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Seznam použitých zkratek 
 

ADD   addiction dependence domain 

AIF   apoptosis inducing factor 

Apaf-1   apoptosis activating factor 1 

ATM   ataxia telangiectasia mutated  

ATP   adenosine triphosphate 

BIR   baculovirus IAP repeat 

CARD   caspase recruitment domain 

DCC   deleted in colorectal cancer 

DD   death domain 

DED   death efector domain 

DFO   desferrioxamin 

DISC   death inducing signaling complex 

DMT1   divalent metal transporter 1 

DNA   deoxyribonucleic acid 

DR5   death receptor 5 

EGF   epidermal growth factor 

FADD   Fas associated death domain 

FAK   focal adhesion kinase 

FasL   Fas ligand 

FLIP   FLICE inhibitory protein 

HCP 1   heme carrier protein 1 

Hdm2   human double minute 2 

IAP   inhibitor of apoptotic proteins 

ICAD   inhibitor of caspase-activated Dnase 

IGF-1   insulin-like growth factor 1 

IRE   iron responsive element 

IRP   iron regulatory protein 

JNK/SAPK  Jun NH2-terminal kinase/stress-activated protein kinase 

MDR   multidrug resistance 

NGAL   neutrophil gelatinase-associated lipocalin 

NGF   nerve growth factor 
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NGFR   nerve growth factor receptor 

PARP   poly(ADP-ribose) polymerase 

PCD   programme cell death 

PDGF   platelet derived growth factor 

PDT   photodynamic therapy 

PIDD   p53-induced protein with DD 

PS   photosensitizer 

PTP   permeability transition pore 

RAID   RIP associated ICH1/CED3 homologous protein with DD 

ROS   reactive oxygen species 

tBid   truncated Bid 

TNFR   tumor necrosis factor receptor 

TNF-α   tumor necrosis factor α 

TRADD  TNFR associated via death domain 

TRAIL   TNF-related apoptosis-inducing ligand 

VDAC   voltage dependent anion channel 
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I. Cíle disertační práce 
 

V současné době je terapie řady nádorových onemocnění zatížená resistencí 

k jednotlivým protinádorovým léčivům. Jako účinný prostředek k překonání této resistence 

se ukazuje kombinace více postupů nebo léčiv s protinádorovým účinkem. Nutnou 

podmínkou pro takovou aplikaci protinádorových léčiv je dokonalá znalost mechanismu, 

kterým jednotlivá léčiva působí na buňky z důvodu vyhnutí se nežádoucím interakcím. 

Naším hlavním cílem proto bylo objasnění mechanismů indukce apoptosy různými 

induktory s ohledem na využití nových poznatků k zefektivnění  nádorových terapií. 

V našich studiích jsme se zabývali mechanismem indukce apoptosy deprivací železa, 

taxany a novými fotosensitivními molekulami.  

Jednotlivými cíly této práce bylo: 

 

1. Přispět k pochopení molekulárního mechanismu indukce apoptosy deprivací železa 

a zároveň přispět k pochopení mechanismu odpovědného za resistenci nádorových 

buněk k deprivaci železa. 

2. Identifikovat proteiny schopné vazby nízkomolekulárního železa s potenciální 

účastí v transportu nízkomolekulárního železa. 

3. Přispět jednak k objasnění molekulárních mechanismů indukce apoptosy taxany a 

jednak k objasnění mechanismů zodpovědných za resistenci nebo sensitivitu 

nádorových buněk k taxanům. Konkrétně se zaměříme na klinicky používané 

taxany paclitaxel (Taxol®) a docetaxel (Taxotere®). 

4. Charakterizovat, jakým způsobem ovlivní přítomnost atomů fluoru a jednoho nebo 

dvou cyklodextrinových substituentů fotosensitivní charakteristiky a účinnost 

nových derivátů porfyrinů (P(β-CD)1, P(β-CD)2) v indukci apoptosy u nádorových 

buněk in vitro a in vivo. 
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II. Úvod 

 
II.1. Programovaná buněčná smrt a apoptosa 

 
II.1.1. Programovaná buněčná smrt 

 

Programovaná buněčná smrt (PCD) vyjadřuje buněčnou smrt, která se realizuje na 

základě specifických signálů ve vhodném čase a místě podle určitých mechanismů. V této 

souvislosti se tedy PCD uplatňuje u buněk již nepotřebných nebo u buněk určitým 

způsobem nebezpečných pro mnohobuněčný organismus jako celek. Termín 

“programovaný“ vystihuje jednak tu skutečnost, že konkrétní buňky odumírají cíleně 

v průběhu ontogenese, a také i tu skutečnost, že každá individuální buňka 

v mnohobuněčném organismu nese geneticky kódovanou informaci pro realizaci vlastní 

sebedestrukce. Jedním z typů PCD je apoptosa, jejíž základní molekulární průběh byl 

popsán na základě studia 131 buněk odumírajících během vývoje hlísta Caenorhabditis 

elegans (Bursch et al. 2000, Kinchen & Hengartner 2005, Kumar 2007). 

