposidem byly k buiikdm pfidany inhibitory
ATM kinazy, cytochromu c (cyklosporin A), p53 (Pifitrin-a), pankaspaz (z-VAD-fmk), kaspazy-2 (z-VDVAD-
fmk) a kaspazy-3 (DEVD-fmk). Hodnoty piedstavuji priméry + SD alespon tii nezavislych pokusi. *P<0,05
v porovnani s buitkkami Bowes ovlivnénymi etoposidem pomoci jednocestného testu Anova a Dunnettova

mnohocetného porovnavaciho testu.

melanomovych bunék linie Bowes. U&innost jednotlivych inhibi¢nich krokd se vsak
individualné lisila, pficemz uplné se apoptdzu podatilo potlacit pfi inhibici ATM kinazy, pfi
inhibici translokace cytochromu ¢ a pii inhibici aktivace vSech kaspaz. Tyto vysledky
odpovidaji také ptitomnosti fosforylované (aktivované) ATM kindzy u bunck Bowes
ptedovlivnénych vyse zminénymi inhibitory a podtrhuji vyznam této molekuly pfi etoposidem

indukované bunécné smrti (Obr. 5-9G).
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Obr. 5-9G Western blotingova analyza exprese fosforylované (aktivované) formy ATM kinazy u lidské

melanomové linie Bowes ovlivnéné etoposidem v koncentraci 10 pg/ml a ovlivnéné kombinaci etoposidu a
specifického inhibitoru v intervalu 72h. V dany ¢asovy interval pfed ovlivnénim etoposidem (viz Material a
metodiky) byly k bunikam ptidany inhibitory ATM kinazy, cytochromu ¢ (cyklosporin A - CsA), p53 (Pifitrin-a),
pankaspaz (z-VAD-fmk), kaspazy-2 (z-VDVAD-fmk) a kaspazy-3 (DEVD-fmk). Hodnoty pfedstavuji praméry
+ SD alespon tii nezavislych pokust. Nanasky proteinti byly normalizovany k [-aktinu a kvantifikace prouzka
byla provedena softwarem GelQuant Ver 2.7 (DNR Bio-Imaging Systems, Jerusalem, Izrael). Hodnoty

predstavuji praiméry + SD alespon ti nezavislych pokusi.

5.10. Cytotoxicita a proapoptotickd aktivita kamptotecinu, etoposidu a jejich kombinace na

melanomovych buiikach s odliSnym statutem genu tp53

Cytotoxicita inhibitord topoisomerazy I (kamptotecin) a topoisomerazy II (etoposid) byla
prokézana na lidskych melanomovych liniich s divokym (nemutovanym) genem tp53 (napf.
Bowes - viz oddily 5.1 a 5.5). Ziskané vysledky také potvrdily, Ze kamptotecin vykazoval
vyssi antiproliferacni a cytotoxickou aktivitu v porovnani s etoposidem. Protoze podstatou
cytotoxicity a proapoptotické aktivity obou cytostatik bylo poskozeni DNA, aktivace na p53
zavislé signalizace a mitochondridlni apoptdza, byly tyto mechanizmy déale ovéfovany na
melanomové linii SK-Mel-28, kterd nese mutovany gen tp53. Zaroven byl také porovnavan
ucinek kombinace obou cytostatik, a to jak u tpS3 nemutované melanomové linie (Bowes) tak
u linie nesouci mutaci v genu tp53 (SK-Mel-28). Ukazalo se, ze podobn¢ jako u linic Bowes
byl kamptotecin ucinngjsi také u linie SK-Mel-28, i kdyz tato linie byla obecné daleko

rezistentnéjs$i k obéma cytostatiklim nez buniky linie Bowes (Obr. 5-10A).
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Obr. 5-10A Cytotoxicita kamptotecinu a etoposidu testovana na lidské melanomové linii SK-Mel-28 v intervalu
24h pomoci inkorporace znaceného BrdU. Hodnoty pfedstavuji praméry + SD alespon tii nezavislych pokusu.
*P<0,05 v porovnani s kontrolou #P<0,05 v porovnani s kamptotecinem o stejné koncentraci a ve stejném

¢asovém intervalu pomoci jednocestného testu Anova a Dunnettova mnohocetného porovnavaciho testu.

Pti pouziti kombinace obou cytostatik se jako nejucinnéjsi jevila kombinace kamptotecin
(1 pg/ml) a etoposid (10 pg/ml), kterd inhibovala proliferaci obou melanomovych linii
nezavisle na stavu genu tp53 (Obr. 5-10B a C).

Z divodli provéazanosti pokusti a diky vztahu mezi cytotoxicitou a navozenou
bunécnou smrti byla pro vybrané kombinace kamptotecinu a etoposidu stanovena u obou
testovanych bunéénych linii mira apoptézy. Podle ptfedpokladli kombinace s nejucinngjsi
cytotoxickou aktivitou vyvoldvala i nejvyssi miru apoptozy, i kdyz se také v tomto piipade
projevil rozdil mezi buitkami s mutovanym a nemutovanym genem tp53 (buiiky s mutovanym
genem tp53 se jevily jako vyznamné méné citlivé ke kombinaci obou cytostatik) (Obr. 5-

10D).
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Obr. 5-10B Cytotoxicita kombinaci kamptotecinu a etoposidu testovana na lidské melanomové linii Bowes v
intervalu 24h pomoci inkorporace znaceného BrdU. Hodnoty ptedstavuji praméry + SD alespon tii nezavislych
pokusti. *P<0,05 v porovnani s kontrolou pro danou koncentraci kamptotecinu pomoci jednocestného testu

Anova a Dunnettova mnohocetného porovnavaciho testu.
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Obr. 5-10C Cytotoxicita kombinaci kamptotecinu a etoposidu testovana na lidské melanomové linii SK-Mel-28
v intervalu 24h pomoci inkorporace znaceného BrdU. Hodnoty pfedstavuji priméry + SD alespoii tfi nezavislych
pokust. *P<0,05 v porovnani s kontrolou pro danou koncentraci kamptotecinu pomoci jednocestného testu

Anova a Dunnettova mnohocetného porovnavaciho testu.
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Obr. 5-10D Apoptdza indukovana kombinacemi kamptotecinu a etoposidu u lidskych melanomovych linii
Bowes a SK-MEL 28 v intervalu 24h pomoci méfeni obsahu bun¢k s hypodiploidni DNA. Hodnoty pfedstavuji
priméry = SD alespon tfi nezavislych pokust.. *P<0,05 v porovnani s kontrolnimi bunikami Bowes #P<0,05
v porovnani s kontrolnimi buitkami SK-Mel-28 +P<0,05 v porovnani s buiikami Bowes ovlivnénymi stejnymi
koncentracemi kamptotecinu a etoposidu ve stejny ¢asovy interval pomoci jednocestného testu Anova a

Dunnettova mnohocetného porovnavaciho testu.

