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Zkratky
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NADPH
KVO
CYP
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LDL
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EGF
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PTPs
SH2
Grb2
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GEFs
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GTP
GDP
MAPK
MEK
RBD
ERK
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DSPs
MKP

nikotinamiddinukleotid

nikotinamiddinukleotidfosfat

kardiovaskularni onemocnéni

cytochrom P450

mezinarodni normalizovany pomér, international normalized ratio
3-hydroxy-3-methylglutaryl-koenzym A

nizkodenzitni lipoprotein, low density lipoprotein

vysokodenzitni lipoprotein, high density lipoprotein

velmi nizkodenzitni lipoprotein, very low density lipoprotein

maximalni koncentrace

receptor s tyrosin kinazovou aktivitou, receptor tyrosine Kinase

receptor epidermalniho rustového faktoru, epidermal growth factor receptor
epidermalni rustovy faktor, epidermal growth factor

receptor sprazeny s G-proteinem, G-protein-coupled receptor

fosfotyrosin fosfatazy, phosphotyrosine phosphatases

Src homologie 2, Src homology 2

protein spjaty s receptorem pro rastovy faktor 2, growth factor receptor bound
protein 2

son of sevenless

doména obsahujici Src homologii, Src homology domain-containing
faktory vymeénujici guaninovy nukleotid, guanine nukleotide exchange factors
aktivacni protein GTPazy, GTPase activating protein

guanosintrifosfat

guanosindifosfat

mitogenem aktivované proteinkinazy, mitogen-activated protein kinases
MAPK/ERK kinaza, MAPK/ERK Kkinase

doména vazajici Ras, Ras-binding domain

kinaza regulovana extracelularnim signalem, extracellular signal-regulated
kinase

serin/threonin-proteinkinaza 1, serine/threonine-protein kinase 1

dualné specifické fosfatazy, dual specifity phosphatases

MAPK fosfatazy
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MNK
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MSK
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GGTI
FPP
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fosfataza aktivovanych bun¢k, phosphatase of activated cells
sérum responsivni elementy, Serum response elements
kinaza interagujici s MAPK, MAPK-interacting kinase
ribosomalni S6 kinaza, ribosomal S6 kinase

mitogenem a stresem aktivovana proteinkinaza, mitogen-and stress-activated
protein Kinase

farnesyl transferaza

geranylgeranyl transferaza

enzym konvertujici Ras 1, Ras converting enzym 1
isoprenylcystein karboxymetyltransferaza, isoprenylcystein
carboxymethyltransferase

inhibitor farnesyl transferazy

inhibitor geranylgeranyl transferazy

farnesyl-pyrofosfat

glutathion S-transferaza
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1 Uvod

Statiny jsou vyznamna lé¢iva potlacujici endogenni syntézu cholesterolu. Uplatiuji se
v Siroké klinické praxi vramci terapie dyslipidémii a prevence kardiovaskularnich
onemocnéni. Zasahem do biosyntézy steroidnich latek blokuji i fadu prekurzor, které hraji
dulezitou roli ve funkci bunéénych signalnich kaskad.

Dutlezitou signdlni kaskadu, ktera ma kli¢ovou tlohu v udrzeni tkdnové homeostazy,
predstavuje ERK kaskada. Podili se na regulaci bunécné proliferace a piezivani bunck. Jeji
zvysena aktivita je popisovana v fad¢ nadorovych bunécnych linii.

Soucasti ERK kaskady je protein Ras, enzym s GTPazovou aktivitou. Jeho funkce je
podminéna posttranslaéni modifikaci lipidy. Navazani isoprenoidd, farnesylu ¢i
geranylgeranylu na Ras, zajisti jeho spravné fungovani v plazmatické membrang.

Vznik isoprenoidl jako prekurzorh cholesterolu, je negativné ovlivnén statiny, které
tak zasahuji do posttranslacnich tprav proteini vcetné Ras. Vznik neplnohodnotného Ras
vede kpotlaceni aktivované ERK signalni kaskady. Tato skuteCnost ptredurCuje statiny

ke studiu jejich aplikace jako potencialnich cytostatik.



2 Zadani prace

Cilem této experimentalni diplomové prace je studium vlivu statini (simvastatinu,
pravastatinu, lovastatinu a atorvastatinu) na signalni kaskadu Ras/Raf/MEK/ERK v buné¢né
linii A431. Efekt statin by mohl mit piiznivy cytostaticky efekt u nadoru s aktivovanou
kaskddou Ras/Raf/MEK/ERK.

V této praci chceme s vyuzitim molekularné biologickych metod na bunééné linii
A431 prozkoumat mechanismus vlivu statini na buné¢énou kaskadu Ras/Raf/MEK/ERK.
Pro tento el vyuZijeme Ras GTPase Chemi ELISA Kit od firmy Aktive Motif a PathDetect®™
Elk1 trans-Reporting System od firmy Agilent Technologies.

Dale chceme pozorovat vliv statint na bunéfnou aktivitu, a to prostfednictvim

CellTiter 96" AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (MTS) od firmy Promega.


http://www.activemotif.com/catalog/details/52097/ras-gtpase-chemi-elisa-kit.html

3 Obecna ¢ast

3.1 Statiny

Nasledujici prehled popisuje vyznam statintl, 1é¢iv zasahujicich nejen do metabolismu
lipidd. V Givodu uvadime charakteristiku statind, které jsme vyuzili v experimentalni ¢asti nasi
prace. Vycet zahrnuje simvastatin, pravastatin, lovastatin a atorvastatin. Obecné informace Ize
prenést na celou skupinu statinti. OdlisSné vlastnosti jednotlivych zéastupcti jsou vymezeny

Vv textu.

3.1.1 Historie

Prototypem inhibitort  3-hydroxy-3-methylglutaryl-koenzym A (HMG-CoA)
reduktazy byl mevastatin izolovany v roce 1976 z extraktt Penicillium citrinum a Penicillium
brevicompactum. Kvili své toxicité se ale nedostal do klinické praxe. Prvnim klinicky
pouzitelnym statinem se stal lovastatin (syn. mevinolin, 1987). Je to methylovany analog
mevastatinu izolovany z hub Aspergillus terreus a Monascus ruber. Sodna sul fluvastatinu
byla zavedena do terapie v roce 1994. V roce 1997 ptisly do praxe vapenata stl atorvastatinu
a sodna sul cerivastatinu (Hartl a kol., 2006). O molekularni struktufe statini podava

informaci obr. 1.
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Obr. 1. Chemicka struktura statina

Chemicky vzorec simvastatinu predstavuje zakladni konstitutivni ¢asti molekuly statind. Strukturni
charakteristikou je ¢aste¢né hydrogenované naftalenové jadro (modie), které je obvykle soucasti molekuly. Jadro
se pouta k hydrofébni ¢&asti HMG-CoA reduktizy. Esterovou vazbou je k zdkladnimu skeletu pfipojen
modifikovany 2-methylbutanoylovy zbytek (zelen¢) a skrze dvouuhlikatou spojku (Cern€) utvar podobny
mevalonové kyseling (Cerveng), kterd kompetitivné inhibuje HMG-CoA reduktazu. Lovastatin a simvastatin
(synteticky analog lovastatinu, nese 2,2-dimethylbutanoylovy fetézec misto 2-methylbutanoylového) jsou
proléciva (viz nize). Jejich lakton se hydrolyzuje na celek odpovidajici 3,5-dihydroxyvalerové kyseling.
Pravastatin ma otevieny lakton a podava se ve formé soli (od lovastatinu se lisi zaménou methylové skupiny
za hydroxy skupinu vazané k jadru). V piipadé atorvastatinu je naftalenové jadro nahrazeno substituovanym
pyrrolem. Postrani 2-methylbutanoylovy fetézec je zaménén za 4-fluorfenyl. Je podavan podobné jako

pravastatin ve formé soli (viz nize) (Jifi Hartl a kol., 2006).

3.1.2 Indikace

Statiny jsou indikovany v 1é¢bé primarni hypercholesterolémie, homozygotni
familiarni hypercholesterolémie a kombinované dyslipidémie. Uplatiiuji se také jako 1éciva,
uzivand v primarni prevenci kardiovaskularnich onemocnéni (KVO) u pacient
s ateroskler6zou nebo diabetes mellitus, kteti maji normalni nebo zvySené hladiny
cholesterolu a v ramci sekundarni prevence u manifestované ischemické choroby srde¢ni.
Medikace statiny vede prokazateln¢ ke snizeni mortality a morbidity na KVO (pozn. vliv

lovastatinu na snizeni mortality nebyl zatim stanoven) (Souhrny udajii o pripravcich, 2011).

-10 -



3.1.3 Davkovani

Simvastatin se uziva v sile od 5 do 80 mg denné, podany V jednorazové peroralni
davce vecer. Maximalni davka se voli pouze u pacienti se zavaznou hypercholesterolémii a
s vysokym rizikem KVO. U hypercholesterolémie se obvykle bere 10 az 20 mg simvastatinu
denné¢ a u prevence KVO 20 az 40 mg denné. Simvastatin se stejn¢ tak jako dalsi statiny
pouziva v monoterapii nebo v kombinované terapii spolu se sekvestranty zlucovych kyselin.
Podminkou 1écby statiny je dodrZzovani nefarmakologickych opatteni (dieta, fyzicka aktivita
aj.). V ptipad¢é tézké renalni insuficience vyzaduje uzivani statini (kromé atorvastatinu)
zvySenou opatrnost, coz obvykle obnasi limitaci davky.

Pravastatin se podava peroralné¢ jednou denné a nejlépe ve€er. Obvykle se uziva 10-
40 mg pravastatinu u hypecholesterolémie a 40 mg u prevence KVVO.

Obvykla startovaci davka lovastatinu je 20 mg. Maximalni denni davka mtize byt
upravena az na 80 mg. Lovastatin se wuziva perordln¢ obvykle béhem vecete
(viz farmakokinetika). Podani statini na noc dosahuje lepsich vysledkd nez jejich uzivani
rano (neplati u atorvastatinu, ktery ma dlouhy biologicky poloc¢as). Vysvétlenim je skute¢nost,
ze syntéza cholesterolu probihd hlavné¢ vecer.

Terapii atorvastatinem zahajujeme davkou 10 mg. Podavana denni davka atorvastatinu

mize byt zvySena az na 80 mg (Souhrny udajii o pripravcich, 2011).

3.1.4 Rizika a mozné nezadouci ucinky statinti

Statiny mohou zpisobit myopatii, ktera se projevuje jako svalova bolest nebo slabost
spolu se zvySenim hladiny kreatinkinazy desetinasobné nad horni hranici standardu. Vzacné
muze prechazet do rhabdomyolyzy, masivni svalové destrukce kosterniho svalstva (hladina
kreatinkinazy ptesahuje i 30-40 krat limitni mez), s akutnim selhdnim ledvin, které je
disledkem myoglobinurie. Nicmén¢ selhani ledvin nemusi vZdy nastat. V nékolika ptipadech
vedl tento vzacny stav k imrti pacienta. Riziko myopatie se zvySuje s naristem hladin statinli
v plasmé. V ptipadé podezieni na myopatii je nezbytné prerusit 1€cbu. Svalové symptomy,
jsou-li spojeny s terapii statiny, se obvykle po vysazeni 1é¢iva vytraci.

Statiny mohou negativné ovlivnit i funkci jater. Béhem terapie se doporucuje provadét
funkéni jaterni testy. Pokud dojde ke zvySeni hladin sérovych transamindz
(alaninaminotransferdz, aspartataminotransferdz) na vice nez trojnasobek normy a zvysSené
parametry pietrvavaji, je doporuceno statiny vysadit. Ukonceni uzivani statini obvykle vede

k pozvolnému poklesu hladin transaminaz na uroven pied jejich podavanim. Z uvedenych

-11 -



divodi se statiny nesmi uzivat u aktivniho onemocnéni jater nebo nevysvétleného
ptetrvavajiciho zvyseni sérovych transaminaz (Souhrny udaju o pripravcich, 2011).