 Počátkem 70tých let, kdy došlo k objevu nového typu buněčné smrti, vypracoval 

Kerr et al. (1972) koncepci apoptosy. Tyto studie buněčné smrti dali vznik prvnímu popisu 

buněčné smrti na programovanou, označovanou “apoptosa“ a náhodnou označovanou 

“nekrosa“. 

 Termín apoptosa pochází ze složeniny dvou řeckých slov “apo“ a “ptosis“ 

znamenající odpadnout od něčeho. Apoptosa, narozdíl od nekrosy, je proces aktivní, který 

spotřebovává ATP. Během apoptosy dochází u umírajících buněk k morfologickým  

změnám (celkové smrštění, kondenzace chromatinu spojená s oligonukleosomovou 

fragmentací DNA), molekularním změnám (exposice fosfatidylserinu na extracelulární 

straně cytoplasmatické membrány) a aktivaci specifických proteas (kaspasy). Konečnou 

fází apoptosy je tvorba malých membránou ohraničených apoptotických tělísek, které jsou 

následně pohlceny makrofágy nebo sousedními buňkami, aniž by došlo k vyvolání 

zánětlivé odpovědi imunitním systémem (Sen 1992, Vermeulen et al. 2005). 

 Oproti tomu nekrosa je morfologicky zcela odlišná. Během nekrosy dochází 

k nabobtnání jak celé buňky tak i mitochondrií a celý proces buněčné smrti probíhá bez 

spotřeby enegie. Nedochází zde ke kondenzaci chromatinu a štěpení DNA je náhodné. 
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Výsledkem nekrosy je porušení plasmatické membrány a uvolnění obsahu buňky do okolí, 

kde vyvolá zánětlivou odpověd imunitního systému (Proskuryakov et al. 2003). 

 S postupem času a získáváním nových informací se rozdělení typu buněčné smrti 

na apoptosu a nekrosu jeví jako příliš zjednodušené. V současnosti rozlišujeme buněčnou 

smrt na základě morfologie na apoptosu, nekrosu a autofagii. Nicméně existuje řada 

příkladů, kdy některé biochemické a morfologické charakteristiky zmíněných typů 

buněčné smrti můžou být nalezeny ve stejné buňce. To naznačuje přítomnost přechodných 

forem a klasická apoptosa a nekrosa tvoří mantinely tohoto rozložení (Bursch 2004, Fietta 

2006, Bredesen 2007). 

 Další typ buněčné smrti, se kterým se potkáváme je zmíněná autofagie, také 

označovaná jako PCD typ II. Autofagie je evolučně konzervovaný proces, jehož indukce je 

pozorována v podmínkách  hladovění a v některých patologických podmínkách jako jsou 

neuronální degenerace, infekční onemocnění a rakovina. Primární funkcí autofagie je 

recyklace proteinů z pohlcené cytoplasmy nebo poškozených organel do útvaru zvaný 

autofagosom, který posléze fúzuje s lysosomem. Avšak za určitých podmínek může tento 

proces vést až k buněčné smrti závislé nebo nezávislé na kaspasach (Gozuacik & Kimchi 

2004, Yu et al. 2004, Debnath et al. 2005, Tsujimoto & Shimizu 2005, Kondo & Kondo 

2006). 

 

 

II.1.2. Biologická role apoptosy 
 

Apoptosa hraje významnou úlohu v mnoha základních biologických procesech u 

mnohobuněčných organismů a to jak u živočichů, tak u rostlin. Její uplatnění můžeme najít 

ve fyziologických (udržení tkáňové homeostáze, ontogenese, regulace buněk imunitního 

systému, eliminace nebezpečných buněk) i v patologických procesech (neurodegenerativní 

onemocnění, svalové atrofie, nádorová onemocnění) (Matsson 2000, Lam et al. 2001, 

Alborian et al. 2003, Dickson 2004, Lam 2004, Hipfner & Cohen 2004, Dean et al. 2005). 

Během ontogenese se apoptosa podílí na morfogenesi tkání. Dochází zde 

k odstranění celých skupin buněk (morfogenese prstů), struktur těla (ocas) s již 

nepotřebnou funkcí v určité etapě vývoje jedince a regresi orgánů (Jacobson et al. 1997, 

Meier et al. 2000). 
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Nezastupitelnou úlohu hraje apoptosa v imunitním systému, konkrétně ve zrání T a 

B lymfocytů a eliminaci pro organismus jako celek nebezpečných buněk. Při negativní 

selekci jsou eliminovány lymfocyty rozpoznávající antigeny tělu vlastní a při pozitivní 

selekci jsou eliminovány lymfocyty nevykazující odpověd proti patogením antigenům. Na 

druhou stranu zvýšená apoptosa buněk infikovaných HIV virem vede po několika letech 

k zdecimování imunitního systému (Falk et al. 2001, Pezzano et al. 2001, Rathmell & 

Thompson 2002, Testa 2004, Winau et al. 2004, Zahir & Weaver 2004).  