5.11. Poskozeni DNA a oxidativni stres indukovany kombinaci kamptotecinu a etoposidu na

melanomovych buiikach s odliSnym statutem genu tp53

Pro objasnéni mechanizmii, kterymi ti¢innd kombinace obou cytostatik (kamptotecin 1 pg/ml
a etoposid 10 pg/ml) navozuje cytotoxicitu a bunéénou smrt u melanomovych bunék byla
sledovéna integrita DNA a redoxni stav v ovlivnénych buiikach. Prvni vyznamné zmény ve
struktufe DNA obou melanomovych linii byly patrné jiz po 4h plisobeni a s délkou piisobeni

testované kombinace cytostatik se tyto zmény porovnateln¢ prohlubovaly, pficemz maxima

dosahly po 24h (Obr. 5-11A).
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Obr. 5-11A Poskozeni DNA stanovované pomoci Comet assay u lidskych melanomovych linii Bowes a SK-
Mel-28 ovlivnénych kombinaci kamptotecinu v koncentraci 1 pg/ml a etoposidu v koncentraci 10 pg/ml v
intervalu 24h. Hodnoty piedstavuji pruméry = SD alespon tii nezavislych pokust. *P<0,05 v porovnani
s kontrolnimi liniemi, které mély vzdy migracni intenzitu DNA niz§i nez 5 % pomoci jednocestného testu Anova

a Dunnettova mnohocetného porovnavaciho testu.

Sledovani ¢asovych zmén redoxniho stavu ovlivnénych bunék prokézalo, Ze oproti
poskozeni DNA, cytostatiky navozena tvorba reaktivnich forem kysliku dosahla vyznamnych
hladin az za 12h od zacatku jejich piisobeni, ale v Case neustale stoupala, a to opét u obou

modelovych melanomovych linii porovnatelné stejné (Obr. 5-11B).

5.12. Kombinace inhibitorli topoizomerazy stimuluje zmény v aktivité stresovych kinaz

S ohledem na zndmé mechanizmy aktivace apoptdzy, které zahrnuji oxidativni stres a aktivni
podil tzv. stresovych kinaz, byla aktivita téchto enzym méfena u obou modelovych
melanomovych linii. Vysledky téchto pokusti ukézaly, Ze testovand kombinace obou
cytostatik vyvolala ¢asové zavislou aktivaci p38 a JNK u linie SK-MEL-28. Na druhé strané u
linie Bowes byla zaznamenana pouze mirné zvySena aktivita vySe zminénych kinaz, a to v

pozdéjsich Casovych intervalech (Obr. 5-12A a B).
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Obr. 5-11B Tvorba reaktivnich forem kysliku (oxidativni stres) u lidskych melanomovych linii Bowes a SK-
Mel-28 ovlivnénych kombinaci kamptotecinu v koncentraci 1 pg/ml a etoposidu v koncentraci 10 pg/ml
v intervalu 24h. Hodnoty pfedstavuji priméry = SD alespon tfi nezavislych pokusti. *P<0,05 v porovnani
s kontrolnimi liniemi, kde byla vzdy hodnota fluorescence nizsi nez 0,1 pomoci jednocestného testu Anova a

Dunnettova mnohocetného porovnavaciho testu.
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Obr. 5-12A a B Kinetika aktivace stresovych kinaz (A) p38 a (B) JNK u lidskych melanomovych linii Bowes a
SK-Mel-28 ovlivnénych kombinaci kamptotecinu v koncentraci 1 pg/ml a etoposidu v koncentraci 10 pg/ml v
intervalu 24h. Hodnoty ptedstavuji priméry + SD alesponn tfi nezavislych pokust. *P<0,05 v porovnani
s kontrolni linii SK-Mel-28 #P<0,05 v porovnani s linii Bowes ve stejny Casovy interval ovlivnéni pomoci

jednocestného testu Anova a Dunnettova mnohocetného porovnavaciho testu.
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5.13. Kombinace inhibitorti topoizomerazy aktivuje mitochondridlni a na kaspaze zavislou

apoptozu

Pro ziskani detailngj$i predstavy o zapojeni specifickych medidtori apoptézy v modelu
lidskych melanomovych linii ovlivnénych kombinaci inhibitori topoizomeraz byly
analyzovany expresni profily vybranych proapoptotickych a antiapoptotickych proteini.
Vysledky ukazaly, Ze u bunck linie Bowes se po pouziti kombinace cytostatik jiz po
8h zvySovalo mnozstvi proteinu p53 a BAX. Ve zhruba stejném ¢asovém horizontu doslo ke
specifickému $tépeni proteinu BID a ke snizeni mnozstvi proteint BCL-2 a BCL-XL. Tyto
zmény piedchdzely zménam v mitochondridlnim membranovém potencialu, ktery vyznamné
klesal v intervalu mezi 12-16h od zacatku ovlivnéni. Na druhé stran€ u bun¢k linie SK-Mel-
28 nebyly zaznamendny zadné zmény v expresi genu tp53 a ackoliv se mnozstvi proteinu Bax
postupné zvysovalo a doslo 1 ke specifickému $tépeni proteinu BID, mnozstvi proteintt BCL-2

a BCL-XL zustavalo na konstantni trovni (Obr. 5-13A a B).
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Obr. 5-13B Kinetika zmén v mitochondrialnim membranovém potencialu (MMP) u lidskych melanomovych
linii Bowes a SK-Mel-28 ovlivnénych kombinaci kamptotecinu v koncentraci 1 pg/ml a etoposidu v koncentraci
10 pg/ml v intervalu 24h. Hodnoty pfedstavuji pruméry + SD alesponn tfi nezavislych pokust. *P<0,05
v porovnani s kontrolnimi liniemi na pocatku ovlivnéni #P<0,05 v porovnani s linii SK-Mel-28 ve stejny

interval ovlivnéni pomoci jednocestného testu Anova a Dunnettova mnohocetného porovnavaciho testu.