Nicméné jsou statiny obvykle dobie snaSeny. Vzacné se objevuji gastrointestinalni
poruchy jako zacpa, prujem, nauzea, zvraceni a abdominalni bolesti. Byla popsana nespavost,
unava, anémie, exantém, alopécie, poruchy nervového systému, hepatitida a poruchy zraku
jako dusledek podavani statind. U lovastatinu je podezieni, ze zptisobuje zdkal cocky.
Prestoze neexistuje jednoznacny dikaz, doporucuje se provadét pravidelna oftalmologicka
vySetteni.

Neni znama rizikovost statind pro téhotné Zeny. Z4dné kontrolované klinické studie,
které by fesSily otazku bezpeCnosti statini v t¢hotenstvi nebyly provedeny. Po dobu
téhotenstvi je nezbytné prerusit podavani statinii. Aterosklerdza je chronicky proces, a proto
se predpoklada, Ze pouhé preruseni lécby statiny béhem téhotenstvi vyznamné neovlivni
dlouhodoba rizika spojena s hypercholesterolémii (Souhrny udajii o pripravcich, 2011,

gpinarové a Vitovec, 2005).

3.1.5 Interakce statinil

Riziko myopatie, véetné rhabdomyolyzy je zvySeno pii sou¢asném uzivani fibrata a
niacinu (v davce > 1 g denng) se statiny. Moznym vysvétlenim interakce s genfibrozilem
(ptedstavitelem fibrat) je zablokovani glukuronidace fibratem a tim i biotransformace
statin{l.

Diulezitou roli v interakcich statin0 hraji silné inhibitory CYP3A4, antimykotika
azolového typu (itrakonazol, ketokonazol), makrolidova antibiotika (klaritromycin,
erythromycin, telitromycin), inhibitory HIV proteazy a nefazodon (antidepresivum), které
zvySuji jejich plazmatické hladiny. Silné inhibitory jsou proto pii soufasném uzivani
nékterych statind (simvastatinu, lovastatinu) kontraindikovany. Pokud neexistuje jina moznost
lé¢by, lze na dobu uZivani itrakonazolu, ketokonazolu, erytromycinu, klaritromycinu nebo
telitromycinu uzivani statini pozastavit. Podobné ucinkuje i grapefruitova $tava, jejiz
konzumace je v prubéhu terapie statiny kontraindikovana (nebo neni doporu¢ovana). Riziko
svalového poskozeni roste i s podavanim danazolu (syntetického steroidu) a amiodaronu.
V piipadé slabsich inhibitora CYP3A4, cyklosporinu, verapamilu a diltiazemu, je nezbytna
zvySend opatrnost (obvykle neptfekracovat piisluSnou déavku statinu). Na druhé strané
u nékterych statini (pravastatinu) nebylo pozorovano ovlivnéni hladin 1é¢iva v Klinicky

signifikantni mife systétmem CYP P450. Léky zasahujici do systtmu CYP mohou byt
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s pravastatinem s opatrnosti uzivany. V piipadé atorvastatinu neni podavani inhibitord CYP
vyslovené kontraindikovano (Souhrny tidajii o pripraveich, 2011, Spinarova a Vitovec, 2005).

Soubézné podavani statinit s induktory cytochromu P450 3A4 (napf. efavirenzem,
rifampicinem, tfezalkou teCkovanou) muze vést ke snizeni plazmatickych koncentraci statind.

Ukazuje se, ze simvastatin a lovastatin mirné¢ zvySuji UCinky peroralnich
kumarinovych antikoagulancii. Vyskytly se velmi vzacné piipady zvySeni mezinarodniho
normalizovaného poméru (INR), proto je zadouci méfit protrombinovy ¢as na zacatku 1écby
zminénymi statiny a v jejim prabéhu. Naopak dlouhodobé podavani pravastatinu a warfarinu
nevyvolalo zmény antikoagula¢niho u¢inku.

Pryskyfice (cholestyramin, kolestipol) mohou sniZzovat biodostupnost statinti. Této
interakci lze zabranit odstupfiovanym podanim statind (alespont 1 hodinu pfed podanim
pryskyfice).

Inhibitory P-glykoproteinu (cyklosporin) obvykle zvysuji dostupnost statini, které
mohou byt substratem P-glykoproteinu (Souhrny idajii o piipraveich, 2011, Spinarova a
Vitovec, 2005).

3.1.6 Farmakodynamické vlastnosti

Simvastatin je aktivovan pfedev§im v jatrech hydrolyzou inaktivniho laktonu
zavzniku B-hydroxykyseliny (obr. 2.). V plasmé probiha hydrolyza simvastatinu jen velmi
pomalu. Vznikly metabolit simvastatinu Siln¢ inhibuje HMG-C0A reduktazu, klicovy rychlost
urcujici enzym v biosyntéze cholesterolu a dalsich steroidi. HMG-CoA reduktaza katalyzuje
preménu HMG-CoA na mevalonat (obr. 3. a 4.).

Pravastatin a atorvastatin jsou, podobn¢ jako simvastatin, kompetitivni, reverzibilni a
specifické inhibitory HMG-CoA reduktazy. Tyto statiny jsou nicmén¢ podavany jiz v aktivni
formé.

Lovastatin je prolé¢ivo a jeho aktivace otevienim laktonu na B-hydroxykyselinu je
obdobné jako u simvastatinu (Souhrny tdajii o pripravcich, 2011, Spinarova a Vitovec,
2005).

-13-
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Obr. 2. Farmakofor statina

Nasledujici schéma piedstavuje farmakologicky aktivni misto molekuly (farmakofor) statind. Proléciva
(simvastatin, lovastatin) se metabolizuji hydrolyzou laktonového kruhu na aktivni metabolit B-hydroxykyselinu,
ktera kompetitivné inhibuje HMG-CoA reduktazu. Pravastatin a atorvastatin jsou podany jiz v aktivni formé.

Pro uplnost jsou uvedeni dalsi zastupci statini fluvastatin a rosuvastatin.

Vyslednym efektem zablokovani HMG-CoA reduktdzy je negativni ovlivnéni syntézy
intracelularniho cholesterolu. To zpasobi zmnozeni LDL receptorti na povrchu hepatocytii
(,laéni po cholesterolu™), které vyusti ve zvyseni clearance cirkulujiciho LDL. Statiny tedy
snizuji normalni, ale 1 zvySené hladiny LDL cholesterolu. Zakladni davka statint snizuje LDL
cholesterol asi 0 27 % a jeji zdvojnasobeni vzdy o dal$ich pfiblizn¢ 7 %. Podstatou klinického
ucinku statin je také sniZeni hladiny VLDL cholesterolu (prekurzoru LDL), plazmatické
hladiny triglyceridd, celkového cholesterolu, mirné¢ zvySeni hladin HDL cholesterolu a
apolipoproteinu A. Dochazi rovnéz k vyznamnému poklesu hladiny apolipoproteinu B.
V terapeutickych davkach neni HMG-CoA reduktiza pln€ blokovana. Tim je zajiSténa
pfitomnost pro organismus nezbytného mevalonatu (Souhrny udajii o pripravcich, 2011,

Spinarova a Vitovec, 2005).
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Obr. 3. Preména 3-hydroxy-3-metylglutaryl-CoA na mevalonat

Reakce je katalyzovana HMG-CoA reduktazou, ktera je mistem zasahu stating.

SCoA

HMG-CoA

Lovastatin

Obr. 4. Srovnani HMG-CoA s farmakoforem lovastatinu

Z obrazku je mozné porovnat molekulu HMG-Co0A s aktivnim farmakoforem lovastatinu, ktery soutézi o aktivni

misto HMG-CoA reduktazy.

-15-



Statiny maji i nelipidové ucinky. Uvadi se, Zze snizuji riziko trombogeneze Gtlumem
inhibitoru aktivatoru plasminogenu typu I, tomboxanu B; a trombomodulinu. Dale zlepsuji
funkci cévniho endotelu zasahem do syntézy oxidu dusnatého (statiny zvySuji jeho syntézu).
Stabilizuji ateroskleroticky plat potlacenim zanétlivé a imunitni reakce v cévni sténé

(spoluptisobi i snizeni LDL cholesterolu) (Spinarova a Vitovec, 2005).

3.1.7 Farmakokinetické vlastnosti

3.1.7.1 Absorpce

Simvastatin se dobfe vstfebava a ma vysoky first-pass efekt. Soucasné poziti potravy
neovliviluje vstiebani simvastatinu. Biologicka dostupnost aktivni formy (B-hydroxykyseliny)
v systémovém ob&hu je po peroralnim podani simvastatinu niz$i nez 5 % podané davky.
Maximalni koncentrace (Cpax) aktivnich inhibitord je dosazeno pfiblizné za 1 az 2 hodiny
PO poziti.

Pravastatin se uziva peroralné v aktivni formé (v tableté¢ ve formé soli pravastatinum
natricum). First-pass efektu v jatrech podléha 66% pravastatinu. Hodnoty Cpnax je dosazeno
zal az 2 hodiny po podani. Primérn¢ se po peroralnim podani absorbuje 34% davky.
Pravastatin pronikd predev$im do hepatocytil a pro ostatni burniky je jeho dostupnost nizsi.
Potrava, pfestoze snizuje dostupnost pravastatinu, neovliviiuje vlastni snizeni cholesterolu.
Lze ho tedy podavat s jidlem i nala¢no.

Lovastatin podléh4 podobné jako ostatni statiny rozsahlému efektu prvniho priichodu
jatry. Méné nez 5 % uzité davky lovastatinu dosahne systémové cirkulace. Maximalnich
koncentraci v plazmé je dosazeno v prubéhu 2 az 4 hodin. Na rozdil od ostatnich statint, je
absorpce lovastatinu zvysena potravou, a proto se uziva v prubéhu vecete.

Atorvastatin se velmi dobte absorbuje po perordlnim podani (v tableté¢ ve formé soli
atorvastatinum calcicum trihydricum). Podani neni zavislé na ptijmu potravy ¢i denni dobé.
Cmax je dosazeno za 1-2 hodiny. Ponékud nizka absolutni biodostupnost (12 %) je pfipisovana
presystémové eliminaci (na sliznici GIT a/nebo efektem prvniho prichodu jatry) (Souhrny

udajii o pripravcich, 2011).

3.1.7.2 Distribuce

Simvastatin, lovastatin a jejich aktivni metabolity se extenzivné vaZou na plazmatické

proteiny (vice nez 95 %). Vazba atorvastatinu na plazmatické bilkoviny je také vyznamna
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(vice jak 98 %). Pravastatin se na bilkoviny v krevni plazmé vaze pouze z 55 % (Souhrny

udajii o pripravcich, 2011).

3.1.7.3 Metabolismus

Simvastatin je substratem cytochromu P450 CYP3A4, ale neni jeho inhibitorem.
Hlavnimi metabolity simvastatinu v lidské plasmé jsou f-hydroxykyselina a Ctyfi dal$i aktivni
metabolity.

Pravastatin se metabolizuje na 3-o-hydroxy isomericky metabolit, ktery ma
ve srovnani s aktivni formou desetinasobné az Ctyficetindsobné nizsi inhibi¢ni schopnost vici
HMG-CoA reduktaze. Na rozdil od simvastatinu neni pravastatin syst¢tmem CYP vyznamné
metabolizovan a téméf neovlivituje P-glykoprotein.

Lovastatin je hydrolyzovan v jatrech na aktivni B-hydroxykyselinu. Byly
identifikovany dal$i tfi lakton-hydroxykyselinové metabolitové pary, které inhibuji HMG-
CoA. Lovastatin je metabolizovan enzymem CYP3A4.