Zásadní roli hraje apoptosa v udržování tkáňové homeostáze. Pro řádné fungování 

mnohobuněčného organismu je třeba udržovat základní rozvržení množství buněk tak, aby 

apoptosou eliminované buňky byly nahrazeny přibližně stejným množstvím buněk. 

V případě narušení této rovnováhy může dojít k hyperproliferaci tkáně, která může dát 

vznik nádorovým onemocněním. Na druhou stranu zvýšená frekvence indukce apoptosy 

hraje svou roli v několika typech degenerativních onemocnění jako jsou svalová atrofie, 

Alzheimerova a Parkinsonova choroba (Debatin 2004, Fennel & Rudd 2004, Holdenrieder 

& Stieber 2004, Porter & Dhakshinamoorthy 2004, Zahir & Weaver 2004).  

Díky účasti apoptosy v mnoha fyziologických i patologických procesech se studium 

mechanismů indukce apoptosy dostalo do popředí vědeckého výzkumu pro možnost 

uplatnit získané poznatky v léčbě řady onemocnění. Velký důraz je zejména kladen na 

využití indukce apoptosy v léčbě nádorových onemocnění. 

 

 

II.1.3. Molekulární mechanismy indukce apoptosy 
 

Indukci apoptosy lze navodit širokým spektrem signálů počínaje ligandy pro 

specializované “receptory smrti“ (FasL/CD95, TNF/TNFR, TRAIL/DR5), nedostatkem 

stimulačních faktorů nebo nutričních složek, stresem, nově syntetisovanými chemickými 

látkami nebo působením γ záření (Davireddy et al. 2001, Cornelis et al. 2005, Ehrlichová 

et al. 2005, Koc et al. 2005, Afshar et al. 2006, Corazza et al. 2006, Koul et al. 2006, 

Kralova et al. 2006, Lavrik et al. 2006, Matsubara et al. 2006, Wei et al. 2006, Zhou et al. 

2006). 

Indukce apoptosy se realizuje alespoň dvěmi hlavními signálními dráhami “vnitřní“ 

a “vnější“. Každá z těchto signálních drah je regulována na více úrovních. Indukce 

apoptosy u “vnější“ dráhy je zahajována na buněčném povrchu a to pomocí povrchových 
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receptorů a jim příslušných ligandů a posléze přenesením signálu indukce apoptosy dovnitř 

buňky na přidružené adaptorové proteiny. Regulace “vnější“ dráhy je zajištována 

především expresí jednotlivých receptorů a inhibičních proteinů proteiny  na intracelulární  

části receptorů (c-FLIP). “Vnitřní“ dráha je celkově směřována k mitochondriím, které 

obsahují klíčové faktory (cytochrom c, AIF, Smac/Diablo, Omi/HtrA2, endonukleasa G). 

Hlavním regulátorem “vnitřní“ dráhy jsou proteiny Bcl-2 rodiny.  

Významné postavení v apoptose zaujímá protein p53, který jako regulátor 

apoptotických procesů může ovlivňovat řadu klíčových kontrolních bodů jak ve “vnější“ 

tak ve “vnitřní“ signální dráze. Za normálních podmínek je protein p53 rychle odbouráván 

a držen v nízké koncentraci negativním regulátorem Hdm2 (human double minute 2), který 

jako ubiquitin ligasa směruje protein p53 do proteasomu. Aktivace proteinu p53 je spojena 

s odpovědí na vyvolaný stres (DNA poškození, hypoxie, oprava DNA, genomová 

nestabilita a jiné). V důsledku vyvolaného stresu dochází k fosforylaci a acetylaci proteinu 

p53. Aktivovaný p53 způsobí zablokování buněčného cyklu a následné spuštění opravných 

mechanismů nebo při nenapravitelném poškození směruje buňku k indukci apoptosy. 

Poškození funkce proteinu p53 mutací, delecí nebo zesílenou degradací je proto jedna 

z vážných příčin vzniku nádorového onemocnění (Li et al. 2002, Fridman & Lowe 2003, 

Lavin & Gueven 2006).  