Korelace pozorovanych zmén v expresi apoptéozu regulujicich mediatora a aktivity
8 a kaspaza-9) a exekucnich kaspaz (kaspaza-3). Kinetické analyzy naznacily, ze s vyjimkou
kaspazy-2, jejiz funkce se u cytostatiky ovlivnénych bunék linie SK-Mel-28 jevila jako
minoritni, aktivita ostatnich sledovanych kaspdz vyznamné rostla, a to v intervalu 12-16h od
zacatku ovlivnéni. Dal$im zavérem téchto studii bylo také to, Ze aktivita kaspaz byla obecné

niZ$i u bunék linie SK-Mel-28 (Obr. 5-13C a D).
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Obr. 5-13C Zmény aktivity kaspazy-2, kaspazy-8, kaspazy-9 a kaspazy-3 u lidské melanomové linie Bowes
ovlivnéné kombinaci kamptotecinu v koncentraci 1 pg/ml a etoposidu v koncentraci 10 pg/ml v intervalu 24h.
Hodnoty piedstavuji priméry + SD alespon tii nezavislych pokusd. *P<0,05 v porovnani s ¢asovym intervalem

ovlivnéni 6h pomoci jednocestného testu Anova a Dunnettova mnohocetného porovnavaciho testu.
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Obr. 5-13D Zm¢ény aktivity kaspazy-2, kaspazy-8, kaspazy-9 a kaspazy-3 u lidské melanomové linie Sk-Mel-28
ovlivnéné kombinaci kamptotecinu v koncentraci 1 pg/ml a etoposidu v koncentraci 10 pg/ml v intervalu 24h.
Hodnoty piedstavuji prumery £ SD alespon tii nezavislych pokust. *P<0,05 v porovnani s Casovym intervalem

ovlivnéni 6h pomoci jednocestného testu Anova a Dunnettova mnohocetného porovnavaciho testu.

65



5.14. Kombinace inhibitorii topoizomerazy aktivuje pro bunécnou linii specifickou

proapoptotickou signalizaci

Vyznam jednotlivych medidtorti a signalnich drah pfi apoptoze lidskych melanomovych linii
Bowes a SK-Mel-28 vyvolané kombinaci inhibitori topoizomerdz byl ovéfen pomoci

specifickych inhibitort. Vyznamného snizeni apoptdzy u bun€k linie Bowes bylo dosazeno
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Obr. 5-14A Ucinek inhibitort na apoptézu indukovanou kombinaci kamptotecinu v koncentraci 1 pg/ml a
etoposidu v koncentraci 10 pg/ml u lidskych melanomovych linii Bowes a SK-Mel 28 v intervalu 24h. V dany
Casovy interval pfed ovlivnénim kombinaci cytostatik (viz Materidl a metodiky) byly k bunkam pfidany
antioxidant NAC, inhibitory p53 (Pifitrin-a), p38 (SB203580), JNK (SP60012) a kaspazy-8 (z-IETD-fmk).
Hodnoty predstavuji praméry = SD alespon tii nezavislych pokust. *P<0,05 v porovnani s buitkami Bowes

ovlivnénymi etoposidem pomoci jednocestného testu Anova a Dunnettova mnohocetného porovnavaciho testu.

pouze prostiednictvim specifického inhibitoru p53 Pifitrinu-a zatimco antioxidant NAC stejné
tak jako specifické inhibitory p38, JNK a kaspazy-8 se ukazaly jako netc¢inné. U bun¢€k linie
SK-Mel-28 vsak antioxidant NAC vyznamné snizil cytostatiky vyvolanou apoptdzu stejné tak
jako vySe zminéné inhibitory stresovych kindz a kaspazy-8 (Obr. 5-14A).
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6. DISKUSE

Lidsky maligni melanom piedstavuje v soucasné dobé vyznamny medicinsky problém.
Ptes vyrazné pokroky v oblasti poznani biologie tohoto nddorového onemocnéni, zpiesiujici
se definice rizikovych faktori jeho vzniku 1 dostupnosti modernich diagnostickych a
1écebnych postuptl, incidence melanomu stoupd a s ni stoupa 1 individuélni celozivotni riziko
jeho vzniku. Pokrocila stddia melanomu, a to zejména diseminujici nebo metastatické formy,
jsou v soucasné dobé prakticky neléCitelné klasickymi chirurgickymi postupy, piipadné
radioterapiii, a proto pokracuje intenzivni vyzkum v oblasti chemoterapie. Efektivni
systémova chemoterapie pokrocilych stadii melanomu neexistuje, pficemz mnohé 1écebné
protokoly zalozené na pouziti jednotlivych cytostatik nebo jejich kombinace selhaly (80, 91).
Jednim z divoda zvySené rezistence melanomovych buné€k in vitro a in vivo vici jednotlivym
cytostatikim ¢i jejich kombinacim je akumulace genetickych aberaci, jakymi jsou napf.
chromozomalni delece ¢i amplifikace, které nésledné¢ vedou ke zméndm na urovni
biochemickych signalizacnich drah s naslednymi alteracemi v biologickém chovani. Nékteré
mechanismy a faktory, které podminuji vznik a rozvoj chemorezistence jsou znamy a zahrnuji
napt. zvySenou aktivitu DNA repara¢nich procesii zajiSt'ujici stabilitu nadorovych bunék vici
poskozeni DNA (87), zvySenou expresi tzv. multidrug resistance proteins (MDRP) nebo
zvysenou odolnost proti navozené bunécné smrti (28). Mnoho ostatnich vSak zlstava
nejasnych.