Atorvastatin je prostiednictvim CYP3A4 metabolizovan na orto- a parahydroxylové
derivaty a ruzné beta-oxidaéni produkty. V in vitro modelech, studujicich u¢innost orto- a
parahydroxylovych derivati inhibovat HMG-CoA reduktizu, se ukazalo, Ze jsou tyto
metabolity v efektu rovnocenné Kk aktivnimu atorvastatinu. Dulezitou roli v metabolismu

atorvastatinu hraje také mechanismus glukuronidace (Souhrny udajii o pripravcich, 2011).

3.1.7.4 Eliminace

Pravastatin se vyluéuji mo¢i (az 20 % p.0. podaného pravastatinu) a stolici.
Simvastatin, lovastatin a atorvastatin jsou vylu¢ovany ptredevsim Zluc¢i (stolici). Vzhledem
K inhibi¢ni aktivité aktivnich metaboliti dosahuje atorvastatin oproti ostatnim statinim (okolo
1,5-3 hodin) dlouhého biologického polocasu v plazmé (14 hodin). Poloc¢as inhibi¢ni aktivity
je pak okolo 20-30 hodin (Souhrny udajii o pripravcich, 2011).
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3.2 RTK/Ras/Raf/MEK/ERK kaskada

Tato kaskada hraje klicovou roli v bunééné proliferaci a udrzuje tkanovou
homeostazu. Vyznamné se podili na potlaceni apoptézy a podporuje piezivani bunék.
Dulezitost ERK kaskady v bunétné proliferaci a piezivani bun¢k se odrazi v tumorogenesi.
Zvysena aktivita ERK signalni kaskady byla zaznamenana v desitkdch nadorovych bunécnych

linii. Podkladem patogenese je mutace ERK signalnich komponent (Min a kol., 2011).

321 RTK

RTK rodina zahrnuje skupinu membranové vazanych receptord s vnitini tyrosin
kinazovou aktivitou, které katalyzuji ptenos fosfatu z ATP na hydroxylové skupiny tyrosini
cilovych proteinti. Témétf vSechny RTK jsou monomerni receptory vazané V plazmatické
membrané, které po vazbé ligandu dimenzuji a autofosforyluji tyrosin. RTK
zprostiedkovavaji fyziologické funkce bunky, jako je proliferace, diferenciace, pfeziti a
migrace (The ERK Signal Transduction Pathway, 2011, Zwick a kol., 1999).

Na podklad¢ struktury jsou RTK ¢lenény do dvaceti podrodin, které sdili homogenni
useky. EGFR podrodina se sklada ze ¢tyf piibuznych receptorti: EGFR (erbB1), HER2
(erbB2/neu), HER3 (erbB3) a HER4 (erbB4).

Receptor epidermalniho ristového faktoru (EGFR) spousti bunétnou kaskadu nejen
po obsazeni epidermalnim rastovym faktorem (EGF), ale také po obsazeni GPCR (receptoru
sprazenych s G-proteinem) ligandy nebo cytokiny. Na druhé strané EGFR miiZe byt aktivovan
I V nepfitomnosti vlastniho ligandu. Ptikladem takové stimulu EGFR je hyperosmoticky Sok
bunky. Pro Gplnost Ize uvést i Géinky UV, y-zafeni, oxidanti (peroxid vodiku), ionta tézkych
kovu, které také spousti tento receptor. Moznym vysvétlenim mechanismu nespecifickych
signalt mtize byt interference s ¢innosti fosfotyrosin fosfataz (PTPs). Protoze aktivita RTK
musi byt antagonizovana PTPazami, vede eliminace této negativni kontroly K uvolnéni
signalizace. ERK kaskada muze byt aktivovana i GPCR, které zahrnuji velkou skupinu
receptorii na bunééném povrchu. Rada stimulé napt. svétlo, neurotransmitery a hormony
indukuji zmény konformace GPCR, které vyusti v aktivaci G proteini a efektord (kinaz). Tato
zjisténi vedla k pfehodnoceni nazoru, ze ERK signalni cesta je specificka pouze pro RTKazy.

RTKazy se skladaji z extracelularni glykosylované domény, ktera vaze ligand. Spojeni
extracelularni domény s cytoplazmatickou doménou zajiStuje transmembranovy ,.single

helix. Cytoplazmatickd doména zahrnuje proteinové tyroSin kinazové jadro a regulacni

-18 -


http://en.wikipedia.org/wiki/Epidermal_growth_factor

oblasti, které jsou mistem autofosforylace a fosforylace dalsich kinaz (The ERK Signal
Transduction Pathway, 2011).

EGFR obsahuje v cytoplazmatické doméné pfinejmensim devét tyrosinovych zbytkt
schopnych fosforylace. Sedm z nich jsou autofosforylaéni mista, ktera zajist'uji rozeznani a
uskupeni signalniho komplexu. Tvoii vazebna mista pro Src homology 2 (SH2) a
fosfotyrosinové vazebné domény rtiznych signalnich proteind.

Jednim z nich je protein spjaty s receptorem pro rastovy faktor 2 (Grb2), cytosolicky
adaptor, ktery obsahuje centralni SH2 doménu lemovanou dvéma SH3 doménami. SH3
domény mu umoznuji spojeni s oblastmi bohatymi na prolin faktoru son of sevenless (SOS).

Fosforylovany tyroSin aktivovaného EGFR je vazebnym mistem pro SH2 doménu
Grb2 bud’ piimo nebo skrze asistenci dalsiho SH2 adaptoru She. Prenos Grb2 spolu se SOS
zZ cytoplazmy do plazmatické membrany na EGFR umozni, Ze se SOS dostava k membranoveé
vazané kindze Ras. SOS zesiluje uvolnéni GDP a zdménu za GTP na Ras. Zaména GDP
za GTP vede k aktivaci enzymu Ras (obr. 5.) (The ERK Signal Transduction Pathway, 2011).

Zvysend exprese EGFR vnadorech ma negativni prognosticky vyznam. Gen

pro EGFR je protoonkogen lokalizovany na dlouhém raménku chromozomu 7, lokusu 22

Obr. 5. Usek ERK kaskady od EGFR k Raf

Schéma popisuje situaci na plazmatické membrané, ve které je zakotven RTK, EGFR. Aktivace receptoru je
zahdjena navazanim ligandu EGF k EGFR a umozni vazbu cytosolického adaptoru Grb2 na samotny receptor.
Grb2 je poutan k faktoru SOS. Ukotveni Grb2/SOS k receptoru je mozné piimo nebo prostfednictvim dal§iho

adaptoru She. SOS se tak dostava z cytoplasmy k membranové vazanému Ras, ktery pomaha aktivovat.
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3.2.2 Ras

Ras je enzym, ktery vaze a hydrolyzuje GTP. Je-li nukleotidové vazebné misto
proteinu Ras obsazeno GDP, je Ras Vv neaktivni form¢. Piepnuti Ras do aktivniho stavu
zajistuji proteiny s regulaéni funkci, které se oznacuji jako faktory vymeénujici guaninovy
nukleotid (GEFs) umoziujici uvolnéni GDP z Ras. Obsazeni prazdného nukleotid vazebného
mista GTP aktivuje enzym. GTP je oproti GDP v bunce v nadbytku. Tato skute¢nost
vysvétluje, pro¢ se do neobsazeného mista enzymu dostava pravé GTP. GTPaza se inaktivuje
vnitini aktivitou, ktera hydrolyzuje GTP na GDP. Celou reakci urychluji aktivaéni proteiny
GTPazy (GAPs) (Ras GTPase Chemi ELISA Kit, 2011).

Nadrodina Ras je skupinou GTP4z s nizkou molekulovou hmotnostni, kterd zahrnuje
zastupce proteini Rho (pf. RhoA, Racl a Cdc42) a Ras. Tyto proteiny hraji roli
molekularnich pfepinact. Ras reguluje fadu bunéénych funkci, které zahrnuji bunécnou
proliferaci a diferenciaci. K ¢lenim Ras patii Ras (H, K, N, R, M a TC21), Rap (1A, 1B, 2A a
2B) a Ral (A aB).

Ras proteiny jsou tvotfeny pfiblizné¢ 190 aminokyselinami a jsou strukturné velmi
konzervativni. Hlavni rozdily mezi proteiny jsou v hypervariabilni doméné¢, kterd se naléza
pobliz C-konce a pteduréuje proteiny k rozdilnym biologickym tloham (Ras GTPase Chemi
ELISA Kit, 2011, Walker a Olson, 2005).

Jsou popsany mutace proteint Ras, které trvale aktivuji tyto enzymy (zvysuji intenzitu
a/nebo trvani signalu) a nasledné i sestupné Cleny kaskady. Mutace pfispivaji k iniciaci a
Kk rozvoji nadord naruSenim normalni regulace intracelularni signalni kaskady. Kontinualné
vysilany signal z Ras vede ke stimulaci bunééné proliferace. Mutace jsou omezeny na tzky
pocet mist v molekule Ras a narusuji GAP-indukovanou hydrolyzu GTP, ¢imz zabranuji
inaktivaci Ras. Hyperaktivita Ras mutze byt i disledkem zvySené exprese RTK nebo jeho
aktiva¢ni mutace. Pro Rho nejsou znamy aktivaéni mutace, ale o¢ekava se, ze jeho zvySena
exprese vyusti v zesileni signalu kaskady. Mutace v Ras genu jsou pfitomny v asi 30 %
lidskych nadorti. Jsou popsany v K-ras genu u nadori tracniku a pankreatu, v H-ras genu
rakoviny mocovych cest a méchyie a N-ras mutace je spojovana S leukémii (Ras GTPase
Chemi ELISA Kit, 2011, Walker a Olson, 2005).

Aktivovany Ras pfenasi signal na dalsi efektory jako je Raf-1. Fosforylovany Raf-1 je
zahrnut v dalsim useku kaskady v MAPKach. Aktivita Ras ma pfirozené jen prechodny raz,
nebot’ se po urcité dobé hydrolyzuje GTP na GDP a enzym se dostava do inaktivniho stavu.
Tim se vypina aktivita celé signalni cesty (Ras GTPase Chemi ELISA Kit, 2011, Walker a
Olson, 2005).
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3.2.3 MAPK (mitogenem aktivované proteinkinazy)

Dalsim stupném kaskady jsou MAPK kinazy (obr. 6.). Signalni fetézec je v této Casti
téistupnovy. Je slozen z apikalni MAPK kinazy kinazy (MAP3K, Raf), MAPK kinazy
(MEK/MKK) a MAPK.

Jejich funkci je pienaset signaly fady bunéénych ptisobkt (cytokind, ristovych faktort
aj.) z povrchu bunky do intracelularnich odpovédi (genové exprese, migrace, bunécné
proliferace aj.). Hraji také roli v embryonalnim vyvoji a zanétlivé odpovédi (The ERK Signal
Transduction Pathway, 2011, Min a kol., 2011).

3.2.4 Raf

Raf je Ser/Thr protein kinaza, ktera katalyzuje fosforylaci hydroxylovych skupin Ser a
Thr zbytkl proteint.

Savci disponuji tfemi typy Raf proteint. Ty maji velikost v intervalu od 70 do 100
kDa. Nejlépe prostudovany je Raf-1, ktery se patrné ucastni tvorby tkani, méné pak A-Raf a
B-Raf.

Raf ma na N-konci dvé oblasti, doménu vazajici Ras (RBD) a doménu bohatou
na cystein, kterymi se vaze k Ras. Ukazuje se, ze odlisné izoformy Ras aktivuji Raf riznou
mirou, napt. K-Ras vdze Raf-1 do plazmatické membrany Uc¢innéji a vice aktivuje navdzany
Raf-1 nez H-Ras.

Raf-1 ma Ctyfi aktivaéni mista: Ser338, Tyr341, Thr491 a Ser494, na které se vazou
fosfaty. Mutace téchto mist vede ke kontinualni aktivité nezavislé na Ras. Na druhé strané
miuze fosforylace Raf vést také k inhibici. Fosforylace Ser259 na Raf-1 pomoci Akt vede
pravé ke vzniku inhibi¢niho konformacniho stavu. Fosfatazy PP1 a PP2A zaméfené

na Ser259 naopak piispivaji k aktivaci Raf-1 (The ERK Signal Transduction Pathway, 2011).