Aktivovaný protein p53 působí jednak na úrovni regulace transkripce genů, tak na 

úrovni proteinových interakcí (Obr. 1.). Jako transkripční faktor indukuje nebo tlumí 

expresi genů účastnících se v apoptose (Sax & el-Deiry 2003). Jedním z významných 

proteinů indukovaných proteinem p53 jsou proapoptotické proteiny Bcl-2 rodiny (Bax, 

Noxa, Bid, Puma) uplatňující se zejména v regulaci “vnitří“ signální dráhy (Obr. 1.) 

(Miyashita & Reed 1995, Sax et al.2002, Chipuk et al. 2004, Chipuk et al. 2005, Li et al. 

2006). P53 rovněž indukuje expresy receptorů “vnější“ signální dráhy CD95/Fas a DR4, 

DR5 (Owen-Schaub et al. 1995, Takimoto & el-Deiry 2000, Guan et al.2001).  

Přímou interakcí protein p53 vyvazuje a tím inhibuje antiapoptotický protein Bcl-2,  

nebo vazbou k antiapoptotickému proteinu Mcl-1 umožní uvolnění proapoptotického 

proteinu Bak z inhibičního spojení s Mcl-1 (Leu et al. 2004, Deng et al. 2006, Tomita et al. 

2006). 

Zatímco protein p53 působí jako senzor zejména “vnitřní“ dráhy, povrchové 

receptory patří mezi  senzory “vnější“ dráhy. Obecně tyto receptory účastnící se v indukci 

apoptosy nazýváme “receptory smrti“. Nejvýznamější z nich jsou zejména TNFR, FasR, 

DR4, DR5, jenž se vyznačují přítomností domén smrti (DD) na vnitrobuněčné části 
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receptoru. Pomocí adaptorových proteinů (FADD – fas associated death domain, TRADD 

–TNFR associated via death domain) se na tyto receptory vážou prokaspasy 8 a 10, které 

jsou následně v proteinovém komplexu aktivovány. Receptory po navázání trimerního 

ligandu změní konformaci a umožní vazbu adaptorovým proteinům. Dále jsou zde 

receptory označované “dependence receptory“, které naopak od “receptorů smrti“ indukují 

nebo amplifikují apoptotický signál v nepřítomnosti ligandu.  

“Dependence receptory“ představují nehomogení skupinu receptorů a většinou 

slouží pro vývoj nervového systému (např. ligand/receptor: Netrin-1/DCC-deleted in 

colorectal cancer, NGF/p75NTR). Pro jejich apoptotickou funkci je nutná ADD doména 

(addiction dependence domain), umístěná na vnitrobuněčné části receptoru. 

V nepřítomnosti ligandů dochází kaspasou nebo jinou proteasou k odštěpení fragmentů 

právě s touto doménou, která je schopná řídit po své translokaci do mitochondriální 

membrány uvolnění cytochromu c z mitochondrií do cytosolu (Rabizadeh et al. 2000, 

Llambi et al. 2001, Mehlen & Thibert 2004). Kromě zmíněných receptorů jsou zde také 

receptory pro “survival“ faktory (NGFR, PDGF, EGF, IGF-1 at.), které naopak nepřímo 

potlačují apoptosu. V závislosti na podmínkách vedou signál k aktivaci Akt kinázy, která 

následně fosforyluje proapoptotické Bcl-2 proteiny a zabraňuje jim tak v jejich působení 

(Talapatra & Thompson 2001).  

Mezi významné regulátory “vnitřní“ signální dráhy indukce apoptosy patří proteiny 

Bcl-2 rodiny. Proteiny Bcl-2 rodiny hrají klíčovou roli v homeostázy mitochondrií a 

endoplasmatického retikula. U mitochondrií regulují integritu vnější mitochondriální 

membrány a otevírání PTP pórů (Permeability Transition Pore), což má za následek 

uvolnění proteinů podporující apoptosu (cytochrom c, AIF, Smac/DIABLO, endonukleasa 

G). Kromě zmíněného otevírání PTP pórů může docházet k uvolňování mitochondriálních 

proteinů na základě tvorby kanálů tvořených proapoptotickým proteinem Bax, případně za 

pomoci kaspasou 8 štěpeného tBid. U endoplasmatického retikula regulují uvolnění 

vápenatých iontů a aktivaci kaspasy 12 (Cory & Adams 2002, Kuwana et al. 2002, 

Scorrano et al. 2003, Sharpe et al. 2004, Andersen et al. 2005, Li et al. 2006, Shoshan-

Barmatz et al. 2006, Yin 2006). 