Kromé¢ vyzkumu primérné zaméten¢ho na vyvoj ucinné cytostatické 1€cby melanomu
pokracuji také intenzivni studia zaméfend na identifikaci a validaci prognostickych markera
pokrocilych stadii tohoto maligniho onemocnéni. Mezi potencialni kandidaty patii exprese
topoisomerdz, tedy enzymi, které se podileji na replikaci, rekombinaci a reparaci genetické
informace, ale také reguluji transkripci a odpoveéd’ na riizna cytostatika (33, 66). Amplifikace
genu pro topoisomerazu I a jeji nasledna zvySena exprese byla nalezena v rtiznych typech
nadorii véetné maligniho melanomu, kde je spojena s horsi prognézou (86). ZvySena exprese
topoisomerazy Ila je také u nadorG pomérné castd a zahrnuje rovnéZz pokrocild stadia
melanomu (63). Oba enzymy jsou v piipad¢ maligniho melanomu obzvlasté atraktivnimi cily
specializovaného vyzkumu, protoze mohou sehrat dvoji tlohu; jednak jako diagnostické
markery stddia nddorového onemocnéni a také jako cil protinadorové 1écby.

Inhibice topoisomerdz I a Ila je obecné Gcinna pii 1léEbé mnoha vysoce agresivnich a

invazivnich nadort jakymi jsou napt. lymfomy, nadory prsu ¢i malobunéény karcinom plic
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(2, 7, 23, 34). Z divodl vysoké exprese obou enzymt v buitkach maligniho melanomu by
tedy mohlo vyuziti specifickych inhibitorii topoisomeraz také v tomto piipadé¢ znamenat
vyznamny lééebny ptfinos. Nanestésti se vSak ukazalo, ze dostupné inhibitory topoisomeraz
jsou jak v monoterapii tak v kombinovanych protokolech net¢inné (56). 1 kdyz tedy
v soucasné dobé tyto latky nejsou indikovéany k systémové chemoterapii pokrocilych stadii
melanomu, jejich mechanismy plsobeni na melanomové bunky a typy vyvolanych
biologickych odpovédi jsou neustale zkoumany.

Tato prace si vytkla za cil bliz§i pochopeni podstaty bunécné odpovédi vybranych
lidskych melanomovych linii na kamptotecin (inhibitor topisomerazy I) a etoposid (inhibitor
topoisomerazy Ila) vcetné jejich kombinaci v modelu in vitro. Zvlastni pozornost byla
vénovana analyze tzv. stresovych signalnich drah vedoucich k navozeni bunécné smrti —
apoptozy.

ProtoZe ucinnost inhibitorti topoisomeraz je primarné¢ zavisla na pritomnosti cilové
molekuly v bunce, vprvé fadé¢ jsme ovefovali expresi obou enzymii pomoci Western
blotingu. Zjistili jsme, Ze vSechny ¢tyfi melanomové linie exprimuji oba enzymy, ale Groven
exprese se mezi jednotlivymi liniemi vyznamné 1i§i. Potencidlné nejvys$S§i mnozstvi
topoisomerazy | jsme nasli u linie Bowes, kterda je vysoce agresivni a metastatickd, coz
odpovidd publikovanym zkuSenostem s primarnimi a metastatickymi melanomy (86). Jesté
vyS$$i variabilitu jsme naSli u expresniho profilu topoisomerazy Ila. Tento enzym neni u
melanomi univerzalné¢ exprimovan, i kdyz jeho zvySujici se exprese koreluje s jejich
histopatologickou a klinickou progresi (70). V naSem pfipad¢ jsme vysSi expresi tohoto
enzymu nalezli v liniich Bowes a A2058, které jsou klasifikovany jako agresivni a
metastatické, zatimco u liniit WM-115 a SK-Mel-28 byla exprese signifikantné nizsi, coz by
také odpovidalo jejich relativné niz§imu stupni malignity.

Po ovéfeni pritomnosti topoisomeraz v naSich modelovych liniich jsme pfistoupili ke
studiim uc¢inkd kamptotecinu na tii liniich (Bowes, WM-115 a A2058), které nesou divokou
(nemutovanou) formu genu p53. Bylo totiZ prokazano, ze status genu p53 a na ném zavisla
signalizace vyznamné ovliviluje vnimavost malignich melanocytd k cytostatikim
interagujicicm s DNA, a to prostfednictvim nékolika mechanismii. Mutace v genu tp53 jsou
sice u melanomu relativné vzacné (odhaduje se, Ze se vyskytuji v cca 10-25% piipadi),
nicméné¢ mutovand forma proteinu p53 neni schopna transkripén€ inhibovat expresi
antiapoptotického proteinu BCL-2 a chemorezistenci podminiujiciho P-glykoproteinu (Pgp), a
tak zvySovat rezistenci melanomovych bunék k bunééné smrti navozené poSkozenim DNA

(59). Defektni aktivace genu tp53 (nizsi transkripéni aktivita) dale mtize ptispivat ke slabé
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odpovédi na DNA poskozeni ve smyslu apoptozy (5). A konecné funkéni interakce mezi na
p53-zéavislymi molekulami a ostatnimi mediatory proapoptotickych signéalnich drah je ¢asto u
melanomovych bunék nefukéni, coz je napt. ptipad asociace proteinu p53 a proteinu 14-3-3,
ktera piispiva ke snizené tendenci bunék aktivovat apoptdzu (88).