3.25 MEK

Fosforylovany Raf aktivuje MAPK/ERK kinazu 1 (MEK1) a MEK2. Nékdy jsou
oznacovany jako MKK1 a MKK2. Na rozdil od nékterych vyse uvedenych kinaz (Ras nebo
Raf) nebyl doposud popsan onkoprotein odvozeny od MEKaz.

MEK-1 a MEK-2 maji okolo 45 kDa a sdili z 80 % podobnou sekvenci. Neni znamo,
pro¢ existuji dva typy MEK, nicméné MEKazy jsou v sav¢ich buiikach vSudypiitomné.
Aktivace MEK1 a MEK?2 je zprostiedkovana skrze Raf fosforylaci Ser na pozicich 217 a 221.
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Odlisné Raf isoformy odlisné aktivuji jednotlivé MEKazy. A-Raf je slaby aktivator, B-Raf
preferenéné aktivuje MEK-1 a Raf-1 ucinn¢ aktivuje obé MEKazy.

Ve srovnani S Raf je MEK ve vysoké koncentraci, coZ zajistuje amplifikaci signalu.
Na MEK se nachazi dal$i dvé regula¢ni mista, kterd ovliviiuji pozitivné/negativné jeho
aktivitu. Prvni misto, na Ser298, které je fosforylovano pomoci PAK1, pomaha k aktivaci
MEKZ1 vlivem Raf-1. Naopak fosforylace neznamou kindzou na Ser212 snizuje aktivitu
MEKZ1 (The ERK Signal Transduction Pathway, 2011).

326 ERK
MAPKazy ERK1 a ERK2 jsou 44 a 42 kDa Ser/Thr kinazy s90% sekvenéni

homologii. ERK1 a ERK2 jsou exprimovany ve vétsin€ savcich tkani s vyssi hladinou ERK2
nez ERK1. Ukazuje se, ze jeden ERK miize alespon ¢asteéné kompenzovat funkci druhého.

ERKazy jsou aktivovany fosforylaci na Thr a Tyr (Thr202/Tyr204 u ERK1 a
Thr185/Tyr187 na ERK2). Stejn¢ jako u MEK, nebyly identifikovany in vivo mutace, které by
aktivovaly ERK.

Unikatni pozici v regulaci ERK zajistuji dualné specifické fosfatazy (DSPs), které
defosforyluji Thr a Tyr mista. Z vySe uveden¢ho vyplyva, ze odtrzeni fosfatl z t€chto mist
negativné ovlivni aktivitu ERK (The ERK Signal Transduction Pathway, 2011, Min a kol.,
2011). Bylo identifikovano pfinejmensim devét DSPaz, které jsou terminologicky
oznacovany také jako MAPK fosfatazy (MKPazy). S inaktivaci ERK jsou spojeny hlavné
MKP3, MKP4 a fosfataza aktivovanych bunék (PAC1). Nejlépe prostudovanou DSPazou je
MKP3, ktera ma vétsi specifitu k ERK nez k jinym MAPKazam. Kromé DSPaz jsou
v defosforylaci ERK2 zahrnuty i fosfatazy PP2A a HePTP na Thr185 a Tyr187.

Na zaklad¢ téchto informaci lze shrnout, Ze trvani a rozsah ERK aktivace jsou
kontrolovany rovnovahou aktivit MEKaz a DSPaz. ERK reguluje na rustovy faktor reagujici
cile vcytosolu a také translokuje do jadra, kde fosforyluje tfadu transkripcnich faktori

regulujicich genovou expresi (The ERK Signal Transduction Pathway, 2011).
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Obr. 6. Usek ERK kaskady od Raf k ERK

Je patrny schématicky popis MAPKaz, které zahrnuji sestupny tiistupniovy celek, tvoreny Raf/MEK/ERK. Raf
ma Ctyfi aktivaéni mista a jedno inhibi¢ni na Ser259. Hydrolyzou fosfatové skupiny na Ser259 pomoci fosfataz
PP1 a PP2A dochazi k aktivaci Raf. Naopak fosforylace Ser259 pomoci Akt, vede ke vzniku inhibi¢niho
konformacéniho stavu. Aktivace MEK1/2 je zprosttedkovana skrze Raf fosforylaci Ser na pozicich 217 a 221.
Ser298, ktery je fosforylovan PAK1 pomaha k aktivaci MEK1. Naopak fosforylace neznamou kinazou
na Ser212 snizuje aktivitu MEK1. Kinazy ERK1/2 jsou aktivovany fosforylaci na Thr a Tyr vySe postavenym
MEK. DuleZitou roli v aktivit¢ ERK hraji DSPazy (MKP3, MKP4, PACL1), které inaktivuji ERK defosforylaci
Thr a Tyr mist. V defosforylaci (deaktivaci) ERK2 jsou zahrnuty i fosfatizy PP2A a HePTP na Thr a Tyr
(Thrl85 a Tyr187).

Mezi cytosolické substraty pro ERK patfi nékteré vySe polozené slozky kaskady.
Zménou aktivacniho stavu jednotlivych proteinti dochéazi k zpétnovazebné regulaci celého
signalniho fetézce. ERK fosforyluje SOS a tim destabilizuje komplex Grb2/SOS. Nasledkem
toho SOS nemuze interferovat s plazmatickou membranou a aktivovat Ras. Dal§im cilem
fosforylace ERK je EGFR na Thr669. Navazani fosfatu na toto misto vede k inaktivaci
receptoru. ERK také snizuje degradaci MKPaz (fosforylaci), které prepinaji ERK
do neaktivniho stavu. ERK tak negativné reguluje sama sebe. V cytosolu ERK fosforyluje
fadu kinaz jako jsou mitogenem a stresem aktivované proteinkinazy (MNK) nebo ribosomalni
S6 kinazy (RSK), které se podili na regulaci fady proteini (The ERK Signal Transduction
Pathway, 2011).
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Aktivovany ERK také translokuje do jadra, kde ma dulezitou ulohu v regulaci genové
exprese a replikace DNA. ERKazy vlastn¢ ptenasi odpovéd bunky na rastovy faktor
do podoby genové regulace. ERKazy fosforyluji fadu jadernych transkripénich faktord.
Pravdépodobné nejlépe popsanym transkripénim faktorem je Elkl, ktery je pfimo
fosforylovan ERK1 a ERK2. Fosfaty se vazou na fadu mist Elk1, kterd zahrnuji Ser383. Elk1
se podili na aktivaci transkripce fady mitogen-inducibilnich genti, které jsou regulovany

sérum responsivnimi elementy (SRES) (The ERK Signal Transduction Pathway, 2011).

3.3 Ovlivnéni Ras/Raf/MEK/ERK kaskady

S deregulaci ERK kaskady je spojena fada nadorti. Odhaleni komponent v této
signalni cesté¢ a objasnéni jejich vztahii otevielo nové moznosti v nadorové terapii. Byla
pfipravena fada lidskych monoklonalnich protilatek a malych molekulovych inhibitorQ
proti EGFR. Stejné tak se fada piistupti zamétila na Ras (The ERK Signal Transduction
Pathway, 2011).

Na rozdil od 1é¢iv poskozujicich DNA, zasahuji nové latky na tGrovni proteint
s regula¢nimi a signalnimi ucinky. Tato 1ékova skupina ptedstavuje cilenou terapii (targeted
therapy) v 1é¢bé nador. Pies svoji selektivitu k bunéénym proteinim maji i nezadouci
uc¢inky, nebot’ ¢aste¢né ovliviji fyziologické pochody v buiikach (Adam a kol., 2005).

Zasahy do regulace signélni kaskddy narazi na celou tfadu bariér. Na trovni kinaz
nastavd problém se specifitou inhibice, strukturni podobnosti jednotlivych kindz a se
zapojenim kindz do fady regulacnich procesd, které nemusi zahrnovat jen bunéénou

proliferaci (The ERK Signal Transduction Pathway, 2011).

3.3.1 Inhibice RTK

Receptory spojené s tyrosin kinazovou aktivitou jsou mistem zasahu ,targeted
therapy* v 1écbé néadorovych onemocnéni. Vyznam tohoto pfistupu demonstruji malé
molekuly obsahujici chinazolinaminové jadro, jako jsou gefitinib (Iressa) a erlotinib
(Tarceva), které inhibuji kinazovou aktivitu EGFR obsazenim ATP vazebného mista
na intracelularni doméné receptoru. Tyto slouceniny jsou indikovany napt. Vv 1écbé
nemalobunééného karcinomu plic (Min a kol., 2011, Adam a kol., 2005, Tarceva, 2011,
Iressa, 2011).
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K anti-EGFR pfistupim patii i monoklonalni protilatky (volné nebo s navazanym
toxinem ¢i radionuklidem), antisense oligonukleotidy nebo protinadorové vakciny.

Cetuximab (Erbitux) je chimerickdA monoklonalni protilatka, kterd se véaze
extracelularn¢ na EGFR a brani vazbé moznych aktivatoria (Adam a kol., 2005).

Protilatky mohou byt konjugovany s toxinem nebo s radionuklidem. Po navazani
protilatky na receptor je toxin uvolnén do bunky a bunku usmrti. Radionuklid, ktery je
zdrojem B zafeni, mize po piipojeni protilatky k buiice poskodit nejen ji, ale i sousedni
nadorové buiiky, na které se pro Spatné cévni zasobeni protilatka nenavazala. K nezddoucim
ucinkim vede nespecificka vazba protilatky na jiné tkan¢ a dochazi tim ke snizeni efektu
terapie. Pro tuplnost lze uvést protilatku trastuzumab (Herceptin), ktera extracelularné
obsazuje HER-2 receptor a blokuje jeho funkci. Nejvétsiho vyznamu dosahuje u karcinomu
prsu, kde je HER-2 nadmérné exprimovan (Adam a kol., 2005).

Antisense oligonukleotidy nemaji zatim vétsi klinicky vyznam. Jsou to kratké
jednofetézce oligonukleotidit komplementarni kK sekvenci cilové mRNA. Zamérem je snizit

expresi genu pro EGFR nebo jeho ligandu (Adam a kol., 2005).

3.3.2 Zéasah do posttransla¢ni modifikace proteint

Klicovym regula¢nim mechanismem membranovych proteini z hlediska jejich
lokalizace a funkce je jejich posttransla¢ni modifikace lipidy, ktera se oznacuje jako prenylace
(obr. 7.). Béhem prenylace se ireverzibilné a kovalentné pfipojuji meziprodukty metabolické
pfemény HMG-CoA reduktazy farnesyl (15C) nebo geranylgeranyl (20C) k cysteinovym
zbytktiim na C-konci mnoha proteinti. Farnesyl pfestavuje linearni fetézec tii isoprenovych
jednotek a geranylgeranyl je tvofen ze Ctyf isoprenovych jednotek. Isopren je nenasyceny
uhlovodik s péti atomy uhliku a jednim metylovym rozvétvenim.

Ras proteiny jsou obvykle farnesylovany a Rho proteiny geranylgeranylovany
(s neékolika vyjimkami). V eukaryotickych bunkach podléha posttranslacni modifikaci lipidy
vétsina Clent nadrodiny Ras, ale i y podjednotka trimerovych G proteind a fada ostatnich
kinaz (Ali a kol., 2010, Walker a Olson, 2005, Adam a kol., 2005).

Ras proteiny obsahuji na C-konci CAAX box, dle kterého je Ras modifikovan bud’
farnesyl transferazou (FT) nebo geranylgeranyl transferazou (GGT), cytoplasmatickymi
enzymy, které prenyluji cystein (C) CAAX boxu. Pokud kon¢i box (X) serinem, methioninem

nebo glutaminem je Ras farnesylovan. Je-li (X) leucin nebo isoleucin je Ras ptfednostné
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geranylgeranylovan. Znacka (A) oznacCuje zbytek alifatické aminokyseliny (Wojtkowiak a
kol., 2009, Morgan a kol., 2005).