Proteiny Bcl-2 rodiny můžeme rozdělit do dvou skupin podle jejich působení v 

apoptose, proapoptotické (Bax, Bad, Bid, Bim, Bik, Noxa, Puma) a antiapoptotické (Bcl-2, 

Bcl-xL, Bcl-w, Bfl-1, Mcl-1) členy. Společným rysem těchto proteinů je přítomnost BH 

domény. Jednotlivý zástupci Bcl-2 rodiny mohou mezi sebou interagovat a vyvazovat tak 

antiapoptotické zástupce proapoptotickými nebo obráceně podle momentálního zastoupení 
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v buňce (Willis et al. 2007). Kromě možnosti vypárování jednotlivých členů Bcl-2 rodiny 

se můžeme setkat s další formou regulace proteinů Bcl-2. Na transkripční úrovni je to 

proteinem p53 indukovaná exprese Bax, Puma, Noxa a na postranslační úpravě fosforylace 

Bad a štěpení Bid iniciační kaspasou-8 (Cheng et al. 2001, Werner et al. 2002, Petros et al. 

2004, Schinzel et al. 2004, Kim et al. 2006). 

Kromě klíčové role mitochondrií se v apoptotické smrti uplatňují i endoplasmatické 

retikulum a lysosomy. Otevření vápenatých kanálů v ER vede ke zvýšení hladiny Ca2+ 

v cytosolu a následné aktivaci proteasy označované calpain. Calpain je syntetizován 

v zymogenní formě a v přítomnosti Ca2+ dochází k autokatalytické proteolytické aktivaci. 

Aktivovaná proteasa následně štěpí a inaktivuje Bcl-xL a inhibitor kaspas XIAP nebo 

proteolytickou úpravou aktivuje kaspasu 12 a proapoptotický Bid (Nagakawa et al. 2000, 

Nagakawa & Yuan 2000, Kobayashi et al. 2002, Mandic et al. 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 1. Schématický obrázek signálních drah účastnící se indukce apoptosy 

zprostředkovaných proteinem p53.  

(Podle Hofseth et al. 2004) 
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Další důležitou organelou působící v PCD je lysosom účastnící se jak apoptosy tak 

nekrosy. Klíčovým krokem, který určuje výsledný program buněčné smrti (apoptosa či 

nekrosa) závisí na míře permeabilizace lysosomu a tím i na množství proteolytických 

enzymů uvolněných do cytosolu. “Lysosomální dráha“ se primárně uplatňuje 

v patologických neurodegenerativních procesech (Lieuallen et al. 2001, Houseweart et al. 

2003). Dále lze “lysosomální dráhu“ indukovat UV zářením a aplikací fotosensitivních 

látek kumulujících se v lysosomech (fotodynamická terapie) (Boya et al. 2003). 

Prvotním krokem spuštění lysosomální dráhy je permeabilizace lysosomální 

membrány. Mechanismus jakým dochází k destabilizaci lysosomů není zcela jasný, přesto 

jsou navrženy tři modely. V prvním modelu se předpokládá účast sfingosinu, který díky 

kyselému prostředí lysosomu získává detergentní a lysosomotropní vlastnosti. 

Akumulovaný vnitrobuněčný sfingosin způsobí částečné porušení lysosomů v buňce a 

následnou na kaspasach závislou apoptosu, nebo v závislosti na výši koncentrace 

sfingosinu může dojít až k totálnímu porušení všech lysosomů a následné na kaspasach 

nezávislé nekrose (Kagedal et al. 2001, Guicciardi & Gores 2004, Tardy et al. 2006). 

Alternativní možností permeabilizace lysosomu spočívá v poškození lysosomální 

membrány reaktivními kyslíkovými radikály (ROS). Vystavení buněk oxidativnímu stresu 

poroxidem vodíku vedlo k porušení membrán lysosomů nepřímo aktivací fosfolipasy A2 

(PLA2), která může destabilizovat membrány vnitrobuněčných organel degradací 

membránových fosfolipidů. Mimoto u řady takových induktorů apoptosy jako je TNF-α 

(Tumor Necrosis Factor), u nichž dochází k účasti “lysosomální dráhy“ byla také 

zaznamenána zesílená produkce vnitrobuněčného peroxidu vodíku během apoptotického 

procesu (Manna et al. 1998, Dare et al. 2001, Ferri & Kroemer 2001, Zhao et al. 2001, Yin 

et al. 2005). Poslední možností jak porušit integritu lysosomů je translokace 

proapoptotických členů Bcl-2 rodiny do lysosomální membrány, nicméně pro tuto teorii 

existuje nejméně důkazů. Dosud byla zmíněna pouze jedna práce ukazující translokaci Bax 

proteinu na lysosomy a následné vyplavení lysosomálních proteinů do cytosolu (Kagedal 

et al. 2005). 

Lysosomální cysteinové proteasy označované jako catepsiny reprezentují největší 

složku proteolytických enzymů v lysosomu, z nichž catepsin B, L a D jsou nejvíce 

zastoupeny. Uvolněné catepsiny jsou schopné štěpit kaspasy, nicméně pouze ty, které se 

  - 14 -



účastní pouze úpravy zánětlivých cytokinů a ne apoptotického procesu (Schotte et al. 1998, 

Vancompernolle et al. 1998, Stoka et al. 2001).  