Vysledky studii zaméfenych na antiproliferatni uc¢inky kamptotecinu u vyse
zminénych linii prokdzaly na koncentraci zavislou cytotoxicitu této latky, ktera byla spojena
také s indukci mitochondridlni apoptozy charakterizované zménami v mitochondrialnim
membranovém potencidlu, aktivaci kaspaz-9 a -3 a specifickym Stépenim PARPu. Mezi
testovanymi liniemi vSak existovaly rozdily v urovni navozené bunécné smrti, kdy se jako
nejméne citliva ukazala byt linie WM-115. Nasledné analyzy prokazaly, ze kamptotecin u této
linie nevyvolal zmény v expresi genu tp53 a ani protein p53 nebyl specificky fosforylovan
jako u linii Bowes a A2058. Podobny trend jsme zaznamenali i u proteinu p73, ktery patii do
rodiny p53. Oba tyto proteiny jsou nasledné po poskozeni DNA stabilizovany a aktivovany
(47) v zavislosti na aktivit¢ check point kinazy 1 (Chkl) (105). Protoze vSak ndmi zjisténa
aktivita Chkl i Groven poskozeni DNA byly pfiblizn€ stejné u vSech studovanych linii,
neschopnost indukce p53 a p73 u bunék WM-115 musi zaviset na dalSich komplexnégjsich
mechanismech jako naptf. na diferencidlni expresi specifickych proteinovych kinaz,
genomickém imprintingu nebo poruchach v signalizaci c-Abl (47, 113)

Cytostatiky navozené poSkozeni DNA a nasledna apoptdza u nadorovych bun¢k ¢asto
zahrnuji také dal$i, na p53 nezavisly faktor — kaspazu-2 (83). Kaspaza-2 byla neddvno
prokézana jako klicovy prvek pti docetaxelem navozené apoptdze melanomovych bunck (65).
Nekteti autofi se domnivaji, ze kaspaza-2 se asociuje s pS53 indukovanym proteinem
obsahujicim smrtici doménu a adaptorovy protein (RAIDD) a v n€kterych nadorech by jejim
aktivatorem mohl byt protein p73 (116). Nami zjisténa diferencialni aktivace kaspazy-2 u
modelovych melanomovych linii stimto navrzenym mechanismem koresponduje, protoze
kaspazova aktivita korelovala s expresnimi hladinami jak p53 tak p73.

DNA poskozeni vyvolava aktivaci a akumulaci proteinii p53 a p73, které néasledné
aktivuji cilové proapoptotické geny jako Bax, Noxa a Puma, jejichZz produkty se translokuji
do mitochondrii. Také proteiny p53 a/nebo kaspdza-2 se mohou cilené¢ vazat na vnéjsi
mitochondrialni membranu a tvofit komplexy s proteiny BCL-2 nebo BCL-XL, a timto
zpusobem indukovat ztratu mitochondridlntho membranového potencialu a zvySovat
propustnost vnéjsi mitochondridlni membrany pro apoptogenni faktory (64, 79, 116).
Vysledky naSich kinetickych studii jsou v souladu s témito zavéry a ukazuji zajimavé

expresni profily jednotlivych proteini. Zvlastni pozornost zasluhuje variabilita exprese
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proteinu Noxa, protoze jeho indukovand exprese dokaze navodit bunécnou smrt 1 u
melanomovych linii s mutovanym genem tp53 a zvySenou expresi proteintt BCL-2, BCL-XL
a MCL-1 (108). V literatufe existuji zpravy o funkénim spojeni proteiniit Noxa a p53, ale to
nevysvétluje piipad bunck linie WM-115, kde jsme zjistili zvySené exprese proteinii Noxa i
PUMA a pfitom nezménéné hladiny proteinti p53 a p73. Mohlo by se tedy jednat o indukci
exprese proteinu Noxa nezavisle na p53 a PUMA (79), coz by v souvislosti s melanomy
zasluhovalo dalsi studie.

Kamptotecinem vyvolana translokace do mitochondrii melanomovych bunék byla
v nasem prfipad¢ prokdzana u proteinti pS3, BAX, PUMA a Noxa, ovSem s vyznamnymi
rozdily u jednotlivych linii. Tyto vysledky pravdépodobné znamenaji, ze kamptotecin
stimuluje signalizaci pfi které jsou v mitochondriich k dispozici rizné proapoptotické
proteiny, které nasledné zahajuji exekucni fazi apoptozy. Tato zdanliva redundance mize mit
nekolik vysvétleni. Zaprvé, miize se jednat o pfirozeny mechanismus, ktery zajistuje exekuci
bunécné smrti ve chvili, kdy je pfekrocena kritickd mez koncentrace urcitych mediatora
apoptozy, a to i v pfipadé, Ze n€které z nich ani nemusi fungovat. Zadruhé, tento stav miize
odrazet variabilitu odpovédi malignich melanomovych bunék reflektujici jejich aberantni
stav. Zatteti, kamptotecin stejn¢ jako jina cytostatika (napi. etoposid — viz nize) indukuje
v nadorovych bunkach mnohocetnou odpovéd’ diky svému zacileni na rtizné kompartmenty a
molekuly; krom¢ hlavniho u¢inku poskozujictho DNA muze plsobit i dal§imi alternativnimi
mechanismy.

Pro ovéfeni vyznamu kamptotecinem indukovanych medidtord apoptéozy jsme
v konecném kroku této Casti prace tyto medidtory specificky zablokovali a sledovali dopady
této inhibice na parametr mitochondridlntho membranového potencidlu. Vysledky téchto
pokusii prokézaly kli¢ovou ulohu proteinu BAX a p53 pii kamptotecinem navozené bunécné
smrti, ale pouze omezeny vyznam kaspazy-2 (15). Na tomto misté¢ se opét prokéazalo, ze
ackoliv jsou jednotlivé melanomové linie fenotypoveé v mnoha ohledech podobné (status tpS3,
exprese BAX atd.), existuji mezi nimi velmi specifické a jemné rozdily v expresnich profilech
jednotlivych stres, a zejména apoptézu regulujicich proteint, které jsou odpovédné za
variabilitu jejich odpovédi na DNA poskozujici cytostatika a tim 1 za jejich chemorezistenci ¢i
chemosensitivitu.