Prenylovany Ras je transportovan na endoplasmatické retikulum, kde podléha dalsim
zménam. Na endoplasmatickém retikulu je pfitomen enzym konvertujici Ras 1 (RCE1), ktery
proteolyticky odstrani tfi zbytky aminokyselin (AAX). Poté nasleduje methylace
isoprenylovaného C-koncového cysteinového (C)  zbytku isoprenylcystein
karboxymetyltransferazou (ICMT). Zpracovany protein je dopraven do plazmatické
membrany a miize byt dale modifikovan fosforylaci. H-Ras a K-Ras jsou zvIastnim piipadem,
nebot jsou také palmitoylovany (Ali a kol., 2010, Wojtkowiak a kol., 2009, Walker a Olson,
2005).

Plasma membrane
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Obr. 7. Prenylace Ras

Obrazek popisuje posttransla¢ni modifikace proteinu Ras. V prvnim kroku (a) dochazi k navazani farnesylu
na SH-skupinu zbytku cysteinu na C-konci Ras (prenylace) za katalytického piisobeni FT. Prostiednictvim
RCEL1 je na endoplasmatickém retikulu Ras zbaven AXX zbytku na C-konci (b). Nésledné je cysteinovy zbytek
methylovan ICMT. Takto modifikovany Ras je transportovan do plasmatické membrany. U nékterych isoforem

Ras dochazi pied ukotvenim v membrané k navazani palmitoylu (d).
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3.3.2.1 Statiny

Statiny, jak bylo uvedeno (viz vyse), zasahuji do syntézy cholesterolu zablokovanim
HMG-CoA reduktazy. Tim inhibuji deacetylaci HMG-CoA na mevalonat a koenzym A.
Zastaveni syntézy cholesterolu vtomto kroku ma za nasledek zablokovani syntézy
ergosterolu, ale 1 isoprenoidi farnesylu a geranylgeranylu, které jsou nezbytné
pro posttranslacni modifikaci Ras. Tato skutecnost predurcuje statiny jako vhodné objekty
ke studiu jejich potencialniho cytostatického ptisobeni (Ali a kol., 2010).

V pokusech navic statiny indukovaly apoptozu nadorovych bunék tim, ze zablokovaly
prenylaci proteintl, které apoptozu reguluji. Zda se, ze statiny vice podporuji apoptdzu a vice
inhibuji proliferaci u malignich bunék neZz u bunc¢k nemalignich. Pfi¢inou je patrné vyssi
exprese HMG-CoA reduktizy a vétsi poZadavky na isoprenoidy u nadorovych bunék
(Herrero-Martin a Lopez-Rivas, 2008).

Statiny byly vfadé klinickych studii hodnoceny z hlediska prevence rakoviny.
Ve velkych randomizovanych klinickych studiich, zabyvajicich se vlivem statinli na prevenci
KVO, se nepotvrdilo vyznamné snizeni vyskytu rakoviny pii uzivani statint. Kritika témto
zavérim oponuje tvrzenim, ze vyskyt rakoviny nebyl ,.end point” studii a sledovana doba
ucinku statini na prevenci rakoviny byla relativné kratka. K tomu se pfipojuji velké
observacni, retrospektivni studie, které potvrzuji, Ze uziti statinli je asociovdno se sniZzenim
vyskytu rakoviny (Vaklavas a kol., 2011).

Z vysledkll observacéni studie provedené v Nizozemi na 3129 pacientech vyplyva, ze
U pacientii uzivajicich statiny se sniZzuje nebezpe¢i vzniku rakoviny o 20 % V porovnani
S témi, ktefi statiny neuzivali. Nebyl zaznamenan podstatny rozdil mezi pohlavimi nebo
vékovymi skupinami. Efekt roste s délkou trvani terapie. Vezmeme-li v potaz Casty vyskyt
rakoviny ve spolecnosti a relativni redukci rizika rakoviny o 20 % po podani statind, které
jsou v populaci Siroce uzivany, slibuje terapie statiny znaény efekt na veifejné zdravi (Graaf a
kol., 2004).

Inhibice HMG-CoA reduktazy statiny by mohla byt spojovana s upregulaci tohoto
enzymu. Tato zpétna vazba by mohla byt teoreticky pii¢inou ziskané rezistence na statiny
pii dlouhodobém podavani. Tim by doslo k navratu rizika vyskytu rakoviny na ptivodni mez.
V citované nizozemské studii se tato hypotéza nepotvrdila. Ze studie vyplyva, Ze statiny
poskytuji ochranu, i pokud jsou uzivany déle nez 4 roky. Pacienti, ktefi ukoncili terapii
pted vice nez 6 mésici, jSou vystaveni stejnému riziku jako ti, ktefi statiny neuzivali (Graaf a

kol., 2004).
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3.3.2.2 Inhibitory FT a GGT

Na ptipravu inhibitord FTazy (FTI) a GGTazy (GGTI) I bylo vynalozeno zna¢né tsili.
Blokada FTazy a GGTazy méla za cil potlacit Ras a Rho prenylaci, a tim rozpojit signalizaci
ERK kaskady. Navzdory tomu se ukazalo, ze podavané inhibitory FTazy v monoterapii
nevedly k terapeutickému cili. Duvod netspéchu 1é¢by vysvétluje skutecnost, Ze nejéastéji
mutované Ras, N-Ras a K-Ras, jsou nejen farnesylovany, ale také geranylgeranylovany a FTI
neblokuji GGTazu. Lze shrnout, Ze klinicka ucinnost inhibitorG prenylace je omezena
alternativni prenylaci nékterych isoforem Ras. Na rozdil od pfedchozich Ras je H-Ras pouze
farnesylovan. ReSenim rezistence by mohla byt kombinovana terapie inhibitord FTazy a
GGTazy I, ktera ale na zvitecich modelech vykazuje zna¢nou toxicitu (Walker a Olson, 2005,
Morgan a kol., 2005).

Naptiklad v buiikaich mnohocetného myelomu byl zaznamenan zvySeny vyskyt
aktivujicich Ras mutaci. Preklinické studie s uzivanim FTI, lovastatinu a GGTI poskytly
nadéjné vysledky. Nicméné klinické zkousky ale nepfinesly optimistické zavéry, nebot” se
b&hem monoterapie FTI, tipifarnibem (Zarnestra) objevila rezistence k terapii. Ukazalo se, Ze
vétsina Ras mutaci u mnohocetného myelomu je v K- a N-Ras. Alternativni prenylace zde
tedy pravdépodobné nabyva na vyznamu (Morgan a kol., 2005).

Krom¢ tipifarnibu se do klinického zkouSeni dostal i lonafarnib (Sarasar). Obé 1é¢iva
inhibuji FT kompetici s CAAX boxem (Wojtkowiak a kol., 2009).

V poptedi zéjmu je synergistické ptisobeni kombinaci FTI (inhibice enzymu FT) se
statiny (zablokovani syntézy substratd pro FT a GGT). Demonstrativni pokusy ukazaly, ze
ko-terapie FTI/lovastatin spoluptisobi u bunék mnohocetného myelomu na jejich proliferaci.
Kombinace vyznamné inhibuje praci vSech isoforem Ras a tim silngji blokuje sestupnou ERK
signalni kaskadu (Morgan a kol., 2005).

Pavodné se myslelo, Zze FTI1 jsou pouze inhibitory Ras. Nicméné FTI dokazaly potlacit
I nadory, ve ktery nebyl gen Ras mutovan. Pfedpoklada se, ze FTI putisobi i na nékteré

kontrolni body mitozy pies napt. Rho B, TGF a dalsi (Adam a kol., 2005).

3.3.2.3 Bisfosfonaty

Dalsi skupinou terapeutickych sloucenin, které inhibuji Ras a Rho posttranslacni
modifikaci jsou bisfosfonaty. Novéjsi generace bisfosfonat obsahujicich dusik inhibuje
farnesyl-pyrofosfatsyntazu (FPPsyntazu). Tento enzym je nezbytny pro syntézu farnesyl-
pyrofosfatu (FPP), ktery je zakladni sloZkou pro vlastni prenylaci substratil. Ziistava otazkou,

zda protinadorovy efekt pozorovany in vitro a na zvifecich modelech, bude aplikovatelny
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v klinické praxi v u¢inné 1é¢bé tumort. Uinnou terapii by mohla piedstavovat kombinace
statinu a bisfosfonatu. Tato dvé 1écCiva by zasdhla do biosyntetické cesty FPP na dvou

klicovych mistech (Walker a Olson, 2005).

3.3.3 Dalsi ptistupy
Inhibitory RCE1 by mohly vést ke snizeni aktivace Ras a Rho. Divodem by byla

jejich aberantni subcelularni lokalizace.

Zavéreénym krokem v posttransla¢ni modifikaci Ras a Rho proteini je methylace
isoprenylovaného cysteinu na C-konci pomoci ICMT. Zablokovani tohoto enzymu teoreticky
povede K naruSeni funkce a chybnému umisténi H-Ras, K-Ras, N-Ras a RhoA v plasmatické
membrang. Inhibi¢ni u¢inky na ICMT byly popsany u methotrexatu (Walker a Olson, 2005).

Dalsi piistupy k ovlivnéni GTPaz vedou pies zasah do vazby GTP k témto enzymutim.
Existovaly snahy o vytvofeni guaninovych mimetik. Uginek téchto analogii je viak negativné
ovlivnén vysokou koncentraci GTP v burice a vysokou afinitou Ras a Rho jak ke GDP tak
GTP. Vice efektivni by mohlo byt zablokovani GEFs a tim schopnosti aktivovat GTPazy
(Walker a Olson, 2005).
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Reagencie

Dulbecco's Modified Eagle Medium, DMEM Médium (Sigma-Aldrich)
Glutamin (Sigma-Aldrich)

Fetalni bovinni sérum, FBS (PAA)

Neesencialni aminokyseliny, NEAA (Sigma-Aldrich)

PBS fosfatovy pufr: 10mM fosfatovy pufr, pH 7,5, 150mM NaCl
Trypsin (Sigma-Aldrich)

Opti-MEM (Minimum Essential Medium) | Reduced Serum Medium (Invitrogen)
Dimethylsulfoxid, DMSO (Sigma-Aldrich)

TransFectinTM Lipid Reagent (BIO-RAD)

pGL5luc, reportérovy plasmid (Promega)

pFA2-ELK1 plasmid (Stratagene)

Epidermalni rustovy faktor, EGF (Sigma-Aldrich)

Simvastatin (Sigma-Aldrich)

Atorvastatin (Sigma-Aldrich)

Lovastatin (Sigma-Aldrich)

Pravastatin (Sigma-Aldrich)

U0126 (Sigma-Aldrich)

Erlotinib (Sigma-Aldrich)

Gefitinib (Sigma-Aldrich)

Passive Lysis Buffer (Promega)

Luciferase Assay Buffer 1l (Promega)

Luciferase Assay Substrat, luciferinovy roztok (Promega)

CellTiter 96® AQueous One Solution Reagent (Promega)

Roztok A (BCA Reagent A): Na,CO3, NaHCO3, BCA, tartaran sodny (Sigma-Aldrich)
Roztok B (BCA Reagent B): 4% CuSO4 (Sigma-Aldrich)

Ras GTPase Chemi ELISA Kit (Aktive Motif):
Complete Lysis/Binding Buffer
GST-Raf-RBD

Wash Buffer
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Antibody Binding Buffer

H-Ras antibody (primarni protilatka)
HRP antibody (sekundarni protilatka)
Chemiluminescent Reagent

Reaction Buffer

Protease Inhibitor Cocktail

4.2 Bunécéna linie A431

4.2.1 Popis bunécné linie

A431 je modelovou bunéénou linii, ktera je odvozena z epidermalniho karcinomu
vulvy 85 leté Zeny. Buiiky nesou abnormalné velky poc¢et EGFR a jsou tedy vhodné ke studiu
bunécného cyklu a signalnich kaskad spojenych s rakovinou. Obsahuji nefunkéni p53, tumor
supresorovy gen, a jsou tedy velmi citlivé k mitogennim stimulim. Pikomolarni koncentrace

EGF podporuji bunécny riist, zatimco nanomolarni koncentrace EGF rist inhibuji.