Zdá se, že k samotnému uvolnění lysosomálního obsahu nemusí docházet pouze v  

exekuční fázi apoptosy, ale místo toho může být současné nebo dokonce předcházet 

poškození mitochondrií způsobené translokací proapoptotických členů Bcl-2 rodiny. 

Ukázalo se, že řada induktorů vyvolávajících uvolnění catepsinu D aktivuje Bax a Bak 

translokaci na mitochondrie, kterou lze zablokovat inhibitory catepsinů (Bidere et al. 2003, 

Boya et al. 2003). Proapoptotický protein Bid je rovněž štěpen a aktivován catepsinem B, 

avšak místo štěpení se liší od kaspasy 8 a granzymu B (Stoka et al. 2001, Cirman et al. 

2004). 

 

 

II.1.4. Molekulární mechanismy exekuce apoptosy 
 

V indukci apoptosy působí několik signálních drah, které na základě převahy  

apoptotických nebo antiapoptotických regulačních proteinů směrují nebo naopak zablokují  

přechod buňky do závěrečné fáze indukce apoptosy. V závěrečné fázi indukce apoptosy 

jsou aktivovány exekuční proteasy nazývané kaspasy. Kaspasy můžeme rozdělit do dvou 

skupin podle procesů, kterých se účastní. Většina kaspas se uplatňuje v apoptotickém 

procesu a menší část je zodpovědná za proteolytickou úpravu cytokinů (Festjens et al. 

2006, Kuranaga & Miura 2007, Lamkanfi et al. 2007) 

Kaspasy jsou cysteinové proteasy štěpící za kyselinou asparagovou. Všechny jsou 

syntetisovány v neaktivní formě zymogenu a označeny jako prokaspasy. K jejich aktivaci 

je zapotřebí proteolytického rozštěpení prokaspasy na malou a velkou podjednotku. 

Aktivní kaspasa je poté složený tetramer z dvou malých a dvou velkých podjednotek. Na 

základě jejich struktury, která zároveň odráží i jejich postavení v signální kaskádě, 

můžeme apoptotické kaspasy rozdělit do dvou skupin (Earnshaw et al. 1999, Stennicke & 

Salvesen 2000, Donepudi & Grutter 2002). 

První skupinu tvoří iniciační kaspasy 2, 8, 9, 10. Ty se od exekučních kaspas liší 

zejména přítomností dlouhé N-koncové prodomény a v ní obsažených DED (death efector 

domain) a CARD (caspase recruitment domain). N-koncová prodoména slouží k aktivaci 

iniciačních kaspas. Jsou známy tři modely, jak se iniciační kaspasy aktivují (Shi 2004). 
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Jeden model kaspasové aktivace je založen na přiblížení kaspas za účasti “receptorů 

smrti“. V tomto modelu jsou prokaspasa 8 a 10 navázány ke ztrimerizovanému receptoru 

smrti zprostředkovaně přes adaptorový protein FADD (Fas associated death domain). Po 

vazbě ligandu dojde k vytvoření komplexu receptor, adaptorový protein a prokaspasa 

označovaný jako DISC (death inducing signaling complex), který umožní proteolytickou 

úpravu prokaspasy na aktivní formu (Obr. 2.) (Kischkel et al. 2000, Sprick et al. 2002, 

Curtin & Cotter 2003, Milhas et al. 2005). 

V druhém modelu dochází k aktivaci prokaspasy 9 v proteinovém komplexu 

označovaném jako “apoptosom“. Prokaspasa 9 je navázána  k proteinu Apaf-1 (apoptosis 

activating factor 1) přes CARD doménu. K této doméně se prokaspasa 9 může dostat 

pouze v případě změny konformace, která je způsobena přítomností cytochromu c a ATP. 

Cytochrom c je standartně lokalizovaný v mitochondriích a pouze v případě destabilizace 

mitochondrií dochází k jeho uvolnění a následné aktivaci kaspasy 9 v apoptosomu (Obr. 

2.) (Adams & Cory 2002, Creagh et al. 2003, Bao & Shi 2007). 

V třetím modelu je aktivována kaspasa 2 v proteinovém komplexu označovaném 

jako “piddisom“. Prokaspasa 2 interaguje svojí CARD doménou s CARD doménou 

adaptorového proteinu RAID (RIP associated ICH1/CED3 homologous protein with DD). 

RAIDD se posléze váže přes svoji DD doménu k PIDD (p53-induced protein with DD) 

proteinu, jehož exprese je indukována v odpovědi na stres proteinem p53. K aktivaci 

kaspasy 2 není nutná její proteolytická úprava jako u ostatních kaspas, ale pouze jeji 

dimerizace s jinou kaspasou 2. Autokatalytická úprava kaspasy 2 je posléze důsledek 

dimerizace (Obr. 2.) (Baliga et al. 2004, Tinel & Tschopp 2004).   