Vzhledem kvySe diskutovanému komplexnimu U¢inku kamptotecinu na
melanomovych liniich in vitro a s ohledem na fakt, Ze dalsi testovany inhibitor topoisomerazy
etoposid vykazuje podobné komplexni ti¢inky na malignich buiikach (68) byla pro tcely jeho

testovani vybrana linie Bowes. Cytotoxicita a proapoptoticka aktivita etoposidu na bunkéch
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linie Bowes vykazovala davkovou a ¢asovou zavislost a v porovnani s kamptotecinem byla
spise niz§i. Mechanismus ucinku etoposidu je podobny jako v ptipad¢ kamptotecinu. Etoposid
inhibuje u exponovanych bunék topoisomerazu Ila, vyvoldva vznik oboustrannych zlomu
v molekule DNA a aktivuje specificky kontrolni bod pomoci ATM kinazy (76). Vysledky
naSich experimentti tento fakt potvrzuji a dale rozvijeji vtom smyslu, ze ATM kindza
zprostiedkuje zvysSeni exprese proteinu pS3 sjeho néslednou specifickou fosforylaci jako
odpovéd’ na pilisobeni etoposidu. V ndvaznosti na protein p53 jsme u etoposidem
ovlivitovanych bunék linie Bowes pozorovali nasledné masivni zvySeni exprese proteinu
BAX a pokles hladin antiapoptotického proteinu BCL-2, coz odpovida znamému obecnému

Mitochondrie pfedstavuji vyznamny bunéény kompartment, ktery hraje klicovou
ulohu pii iniciaci a exekuci apoptézy, a to i u etoposidem navozené bunécné smrti
nadorovych bun¢k (52). Nedavné studie naznacuji, ze etoposidem navozena aktivace proteinu
ATM miize vést k mitochondriadlni biogenezi a snad pfispiva také k lepsi kontrole tvorby
reaktivnich forem kysliku (24). Krom¢ toho mize etoposid piisobit na mitochondrie i pfimo a
vyvolavat pokles bunéénych zasob ATP (101). Ve svétle téchto tidaji jsme se nasledné
zam¢tili na vztah etoposid-mitochondrie. Zjistili jsme, ze u mitochondrii melanomovych
bunék linie Bowes etoposid indukuje bifazickou odpoveéd’. Nejdiive zvysuje hustotu a aktivitu
mitochondrii s korespondujicim naristem bunéénych zasob ATP, aby nasledné doslo ke ztraté
hustoty mitochondrialni sité, poklesu jejich dynamiky, ale v pfitomnosti relativné stabilnich
zasob ATP. Tyto vysledky ndm pii absenci dalSich specifickych testl neumoziuji spolehlivé
vysvétlit podstatu tohoto jevu, a to zejména zda k prvotnimu nartistu hladin ATP doslo vlivem
stoupajictho mnozstvi mitochondrii nebo jejich zvySené aktivité. Jestlize vSak vezmeme
v uvahu také korespondujici nartist produkce superoxidového aniontu (jehoz primdrnim
producentem v buiikach jsou pfedev§im mitochondrie), zda se pravdépodobné, Ze etoposid
v prvni fazi svého ptsobeni stimuloval narast poc¢tu a hustoty mitochondrii. Zde vSak musime
poznamenat, ze se muze jednat o specificky ucinek etoposidu pouze na bunkéch linie Bowes,
a tak zevseobecnéni téchto zaveérli neni bez verifikacnich experimentll na jinych liniich
melanomu mozné.

Ztrata mitochondridlniho potencidlu ptfedchazi exekucni fazi apoptdzy, piicemz
z hlediska ¢asovani byla tradicn¢ povazovana za €asny projev celého procesu. V dnesni dobé
je znamo, ze v mnohych modelech je tomu naopak (62). Tomu odpovidaji také nase
pozorovani a dokonce v pifipadé urcitych bunéfnych typli miize mitochondridlni apoptéza

probéhnout rovnéz beze zmén tohoto potencialu (22, 37, 51).
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Etoposidem navozena apoptéza melanomovych bunék linie Bowes zahrnovala také
aktivaci kaspazy-2. Krom¢ svého vlivu na specifické mitochondridlni zmény (viz
kamptotecin) n¢kteii autofi naznacili, Ze mechanismus jejiho t¢inku nezévisi na oligomerizaci
proteinu APAF-1 (81). To je v pfipadé maligniho melanomu dtlezité, protoze je znamo, ze
jednim z diivoda rezistence melanomovych bunék k chemicky navozené apoptdze je ztrata
exprese APAF-1 zdivodi cast¢é mutace ptislusného genu vtomto typu nadorového
onemocnéni (97). To by totiz vysvétlovalo aktivaci a exekuci apoptdzy v bunikach linie
Bowes 1 v nepfitomnosti vyznamné exprese APAF-1. Kaspaza-2 vSak také podle naSich
vysledkii mutze ovliviiovat aktivitu kaspazy-9, a to v Casovém horizontu, ktery
nekoresponduje s maximem vyplaveni cytochromu ¢ z mitochondrii bun¢k. Vzhledem k vyse
zminénym kaspazdm byla aktivita hlavni exeku¢ni kaspdzy — kaspazy-3 u etoposidem
ovlivitovanych bun¢k Bowes relativné nizka a zpozdéna. Jednim z divod mohla byt zvySena
exprese survivinu, ktery je c¢lenem rodiny inhibitora apoptozy (IAP) a jehoZz interakce
s kaspazou-3 a nasledna inhibice byla u maligniho melanomu jiz pozorovana. Zndmé jsou
také dalsi inhibitory apoptdzy jako napt. XIAP ¢i HSP-27, jejichz vysoké hladiny jsou obecné
v liniich maligniho melanomu pfitomny (35). Oproti vSem predpokladiim se expresni profil
survivinu u malignich bunék linie Bowes vystavenych etoposidu neménil. Na druhé strané€ se
piechodné zvysila koncentrace proteinu XIAP, coz by vysvétlovalo pomalejsi a méné
intenzivni aktivaci kaspazy-3. Na druhé strané¢ vSak doSlo k velmi vyznamnému nérlstu
mnozstvi HSP-27, ktery jak bylo literarné popsano inhiboval aktivitu kaspazy-9 u lidskych
leukemickych bunék linie U937 exponovanych etoposidu (27). V nasem modelu vSak po
plusobeni etoposidu aktivita kaspazy-9 konstantné vzristala, a tak nejpfijatelnéjSim
vysvétlenim zlstdva predpoklad, Zze se bunky Bowes timto zpisobem pokusily (byt
neuspésné) branit proti navozenému stresu a hrozbé exekuce bunééné smrti.