4.2.2 Kaultivace

Linii jsme kultivovali v DMEM médiu obsahujicim 2 mM glutamin, 10 % fetalniho
bovinniho séra a 1 % neesencialnich aminokyselin pii 37 °C a 5% CO,. A431 bunky jsme
pasazovali pii konfluenci (70-80 %) s pouzitim 0,25% trypsinu. Nasazovali jsme je
v koncentraci 20 000-40 000 bunék na cm? plochy kultivaéniho plata (A431 cell line human,
2011, A431, 2011).

4.3 Metoda gene reporter assay: PathDetect® EIK1 trans-Reporting System

4.3.1 Princip

PathDetect® EIk1 trans-Reporting System je uréen k hodnoceni in vivo aktivity
bunécné kaskady (ERK), ovlivnéné pomoci experimentalnich stimulti. Zapnuty signalni
fetézec vyusti ve fosforylaci Elkl traskripéniho faktoru, jehoz aktivitu lze kvantifikovat
pouzitim tohoto testu (obr. 8.).

Buiky jsou ko-transfekovany fuznim a reportérovym plasmidem. Fuazni plasmid je

vektor, do kterého je vlozena sekvence pro fuzni protein. Ten se sklad4 z aktivaéni domény
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Elk1, ktera je spojena s kvasinkovou GAL4 DNA vazebnou doménou. Fiazni plasmid
obsahuje také promotor, ktery zajistuje konstitutivni expresi fizniho proteinu. Pokud je
sledovana signalni kaskada spusténa, dochazi k fosforylaci exprimovaného fuzniho proteinu.

Reportérovy plasmid obsahuje synteticky promotor s tandemovymi repeticemi
kvasinkovych GAL4 vazebnych mist, které kontroluji expresi luciferazového genu
ze svétlusky Photinus pyralis. GAL4 DNA vazebna doména aktivovaného fizniho proteinu se
vaze na promotor reportérového plasmidu a spousti ptepis luciferazového genu do mRNA.
Potranskripci a nasledné translaci genu je exprese luciferazy detekovana
chemiluminiscen¢né. Vysledny signal odrazi aktivitu sledované¢ kaskady a tedy miru
fosforylovaného fizniho proteinu (PathDetect Trans-Reporting Systems, 2011).

K vneseni plasmidi do bunky je vyuzito lipofekce, ktera je zalozena na principu
lipozomalni transfekce. Lipozomy jsou koloidni ¢astice obsahujici kationické lipidy. Vlivem
elektrostatickych interakci tvoii komplex s negativné nabitou nukleovou kyselinou. Lipozoémy
se v komplexu s DNA spojuji S bunéénou membranou, ¢imz umoziuji inkorporaci nukleové
kyseliny do bunky (Felgner a kol., 1987).

TransFectinTM Lipid Reagent je patentovy piipravek od firmy Bio-Rad, ktery se
pouziva k transfekci nukleovych kyselin do sav¢ich bun¢k. Obsahuje kationické slouc¢eniny a
co-lipid (1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-Phosphoethanolamine). Transfekci 1ze provést v médiu
se sérem, ale i bez n¢j. Doporuc¢eny pomér DNA (v pg): TransFectin (v pl) k tvorbé komplexi
by mél byt v rozmezi 1:2 az 1:3 (TransFectin Lipid Reagent, 2011).
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Obr. 8. Gene reporter assay

Schéma zobrazuje butiku, do které byla lipofekci vnesena dvojice plasmidi. Plasmid ¢. 1 koduje fuzni protein
sestavajici se z Elkl domény a GAL4 DNA vazebné domény. Po aktivaci Elkl domény fosforylaci vzestupnymi
¢leny kaskady (ERK) dochazi k vazbé GAL4 DNA vazebné domény na Gal4 promotorové oblasti plasmidu €. 2,

kédujiciho luciferazu. Vyslednym efektem je exprese luciferazy, ktera je detekovana chemiluminiscenci.

4.3.2 Pracovni postup

1. Nasadili jsme 48-jamkovou desticku s 200 000 buiikami na jamku (plocha 1 ¢cm?). Pridali
jsme 175 pl média obsahujici 2 mM glutamin, 10 % fetdlniho bovinniho séra,

1 % neesencidlnich aminokyselin (plné médium) na jamku a inkubovali 24 hodin.
2. Pfed vlastni transfekci jsme vyménili plné medium za 150 pl nového plného média.

3. Piipravili jsme si 60 ul transfekéni smési na jamku. Transfekéni smés se sestavala ze dvou
podili: prvni z 30 pl Opti-MEM média na jamku s DNA reportérovym plasmidem (200 ng
na jamku) a fuznim plasmidem EIk1 (75 ng na jamku) a druhy podil z 30 ul Opti-MEM média
na jamku s TransFectinTM Lipid Reagentem (v poméru 1:2 vici DNA plasmidim),
po 5 minutach jsme oba podily smichali a nechali inkubovat 20 minut. Na kazdou jamku jsme

ptidali objem 60 pl transfekéni smési a nasledné inkubovali 24-26 hodin.

4. Po inkubaci jsme odsali plné médium s transfekéni smési a ptidali Opti-MEM 100 pl
na kazdou jamku na 6-8 hodin.
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5. Poté jsme k bunkam pfidali roztoky 220 ul na jamku. Roztoky se skladaly z Opti-MEM a
testovanych latek v ptislusnych koncentracich rozpusténych v DMSO. V kontrolnim vzorku
jsme pouzili 1 %o DMSO v Opti-MEM. Nasledovala n¢kolikahodinova (dle rozpisu pokusu)

inkubace v temperovaném bunééném inkubatoru.
6. Odstranili jsme médium a omyli buiiky pomoci PBS ohtatého na 37 °C.

7. Lyzaci bun¢k jsme provedli pfidanim pufru (Passive lysis buffer) v mnozstvi 100 pl

na jamku, a desticku jsme nechali zamrazit. Vzniklé krystaly zlyzovaly bunky.

8. Z kazd¢ jamky jsme odpipetovali 40 ul lyzatu na 96-jamkovou desticku a ptidali 40 pl

Luminolu.

9. Chemiluminiscenci svétluskové luciferazy jsme analyzovali na destiCkovém

spektrofotometru Genios Plus (Tecan).

10. Aktivitu bun¢k v jamce jsme vztahli k celkovému proteinu lyzatu. K uréeni celkového

proteinu jsme pouzili test Bicinchoninic Acid Assay. Z kazdé jamky jsme pouzili 20 ul lyzatu.

4.4 Bicinchoninic Acid (BCA) Assay

4.4.1 Princip

Je to metoda slouzici ke kvantifikaci celkového proteinu. Jeji podstatou je redukce
méd’natych iontdl na médné pomoci proteint (pozn. cystein, cystin, tryptofan, tyrosin a
peptidova vazba jsou schopné redukce méd’natych iontd na méd'né) v alkalickém prostiedi.
Medné ionty reaguji s BCA za vzniku rozpustného fialového komplexu, ktery absorbuje
svétlo pfi 540-590 nm. Velikost absorbance je umérna mnozstvi proteinu ve vzorku
(Bicinchoninic Acid Kit, 2011).

4.4.2 Pracovni postup

1. Ptipravili jsme si pracovni roztok smichanim 50 objemovych dild roztoku A s jednim dilem

roztoku B.

2. Napipetovali jsme 10-25 ul (dle designu pokusu) sledovanych vzorkia na jamky 96-

jamkové desticky.
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3. Pridali jsme 200 pl pracovniho roztoku K sledovanym vzorkim na kazdou jamku a

pipetovanim promichali.
4. Uzavienou desticku jsme inkubovali 30 min pfi teploté 37 °C.

5. Pomoci spektrofotometru Genius Plus (Tecan) jsme pii vlnové délce 590 nm zméfili

absorbanci vzorkl a vyhodnotili vysledky.

45 CellTiter 96° AQeous One Solution Cell Proliferation Assay

45.1 Princip

Tato kolorimetricka assay vyuziva ke kvantifikaci zivotaschopnych bunék v testech
bunééné proliferace a cytotoxicity tetrazolinovou sul MTS [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium] a reagens PES (phenazine
ethosulfate). Podstata testu spociva v redukci MTS na barevny, v médiu rozpustny formazan
(na rozdil od metody vyuzivajici MTT, odli$nou tetrazolinovou sil, kde je navic jeden krok,
spocivajici v rozpusténi formazanovych krystald) pouze metabolicky aktivnimi buiikami
(obr. 9.). Tim je zajiSténa detekce vylucéné viabilnich bunék. Vysledny roztok se kvantifikuje
za pouziti ¢tecky desticek pii vinové délce 490 nm, coz je maximum absorbance formazanu.

Stépeni MTS na formazan realizuje reduktazovy systém, ktery je soulasti
mitochondrialniho dychaciho fetézce a je aktivni pouze v zivych buikach. Redukce vyzaduje
pyridinové kofaktory NADH a NADPH. Proliferujici buiiky jsou metabolicky aktivnéjsi nez
neproliferujici, a proto je test vhodny i k uceni proliferace (CellTiter 96° AQueous One
Solution Cell Proliferation Assay (MTS), 2011).
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Obr. 9. Popis redukce MTS na barevny formazan
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4.5.2 Pracovni postup

1. Nasadili jsme bunky linie A431 na 96-jamkovou desticku. Pfidali jsme 100 pl média
obsahujici 2 mM glutamin, 10 % fetalniho bovinniho séra, 1 % neesencialnich aminokyselin

(déle plné médium) na jamku a inkubovali 24 hodin.

2. Po 24 hodinéach jsme plné médium odsali a ptidali Opti-MEM 100 pl na kazdou jamku
na 6-8 hodin (,,pretreatment*).

3. Poté jsme k buiikam ptidali roztoky 100 ul na jamku. Roztoky se skladaly z Opti-MEM a
testovanych latek v prislusnych koncentracich rozpusténych v DMSO. 1 %, DMSO v Opti-
MEM jsme pouzili jako kontrolni vzorek. Nasledovala nékolikahodinova (dle designu

pokusu) inkubace v temperovaném bunééném inkubatoru.

4. Nechali jsme plng roztat CellTiter 96° AQueous One Solution Reagent (reagens) piiblizng

90 minut pii pokojové teplote.
5. Na kazdou jamku plata do roztoku jsme napipetovali 20 pl reagentu.
6. Desticku jsme inkubovali 1-4 hodiny pti 37 °C a 5% CO,.

7. Nasledné jsme vyhodnotili absorbanci jednotlivych jamek pii 490 nm na destiCkovém

spektrofotometru Genios Plus (Tecan).

4.6 Ras GTPase Chemi ELISA

4.6.1 Princip

S Ras GTPase Chemi ELISA je mozné detekovat a kvantifikovat aktivitu Ras. Kit
obsahuje Raf-RBD protein spojeny s GST (glutathion S-transferazou), ktery je nanaSen a
fixovan na glutathionem potazenou 96-jamkovou desticku. Aktivované Ras ve vzorku
obsahuji specificka vazebna mista pro RBD efektoru Raf, kterou inaktivni Ras nevaze. Raf-
RBD je tedy vyuzivana K izolaci aktivované Ras na jamce desticky. Vazany Ras je detekovan
inkubaci s primarnimi protilatkami, které detekuji H-Ras a K-Ras u lidskych vzorkd.
Ptidanim sekundarnich protilatek spojenych s kifenovou peroxidazou a reagen¢niho roztoku,
dochazi ke chemiluminiscenci, kterou detekujeme. Na rozdil od tradicni metody
pro monitorovani Ras aktivace jako western blot usetii ELISA Cas a vyzaduje mensi mnozstvi

testovaného vzorku (Ras GTPase Chemi ELISA Kit, 2011).
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4.6.2 Pracovni postup

1. Nasadili jsme buiiky linie A431 na 6-jamkovou desticku (400 000 bun¢k na jamku). Pfidali
jsme 1000 pl média obsahujici 2mM glutamin, 10 % fetalniho bovinniho séra,

1 % neesencialnich aminokyselin (dale plné médium) na jamku a inkubovali 24 hodin.
2. Po inkubaci jsme odsali plné médium a jamky jsme oplachli PBS ohfatym na 37 °C.