Druhou skupinu tvoří exekuční kaspasy 3, 6, 7 působící na konci signální kaskády. 

Exekuční kaspasy jsou aktivovány aktivními iniciačními kaspasami nebo jinými 

proteasami jako je granzym B (Creagh et al. 2003, Trapani & Sutton 2003).  

Aktivní exekuční kaspasy štěpí řadu proteinů označovaných jako “substráty smrti“, 

jenž vede ke zrušení funkce těchto proteinů nebo naopak k aktivaci do té doby 

inhibovaných proteinů. Mezi “substráty smrti“ patří apoptotické regulátory (Bid, FLIP, 

XIAP, Bcl-2, kaspasy), proteiny cytoskeletu a buněčné adheze (FAK-focal adhesion 

kinase, cadheriny, actiny, filamin, spectrin, vimentin, jaderné laminy, nucleoporiny), 

proteiny buněčného cyklu (cycliny, Rb, p21, p27, Hdm2), proteiny DNA metabolismu 

(PARP-poly(ADP-ribose) polymerase-2, ATM-Ataxia telangiectasia mutated protein, 

ICAD-Inhibitor of caspase-activated DNase, Topo-isomerázy, XRCC-X-ray repair, 

complementing defective), transkripční faktory, proteiny RNA metabolismu (NFkB, Sp1; 
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hnRNPs), cytokiny, kinazy (Fyn, Lyn, AKT, MEK, Mst 1-3, PKCs, RIP) (Fischer et al. 

2003, Timmer & Salvesen 2007). 

Aktivované kaspasy lze stále regulovat jejich inhibitory. Inhibice je buď přímá do 

katalytického místa, nebo nepřímá vyvazováním adaptorových proteinů. Vnitrobuněčné 

regulátory kaspas patří do IAPs rodiny (inhibitors of apoptosis). Charakteristickým prvkem 

těchto proteinů je přítomnost jejich BIR sekvencí (baculovirus IAP repeat) nutných k jejich 

funkci. Tyto inhibitory mohou být negativně regulovány mitochondriálními proteiny 

SMAC/Diablo nebo rozštěpeny proteasou Omi/HtrA2 (Srinivasula et al. 2000, Salvesen & 

Duckett 2002, van Loo et al. 2002, Song et al. 2003, Scott et al. 2005). 

Samotná inhibice kaspas často nezabrání buněčné smrti, ale posune ji do procesu 

nezávislého na kaspasach. Důvodem je jednak zesílení signálu smrti jinými proteiny, které 

mohou působit souběžně s kaspasami (catepsin, calpain). Navíc, během regulační fáze 

apoptosy dochází k nevratnému poškození mitochondrií, kde společně s cytochromem c 

jsou uvolněny i endonukleasy AIF a endonukleasa G. Spolu s nimi mohou v závěrečné fázi 

působit i jiné proteasy jako granzym B a Omi/HtrA2 (Kroemer & Martin 2005, Furre et al. 

2006).  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 2 Schématický obrázek znázorňující signalizaci vedoucí k aktivace kaspas a účast 

dalších proteinů v exekuční fázi apoptosy. 
(Podle  Kroemer & Martin 2005) 
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II.2. Železo a apoptosa  

 
II.2.1. Transport a metabolismus železa 

 

Eukaryotická, ale i většina prokaryotických buněk vyžaduje železo jako základní 

součást hemoproteinů, proteinů obsahující Fe-S klastry a řady proteinů zajištujících 

nezbytné funkce v buněčném metabolismu pro své přežití a buněčnou proliferaci (Le & 

Richardson 2002, Rees & Howard 2003, Hentze et al. 2004, Andrews & Schmidt 2007). 

Železo je redoxně reaktivní prvek vyskytující se ve dvou oxidativně redukčních stavech 

Fe2+ a Fe3+. Tyto jeho chemické vlastnosti ho zároveň dělají nebezpečným pro buňku. V 

cytoplasmě je většina železa ve formě Fe2+ a může se tak účastnit Fentonovy reakce, kdy 

při reakci s peroxidem vodíku vzniká Fe3+ společně s reaktivním hydroxylovým radikálem, 

který poškozuje lipidové membrány, proteiny a nukleové kyseliny. Proto jak nedostatek, 

tak přesycení buněčným železem může způsobovat buněčnou smrt a je tedy žádoucí řádná 

regulace buněčného železa (Kruszewski 2003, Hentze et al. 2004).  