Podobné jako v pfipadé kamptotecinu jsme v malignich melanomovych buiikach
potvrdili etoposidem navozenou aktivaci nckolika paralelnich signalnich drah vedoucich
k apoptoze. Nasledné specificka inhibice jednotlivych mediatorti a krokl v téchto signalnich
drahach jednoznacné oznacila ATM kinazu jako nejvyznamnéjsi prvek pro apoptozu klicové
signalizace. Na druhé stran¢ uloha kaspazy-2 se také vtomto modelu ukdzala byt jako
sekundarni, 1 kdyZz celkové role kaspaz ma patrné¢ ve svétle naSich vysledkii daleko Sirsi
dosah.

I kdyz inhibitory topoisomeraz nepatii mezi indikovand cytostatika pro 1écbu
pokrocilych stddii maligntho melanomu, nékteré znich dokézaly inhibovat proliferaci

malignich melanocytt (16, 75) ackoliv na n¢ ve stejnych bunécnych populacich mize vznikat
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rezistence (53). ProtoZze maligni melanomové buiky akumuluji mutace, kombinuji
mechanismy rezistence a vykazuji variabilni expresivitu topoisomeraz (56) spolu s defektni
na p53 zavislé drdhy (31), potencidlné vyhodnd chemoterapeutickd strategie mitize
kombinovat inhibici obou topoisomeraz za soucasného zvysSeni cytotoxicity prostiednictvim
rozSitené¢ho spektra ovlivnénych bunéénych cili.

V zévérecné Casti nasi prace jsme se proto vénovali studiu mechanismii cytotoxickych
ucinkt kombinace inhibitorGi topoisomerazy I a Ila, a to na dvou melanomovych liniich
lisicich se statutem genu tp53 (nemutovany — Bowes a mutovany — SK-Mel-28). Nejdiive
melanomovych bunék s mutovanym genem tp53 coz odpovida jiz publikovanym zkuSenostem
dalsich vyzkumnych skupin (60). Na druhé stran¢ kombinace obou inhibitori vykazovala
vyrazné potencovany cytotoxicky ucinek, a to i u linie SK-Mel-28 s mutovanym genem tp53.
Stejna kombinace cytostatik navozovala 1 apoptozu, ktera vSak byla u vySe zminéné linie
vyrazn¢ omezengjsi.

Po puasobeni kombinace kamptotecinu a etoposidu doSlo k vyraznému casové
zavislému naristu poSkozeni DNA a ke zvySeni tvorby reaktivnich forem kysliku —
oxidativnimu stresu. Oxidativni stres ma v bunice mnoho specifickych i nespecifickych cila a
jednim z nich jsou stresové kinazy p38 a JNK (72, 106). Na zaklad¢ cilenych ELISA testi
jsme prokazali diferencialni expresi téchto enzymil u exponovanych bunék. Zatimco u bunck
linie Bowes jsme nezaznamenali vyrazny narust aktivity téchto kindz, u bunck SK-Mel-28
k jejich aktivaci doSlo v ¢asovém horizontu mezi 12 a 24h expozice. Tyto vysledky jsou
piekvapivé a naznacuji relativné neprozkoumanou oblast biologie melanomu, kdy se
jednotlivé populace melanomovych bunék li§i ve své toleranci ke zvySenym hladindm
oxidativniho stresu (111). Cely vztah mezi genem tp53 (funguje jako sensor oxidativniho
poskozeni a aktivator apoptdzy) a stresovymi kindzami u ovlivilovanych melanomovych
bunék je vsSak ve skuteCnosti o mnoho komplikovanéjsi, protoze se objevily zpravy o
oxidativnimu stresem aktivované p38/JNK draze vazané pouze na buiiky jak s nemutovanym
genem tp53 (89) tak mutovanym (32).

Protein p53 a na ném zavisla signalni drdha zjevné hraje také v melanomu vyznamnou
tlohu, i kdyZ jako takovy je tento gen-protein mutovan relativné ziidka. Cast&jsi je jeho
aberantni aktivace (88), coZ je patrné 1 naSich vysledkda, které ukazuji jasné rozdily v expresi
na p53 zavislych proteint BAX, BCL-2, BCL-XL a BID u obou studovanych melanomovych
linii exponovanych inhibitoriim topoisomeraz. Na tomto mist¢ miZeme hypotetizovat, Ze

zvysené hladiny oxidativniho stresu mohly u bunck linie Bowes ptisobit jako potenciacni
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faktor k na p53 zavislé signalizaci, zatimco u bunék linie SK-Mel-28 byl jejich vliv na p53
zavislou signalizaci inhibi¢ni, coz bylo ostatné¢ naznaceno jinymi vyzkumnymi skupinami
(61).