3. Nasledn¢ jsme k bunkdm ptidali roztoky 500 pl na jamku. Roztoky se sestavaly z Opti-
MEM a testovanych latek v piislusnych koncentracich rozpusténych v DMSO. Jako kontrolni
vzorek jsme pouzili 1 % DMSO v Opti-MEM. Nasledovala 24 hodinova inkubace

V temperovaném bunécném inkubdatoru.

4. Oplachli jsme bunky 5 ml vychlazeného PBS. Néasledné jsme k buikam piidali 500 pl
pufru Complete Lysis/Binding Buffer. Vysokou adherenci bunék jsme fesSili pouzitim

Skrabky, kterou jsme strhli buiiky ze dna jamek plata.

5. Bunétné lyzaty jsme piesunuli do mikrozkumavek a inkubovali po dobu 15 minut

Vv centrifuze vychlazené na 4 °C.

6. Jednotlivé mikrozkumavky jsme 10 sekund michali na vortexu a 10 minut centrifugovali
(14000 rpm, 4 °C). Z kazdé zkumavky byl odebran supernatant. Z ¢asti supernatantu (20 ul
Vv triplikatu) jsme zméfili obsah celkového proteinu ve vzorcich prostiednictvim
Bicinchoninic Acid Assay. Ze zjisténych hodnot absorbance jsme relativizovali vysledky
z ELISA testu.

7. Aktivovali jsme desticku kitu pfidanim 1 pl GST-Raf-RBD ziedéné¢ho v 49 pl pufru
Complete Lysis/Binding Buffer na jamku desticky.

8. Adhezivni paskou jsme piekryli plato a inkubovali 1 hodinu pti 4 °C za mirného tfepani.

9. Kazdou jamku jsme 3krat oplachli 200 pl 1X Wasch Bufferu. Po kazdém oplachnuti jsme

otocili desticku nad vylevkou a nechali leZet v pievracené poloze na absorpénim papite.

10. Na kazdou jamku jsme nanesli 120 ul supernatantu. Potahli jsme plato adhezivni paskou a

inkubovali 1 hodinu pfti pokojové teploté za mirného tfepani.
11. Po 1 hoding inkubace jsme oplachli kazdou jamku 3krat.Viz bod 9.

12. Poté jsme na kazdou jamku pipetovali 50 ul zfedéné H-Ras protilatky (v poméru 1:500
s 1X Antibody Binding Bufferem) a prekryli plato paskou pii 1 hodinové inkubaci
bez ttepani. Oplachli jsme plato podle bodu 9.
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13. Po navézani primarni protilatky jsme ptidali 50 pl zftedéné HRP protilatky (sekundérni)
v poméru 1:5000 s 1X Antibody Binding Bufferem na jamku a podobné jako v pfedchozim

kroku zakryli adhezivni paskou plato pfi 1 hodinové inkubaci bez tfepani.

14. Béhem inkubace jsme si ohidli Chemiluminescent Reagent a Reaction Buffer

na pokojovou teplotu.

15. Po 1 hodiné¢ nasledovalo proplachovani jamek plata jako v bod€ 9., pficemz jsme

oplachovani opakovali 4 krat nikoliv 3krat.

16. Na kazdou jamku jsme pfidali 50 pl Chemiluminescent Working Solution (pokojové

teploty) pfipraveny z Chemiluminescent Reagent a Reaction Buffer.

17. Chemiluminiscenci jsme detekovali na destickovém spektrofotometru Genios Plus

(Tecan).

4.7 Statistické vyhodnoceni vysledkii

Pro statistické vyhodnoceni vysledkd jsme pouzili neparovy Studentiv t-test nebo
AVOVA analyzu s Dunnettovym post hoc testem (GrapPad software). Za statisticky

vyznamnou jsme povazovali hladinu vyznamnosti na tirovni p < 0.05.
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5 Vysledky

5.1 PathDetect® Elk1 trans-Reporting System

Pokusy jsem provedli na bunécné linii A431 se ¢tyfmi zastupci statinti (simvastatin,
lovastatin, pravastatin, atorvastatin (30 uM)), kazdy Vv triplikatu. Jako pozitivni kontrolu jsme
zvolili modelovou latku U0126 (10 uM), inhibitor MEK1/2, a cytostatika (erlotinib (10 uM) a
gefitinib (10 uM)) pusobici na trovni EGFR, rovnéz v triplikatu. Experimenty probihaly
na 48-jamkovych destickach v uspotradani: prvni polovina desti¢ky - testované latky a druha
polovina desticky - testované latky s EGF (50 ng/ml). Jamky bez testovanych latek pouze
s EGF nam tvofily kontrolu pro statistické vyhodnoceni efektu statind. Aktivitu bunck
najamce jsme vztdhli k celkovému proteinu lyzatu. K jeho stanoveni jsme pouzili
Bicinchoninic Acid Assay.

Na polovin¢ desticky jsme pracovali s roztoky testovanych latek s EGF (50 ng/ml).
Tento rastovy faktor nam umoznil aktivovat sledovanou kaskadu a pozorovat efektivnéji vliv
latek na aktivitu Elk1 oproti srovnavaci poloving desticky bez EGF.

Prvni pokus sledoval vliv statind na EIK1 aktivaci po 14 hodinové expozici bunék
testovanymi latkami (obr. 10.), druhy po 22 hodinach (obr. 11.) a tfeti po 40 hodinach
(obr. 12.).
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Obr. 10. PathDetect® Elk1 trans-Reporting System na bun&éné linii A431 s vybranymi
latkami po 14 hodinach.

Jiz po 14 hodinach od ptidani latek k bunkam jsme pozorovali vliv EGF (50 ng/ml)
na EIK1 aktivaci, pfevySujici svoji aktivitou n€kolika nasobné kontrolu (DMSO, 1 %).
Inhibitory erlotinib (Erlo), gefitinib (Gefit), U0126 (10 uM) vyznamné snizily aktivitu Elk1
na aktivované polovin¢ desticky Vv porovnani s kontrolou s EGF. Vliv statinti na Elk1 nebyl

V této Casové fazi kromé lovastatinu signifikantni.
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Obr. 11. PathDetect® EIk1 trans-Reporting System na bun&né linii A431 s vybranymi
latkami po 22 hodinach.

Po 22 hodinach inhibitory erlotinib (Erlo, 10uM ), UO126 (10uM), a gefitinib (Gefit,
10uM) intenzivné potlacily aktivitu Elk1 (p < 0.01). Statisticky vyznamny (p < 0.05) byl
I efekt statinl. Zatimco v uspofadani statin bez EGF jsme nezaznamenali signifikantni zasah
do aktivity Elk1, tak v modelu statin (vyjma pravastatinu) s EGF byla ve srovnani s kontrolou
(vzorek s EGF) aktivita EIK1 signifikantné snizena (p < 0.05).
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Obr. 12. PathDetect® EIk1 trans-Reporting System na bun&né linii A431 s vybranymi
latkami po 40 hodinach

Po 40 hodinach se aktivita Elkl snizuje ve srovnani S pfedchozim experimentem
(obr. 11.). Rozdil signalu mezi kontrolou s EGF (50 ng/ml)) a vzorkem s DMSO (1 %o) neni
tak vyrazny. Podobn¢ efekt statind s EGF (vyjma simvastatinu a lovastatinu) na aktivitu Elk1
ztraci na vyznamu. V usporadani statin bez EGF jsme nedetekovali, podobné jako
v ptedchozich dvou pokusech (obr. 10. a 11.), signifikantni rozdil od kontroly (1 % DMSO).
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Nasledujici experiment jsme provedli na 48-jamkové desti¢ce pouze v designu statin
SEGF (50 ng/ml). Simvastatin, lovastatin, atorvastatin a pravastatin jsme pfipravili
V duplikatech v koncentrac¢ni fadé¢ 1 uM, 5 puM, 10 uM, 20 uM, 30 uM. Jako pozitivni
kontrolu jsme zvolili erlotinib (10 uM) a gefitinib (10 uM) s EGF (50 ng/ml). Kontrolu,
ke které jsme vztahovali G¢inek statind a cytostatik, tvofilo EGF (50 ng/ml) a DMSO (1 %o).

Pokus jsme vyhodnotili po 38 hodinach.

Elk1 PathDetect A431 38 hodin
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Obr. 13. PathDetect” Elk1 trans-Reporting System na bun&né linii A431 s koncentratnimi
fadami statindl po 38 hodinach

Timto experimentem jsme popsali zdvislost aktivity Elkl na koncentraci statinid
(v ¢ase 38 hodin). U simvastatinu, lovastatinu a atorvastatinu je mozné pozorovat sestupnou
aktivitu Elk1 na rostouci koncentraci statinii. VIiv koncentrace pravastatinu na aktivitu EIk1
jsme nepotvrdili. Pozitivnimi kontrolami (erlotinib (10 uM) a gefitinib (10 uM) s EGF

(50 ng/ml)) i samotnou kontrolou s EGF (50 ng/ml) jsme validovali metodu.
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5.2 CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay

Pracovali jsme na 96-jamkovych destickach s testovanymi latkami v kvadruplikatech.
Jedna identicka polovina desticky byla v designu: latka s EGF (50 ng/ml) a druha polovina
destic¢ky: latka bez EGF. Testovali jsme simvastatin (30 uM), lovastatin (30 uM), atorvastatin
(30 uM), pravastatin (30 uM), inhibitory erlotinib (30 uM), gefitinib (30 uM) a U0126
(20 uM). Kontrolu nam tvorily jamky s EGF (50 ng/ml) (obr. 14. a 15.).

CellTiter A431 linie 22 hodin
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Obr. 14. CellTiter 96 AQueous One Solution Cell Proliferation Assay na bunééné linii A431
S vybranymi latkami po 22 hodinach
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Obr. 15. CellTiter 96" AQueous One Solution Cell Proliferation Assay na bun&né linii A431
S vybranymi latkami po 36 hodinach

Z vysledkti je patrné, Ze nezaznamenavame vyznamné rozdily v mitochondrialni
aktivité¢ u jednotlivych vorkid s/bez EGF. Efekt nékterych statinli (simvastatin, pravastatin,
atorvastatin) je patrny piedev§im po 36 hodinovém experimentu ve srovnani s kontrolou a

tento efekt byl statisticky signifikantni (p < 0.05).

53 Ras GTPase Chemi ELISA

Bunky linie A431 jsem kultivovali na 6-jamkovych platech s testovanymi latkami
po dobu 24 hodin. Aktivitu Ras jsme analyzovali z bunééného lyzatu.

Ras GTPase Chemi ELISA experiment jsem provedli v designu Ctyi zastupcti statinti
(simvastatin, lovastatin, pravastatin, atorvastatin (30 uM)), kazdy v triplikatu (lovastatin
v duplikatu). Jako pozitivni kontrolu jsme pouzili cytostatika (erlotinib (30 uM) a gefitinib
(30 uM)) v duplikatu. Pokus jsme realizovali na glutathionem potaZené 96-jamkové desticce

Vv usporadani: testované latky s EGF (50 ng/ml). Duplikatem jamek bez testovanych latek
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pouze s EGF (50 ng/ml) jsme si vytvorili kontrolu. Aktivitu Ras na jamce jsme vztahli
k celkovému proteinu lyzatu. K jeho stanoveni jsme pouzili BCA assay (obr. 16.).
Vyznamny ucinek EGF a vyrazny efekt cytostatik erlotinibu a gefitinibu potvrzuji

citlivost testu. Z obr. 16. je patrné, Ze statiny svoji aktivitou potlacuji aktivitu Ras.

RasGTPazova aktivita A431 linie 24 hodin
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Obr. 16. Ras GTPase Chemi ELISA na bun&né linii A431 svybranymi latkami
po 24 hodinach

Z bunék exponovanych testovanymi latkami jsme pfipravili lyzaty. Bunky, které byly
vystaveny statinim (30 pM) spolu s EGF (50 ng/ml) m¢éli signifikantné nizsi (p < 0.05)
aktivitu Ras oproti kontrole (EGF (50 ng/ml)). Erlotinib (30 uM) a gefitinib (30 uM) spolu
s EGF (50 ng/ml) vyznamné snizily aktivitu Ras ve srovnani s kontrolou (p < 0.01).
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6 Diskuze

Cilem této experimentalni prace bylo ovéfit vliv vybranych statini (Simvastatinu,
pravastatinu, lovastatinu a atorvastatinu) na aktivitu transkripéniho faktoru Elkl a enzymu
Ras na bunééné linii A431. Dale jsem testovali Gi¢inek statin na bunéénou viabilitu linie
A431.

Na zakladé naSich vysledku ptedpokladame, Ze statiny snizuji aktivitu transkripéniho
faktoru Elk1. Podstata efektu pravdépodobné spociva v zasahu statini do signalni kaskady
RTK/Ras/Raf/MEK/ERK. Nelze v8ak vyloucit alternativni cestu aktivace EIK1 jinou signalni
cestou. Pokud porovname jednotlivé zastupce, tak simvastatin a lovastatin nejdéle potlacuji
aktivitu Elk1. To mtze souviset s jejich strukturou, nebot’ obé zminéné molekuly prestavuji
prolé¢iva na rozdil od atorvastatinu a pravastatinu. U pravastatinu jsme hodnovérné
nepotvrdili efekt na aktivitu Elkl transkripéniho faktoru. Statiny potlacuji aktivitu Elk1
umeérné s jejich zvysujici se koncentraci (vyjma pravastatinu).

Metodou CellTiter jsme chtéli zjistit, jak ovlivni statiny mitochondrialni aktivitu
bunc¢k (coz nepfimo indikuje mozny cytotoxicky ucinek statinil). Vysoky signal se da
reprodukovat jako zvySena bunécna aktivita ¢i proliferace. Naopak nizky signal jako
cytotoxicky ucinek testovanych latek. Z vysledkli nezaznamenavidme vyznamné rozdily
V mitochondrialni aktivité mezi bunikami s/bez EGF. Statiny mirn¢ negativné zasahuji do této
aktivity az po 36 hodinach od ptidani k bunkam (obr. 15).

Vliv statinii na aktivaci proteinu Ras je v poslednich letech v popfedi védeckého
z4jmu, nebot’ pfitomnost mutovaného Ras je podkladem patogenese tady lidskych nadort.
Zasah do deregulované signalizacni funkce enzymu Ras statiny, vytvafi predpoklad
pro ucinny boj s rakovinou (Walker a Olson, 2005).

Rada experimentélnich praci se zaméfila na sledovani vlivu statinil na aktivitu Ras.
Pti expozici MCF10A lidskych epitelovych bunék prsu simvastatinem a lovastatinem Se snizil
isoprenylovany H-Ras v membranové frakci, zatimco se zvySil neprenylovany H-Ras
Vv cytosolické frakci. To dokazuje, Ze statiny inhibuji membranové ukotveni H-Ras
v MCF10A bunikach. Zmény v obou frakcich byly zavislé na davce statinli (pozn. testovano
v rozmezi 0-50 pM simvastatinu a lovastatinu). Simvastatin a lovastatin snizily také aktivitu
H-Ras sestupnych signalnich molekul v MCF10A bunkach. Aktivita Raf, MEK, ERK klesala
v zavislosti na koncentraci simvastatinu a lovastatinu. K detekci signalnich molekul byla

pouzita metody western blot (Kang a kol., 2009).
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Na bunécné linii U266 lovastatin indukuje (po dvou dnech inkubace) piesun
membranové vazaného Ras do cytosolu (koncentrace lovastatinu 10 a 30 uM). Ras byl
analyzovan metodou western blot (van de Donk a kol., 2002).

Na zéaklad¢é naSich vysledkti z Ras GTPase Chemi ELISA muzeme konstatovat, Ze
testované statiny (simvastatin, pravastatin, lovastatin a atorvastatin) snizuji aktivitu Ras
GTPazy na bunécné linii A431 vystavené EGF. Pritomnost EGF v experimentu je dulezita,
protoze spousti ERK kaskadu a umozni hodnotit vliv statinli na fosforylaci proteinu Ras.
Logicky je i efekt inhibitort EGFR, které pusobi na receptor ERK kaskady, jez spousti Ras
protein i celou kaskadu.

Teoreticky terapeuticky potencial statinii spo¢iva také v mozné kombinované 1écbé
s cytostatiky. Kombinace lovastatinu a gefitinibu efektivné snizuje aktivitu Ras a fosforylaci
Raf, ERK1/2 a EGFR na bunééné linii NSCLC s K-Ras mutaci. Lovastatin pomaha ptekonat
rezistenci bunék na gefitinib zasahem do aktivity K-Ras proteinu, jehoz mutace je s rezistenci

spojovana (Park a kol., 2010).
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[ Zavér

Pomoci metody PathDetect® EIk1 trans-Reporting System jsme testovali vliv
vybranych statini na aktivitu transkripniho faktoru Elkl na bunécné linii A431.
Na zaklad¢ vysledki mizeme konstatovat, ze statiny negativné zasahuji do aktivity Elkl
transkripéniho faktoru. Pokusy byly navrzeny v intervalech 14, 22, 40 hodin. Ze statint
nejvice inhibovaly aktivitu Elk1l simvastatin a lovastatin. Tato skute¢nost souvisi patrné
s povahou jejich molekuly, nebot’ byly pouzity ve form¢ proléciva. Sledovali jsme také vliv
koncentracni zavislosti statinti na aktivitu Elkl. Potvrdili jsme zavislost zvySujici se
koncentrace nékterych statini na snizujici se aktivitu Elk1. Pouze u pravastatinu jsme
neprokazali jednoznaény efekt na aktivitu transkripéniho faktoru Elk1.

S vyuzitim metody Ras GTPase Chemi ELISA jsme zjistili, Ze statiny potlacuji
aktivitu enzymu Ras v buné¢né linii A431.

Utinek statini na bun&¢nou aktivitu jsme testovali vyuZitim metody CellTiter 96®
AQueous One Solution Cell Proliferation Assay. Nizky signal, ktery se da reprodukovat jako
snizend bunéfna aktivita ¢i cytotoxicita testovanych latek byla zaznamenina u statint
(simvastatinu, pravastatinu, atorvastatinu) po 36 hodinovém ,,treatmentu® bun¢k linie A431.

Zvysena aktivita ERK signalni kaskady je popisovana v fad¢ nadorovych bunéénych
linii. Statiny zasahem do biosyntézy steroidnich latek zasahuji do aktivity signalnich proteinti
ERK signalni kaskady. Popsali jsme efekt statinli na urovni enzymu Ras a transkripéniho
faktoru Elkl na bunécéné linii A431. Vysledky mohou podpofit vyznam statinli jako
potencialnich cytostatik.
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Nazev diplomové prace: Vliv statini na Ras/Raf/ERK signalni kaskddu v modelové linii
A431

ERK signélni kaskada hraje dtlezitou roli v fadé¢ bunécnych funkci napt. bunécné
proliferaci, diferenciaci a pieziti. Jeji nepiiméfend aktivace je Casto pfitomna u lidskych
nadorl. Signalni kaskada se sklddd z mnoha proteintll, ale v popfedi zajmu jsou zejména
zastupci podrodiny Ras (zvlasté H-Ras nebo K-Ras). Ras jsou GTPazy, které jsou podstatné
zahrnuty v onkogenesi mnoha lidskych nadort. Kli¢ovou ulohu ve funkci Ras pfedstavuje
jejich posttransla¢ni modifikace lipidy (prenylace). Kovalentni vazba isoprenoidového zbytku
k Ras podporuje jeho ptipojeni k plasmatické membrané a umoziuje jeho funkci. Isoprenoidy
vznikaji b&hem syntézy cholesterolu jako jeho prekurzory. Inhibice prenylace vede
k inaktivaci Ras a ERK signalni kaskady a potla¢uje nekontrolovatelné bunééné déleni tam,
kde je pfitomna aktivacni mutace Ras. Statiny, hypolipidemika, inhibitory enzymu HMG-
CoA reduktazy, inhibuji syntézu mevalonatu nezbytného pro tvorbu isoprenoidu.

V této praci jsme testovali, zda statiny (simvastatin, pravastatin, lovastatin
atorvastatin) inhibuji syntézu produktii pro prenylaci a nasledné potlacuji aktivitu Ras a ERK
signalni kaskadu. Pro tento Gcel jsme vyuZili ELISA assay a gene reporter assay. Pokusy byly
provedeny na modelové bunécné linii A431 s velkym poctem receptorti epidermalniho
rustového faktoru. Pfidani epidermdlniho rGstového faktoru k buitkam A431 spousti ERK
signalni kaskddu a umozZni studovat latky, které¢ by mohly ovlivnit tuto kaskadu. Zjistili jsme,
Ze statiny snizuji aktivitu Ras v A431 bunkach a také snizuji aktivitu transkripniho faktoru
Elk1, ktery je zahrnut v ERK signalni kaskad&. Dale jsme prostiednictvim CellTiter 96
AQueous One Solution Cell Proliferation Assay pozorovali vliv statinll na bunéénou aktivitu.

Vysledky by mohly podpofit terapeuticky potencial statinti u nékterych nadoru.
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The ERK pathway is the signal transduction cascade, which plays an important role
in different cellular functions e.g. cellular proliferation, differentiation, and survival. Its
inappropriate activation is often presented in human cancers. The pathway consists of the
many proteins, but the interest concentrates especially on members of the Ras subfamily
(particularly H-Ras or K-Ras). Ras proteins are GTPases, which are significantly included
in the oncogenesis of many human cancers. The key role in the Ras proteins function
represents their posttranslation modifications with the lipid. The covalent binding of prenyl
moiety to Ras protein facilitates its attachment to the plasmatic membrane, which allows its
function. The prenyl groups are formed during the synthesis of the cholesterol as its
precursors. The inhibition of the prenylation results in Ras proteins inactivation of the ERK
signal transduction cascade and suppression of uncontrolled cell division where the activating
mutations of Ras proteins are presented. Statins hypolipidemic drugs an inhibitors
of the enzyme HMG-CoA reductase, inhibit synthesis of the mevalonate necessary
for formation the prenyl groups.

In the study, we tested whether statins (simvastatin, pravastatin, lovastatin and
atorvastatin) inhibit prenyl groups synthesis and thus suppress Ras GTPase activity and ERK
cascade activation. For the purpose we used ELISA assay and gene reporter assay on A431
cells which are model cell line with high levels expression of the epidermal growth factor
receptor (EGFR). The addition epidermal growth factor to A431 cells triggers the ERK signal
transduction cascade to make it possible to study compounds that may affect the cascade. We
found that statins decrease activity of Ras proteins GTPase activity in A431 cells and also
reduce function of EIk1 transcription factor, which is a downstream transcription factor
activated by the ERK signal transduction cascade. We also used CellTiter 96° AQueous One
Solution Cell Proliferation Assay to study effect of statins on the cell activity.

These finding could suppose therapeutic potential of statins in some tumors.
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