Specificka ptitomnost typickych, s mitochondriemi interagujicich proapoptotickych i
antiapoptotickych proteinli u exponovanych melanomovych bun¢k nas navedla k ovéieni
mechanismi mitochondrialni apoptotické drahy vcetné aktivace kaspaz. Podle ptedpoklada
jsme zaznamenali opozdény pokles mitochondridlniho membranového potencidlu a
signifikantni aktivaci exekuc¢nich kaspéaz, a to u obou melanomovych linii. U bunék linie SK-
Mel-28 vsak byly tyto jevy vyznamné mén¢ intenzivnéjsi. Vzhledem k témto vysledklim se
tyto odlisnosti daji vysvétlit nasledujicim zptisobem: inhibitory topoisomeraz indukovaly u
bunék linie Bowes klasickou, na p53 zavislou odpovéd’, coz jsme dale prokazali pfi pouziti
specifického inhibitoru p53 Pifitrinu-a. Jako amplifikaéni faktor zde mohla pulsobit také
aktivace kaspazy-2, kterd s nejvetsi pravdépodobnosti interaguje s proteinem p53 (72), a ktera
nebyla aktivovana u bunc¢k SK-Mel-28. DalSim potencujicim mechanismem mohlo byt
specifické na kaspaze-8 zavislé Stépeni proteinu BID a jeho nasledna translokace do
mitochondrii. Role oxidativniho stresu je v této oblasti nevyjasnéna, protoze antioxidant NAC
nedokazal zabranit apoptdéze u bunék linie Bowes. Naopak u bunék linie SK-Mel-28 hral
oxidativni stres vyznamnou ulohu jak je patrné z i¢inného snizeni urovné apoptodzy po pouziti
NAC.

Celkove se tedy zd4, ze kombinace dvou inhibitord odliSnych topoisomeraz vykazuje
vyznamny ucinek u raznych linii maligniho melanomu prostfednictvim odliSnych, ale
flexibilnich mechanismti a tento piistup je tedy vhodnou platformou pro dalsi experimentalni

studie 1 pro potencialni preklinicky a klinicky vyzkum tohoto nadorového onemocnéni.
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7. ZAVERY

Na zakladé experimentalnich vysledkili je mozno obecné formulovat tyto zavéry:

)

2)

3)

U testovanych bunécnych linii lidského melanomu Bowes, WM-115, A2058 a SK-
Mel-28 byla prokazana exprese topoisomeraz I a Ila, pfiCemz mira exprese obou
enzymu se u jednotlivych linii liSila. NejvySsi exprese byla prokazana u bunék linie
Bowes a A2058 a naopak nejméné exprimovaly topoisomerazy buiky linie WM-115.
Tento odliSny expresni profil je mozné korelovat se stupném malignity jednotlivych
linii. Spolu se stupniujici se progresi melanomu stoupa 1 exprese topoisomeraz (Bowes
— vysoce maligni a vysoké exprese topoisomerdz, WM-115 — relativné nizky stupeit
malignity a nizkd exprese topoisomeraz), i kdyz dle dostupnych histopatologickych

studii toto pravidlo neplati absolutné.

Inhibitor topoisomerazy I kamptotecin vykazuje na dévce zavislou cytotoxicitu u
melanomovych linii s divokou formou genu tp53 (Bowes, WM-115, A2058) a
indukuje mitochondridlni a na kaspéaze zavislou apoptozu. Aktivace této bunécné smrti
muze probihat v pocatecnich stadiich n¢kolika propojenymi mechanismy zahrnujicimi
nejenom signalizaci mezi proteinem p53 a mitochondriemi, ale také komunikaci mezi
proteinem p73 a medidtory aktivace kaspazy-2, které mohou slouzit jako vyznamné
zesilujici elementy. Klicovym krokem této etapy je potom translokace proteinu p53 a
snad 1 na p53 a p73 zavisla translokace proteini BAX, PUMA a Noxa do
mitochondrii. Odlisna aktivita téchto molekul a odliSnosti v expresnich profilech
dalsich proapoptotickych a antiapoptotickych proteint odhaluji jedinecnost
jednotlivych melanomovych linii a s velkou pravdépodobnosti i1 ptipadnych klinickych

vzorkd.

Inhibitor topoisomerazy Ila etoposid inhibuje riist a proliferaci melanomovych bunck
linie Bowes, a to v zavislosti na Case plsobeni a pouzit¢ davce. Obecné je jeho
cytotoxicita ponékud nizSi nez u kamptotecinu. Etoposid také vyvolava
mitochondrialni na kaspazach zavislou apoptdézu. Jeji aktivace probihd
prostiednictvim tzv. DNA-damage pathway zahrnujici ATM kinazu a protein p53, ale
také nezéavislou cestou prostfednictvim kaspazy-2. Mitochondrie jsou v priab&hu

tohoto procesu vyznamnym cilovym kompartmentem a jejich odpovéd’ na ptsobeni
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etoposidu je bifazicka. Exekucni faze etoposidem stimulované apoptdzy zahrnuje

aktivaci kaspazy-2, kaspazy-9 a kaspazy-3.

4) Kombinace inhibitori topoisomeraz I a Ila (kamptotecin a etoposid) vykazuje
vyraznou cytotoxicitu u bun¢k lidského melanomu, a to nezavisle na stavu genu tp53
(mutovany a nemutovany). Tato kombinace vSak indukuje apoptézu rlznymi
mechanismy, kdy u bunck linie Bowes (nemutovany gen tp53) je aktivovana
mitochondridlni bunééna smrt charakterizovana aktivitou kaspaz, zatimco u bunék
linie SK-Mel-28 (mutovany gen tp53) je tato bunécna smrt stimulovana oxidativnim
stresem navozenou aktivaci stresovych kinaz p38 a JNK. Tyto vysledky jasné ukazuji,
ze simultanni inhibice dvou topoisomeraz u bun¢k maligniho melanomu vyznamné
zvySuje cytotoxicitu a navozuje apoptéozu i u bunék, které akumulovaly mutace
v klicovych mediatorech bunécného stresu (tp53). Tato strategie by tedy méla byt do

budoucna dale zkoumana, a to nejenom v modelech in vitro, ale 1 in vivo.

Zaverem je tieba zdUraznit, Ze tato prace si nekladla za cil studium chemoterapie maligniho
melanomu v bezprostfedni navaznosti na klinickou praxi. Hlavnim G¢elem prace byly hlubsi
sondy do biologie specifické, stresem navozené signalizace malignich melanocyt vybranych
lidskych melanomovych linii a pokus o pochopeni aktivace konkrétnich mediatorit bunécné

smrti po ovlivnéni modelovymi cytostatiky.
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