 Přesto, že se železo nachází v přírodě ve velkém množství, není pro organismy  

snadné ho získat zejména díky extrémně nízké rozpustnosti jeho stabilní Fe3+ formy ve 

vodném prostředí při fyziologickém pH. Proto byly organismy donuceny vyvinout účinné 

mechanismy pro transport a skladování železa. Pro transport této formy obratlovci a 

někteří nižší organismy vyvinuly transportní protein transferin. Menší množství železa je 

transportováno ve formě nízkomolekulárních chelátů. Většina nízkomolekulárního železa 

v plasmě je vázána v citrátu železitém (Sarkar 1970, Grootveld et al. 1989).  

 Výlučný způsob příjmu anorganického a hemového železa z potravy je v 

proximální části tenkého střeva polarizovanými buňkami epitelu enterocyty. Absorbce 

hemového železa enterocyty je účinější než absorbce anorganického železa. Hemové 

železo je transportováno pomocí aktivity HCP 1 (heme carrier protein 1) proteinu, nicméně 

samotný metabolismus hemového železa není zcela objasněn (Obr. 3.) (Shayeghi et al. 

2005). 

Polarizovaný enterocyt obsahuje na obou stranách komplex transportéru a enzymu 

měnící oxidační stav železa. Pro příjem železa z lumen střeva vlastní enterocyt 

ferrireduktasu železa Dcyt b redukující Fe3+ na Fe2+ (Obr. 3.). Nicméně skutečnost, že myši 

bez tohoto enzymu nevykazovali žádný deficit železa, naznačuje existenci jiné reduktasy 

železa. Dvojmocné železo je posléze transportováno přes plasmatickou membránu 
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transportérem DMT1 (divalent metal transporter 1), patřící do rodiny Nramp (Obr. 3.)  

(Hentze et al. 2004, Gunshin et al. 2005, Andrews & Schmidt 2007). 

Pro bazolaterální přenos železa z enterocytu do tělní cirkulace je nezbytný 

ferroportin, dále však taky pro maternálně-embryonální přenos a export železa z tkáně 

makrofágů. Podobně jako DMT1 přenáší ferroportin dvojmocné železo, které je posléze 

oxidováno přidruženou ferroxidasou železa heaphestinem nebo ceruloplasminem. 

Uvolněný Fe3+ je následně navázán na sérový protein transferin, který zajištuje většinu 

distribuce železa po těle (Obr. 3.) (Vulpe et al. 1999, Ganz 2005, Cherukuri et al. 2005). 

Savčí buňky exprimují dvě formy transferinového receptoru a to TfR1 a TfR2. 

Transferin má větší afinitu k TfR1 než k TfR2 (Kawabata et al., 1999, Kawabata et al. 

2000). Tento komplex je poté internalizován receptorem zprostředkovanou endocytosou. K 

uvolnění Fe3+ z transferinu dojde až v kyselém prostředí endosomu. Železo přenesené 

z endosomu do cytoplasmy DMT1 transportérem je následně inkorporováno do železo 

obsahujících proteinů nebo je skladováno pro pozdější využití ve ferritinu (Obr. 3.). 

 Homeostáze vnitrobuněčného železa je převážně řízena dvěma mRNA vázajícími 

proteiny označovanými jako IRP1(Iron Regulatory Protein1) a IRP2. Molekuly mRNA 

určitých proteinů účastnící se v metabolismu železa (ferritin, TfR1, Nramp2) obsahují ve 

své mRNA IRE (Iron Responsive Element) úseky. IRE se vyskytuje buď v 3´nepřekládané 

nebo v 5´nepřekládané oblasti mRNA (Hentze & Kuhn, 1996, Richardson & Ponka, 1997, 

Le & Richardson, 2002 ). Regulace IRP proteiny spočívá v jejich schopnosti vázat se k 

IRE. V případě vazby na 3´konec dochází ke stabilizaci mRNA proti degradaci zatímco 

vazbou na IRE v 5´konci dochází k inhibici translace dané mRNA. Ferritin má IRE úsek 

lokalizovaný v 5´nepřekládané oblasti, TfR1 a Nramp na 3´konci (Le & Richardson, 

2002).  

Samotný IRP1 při vysoké hladině železa v buňce funguje jako cytosolická 

akonitasa a jeho afinita k IRE s vyšší hladinou železa v buňce klesá, zatímco při poklesu 

vnitrobuněčné hladiny železa stoupne afinita IRP1 k IRE. Regulace IRP2 je založena na 

jiném principu. Při nízkých hladinách nitrobuněčného železa je IRP2 syntetizován de novo, 

zatímco se zvyšující se hladinou nitrobuněčného železa je degradován ubiquitinací 

(Kaptain et al. 1991, Emery-Goodman et al. 1993, Kim & Ponka 2000).  
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Obr. 3. Schématický nákres transportu železa. 
(Upravený podle Hentze et al. 2004) 

 

 

II.2.2. Dostupnost železa a indukce apoptosy  
 

Deprivace železa, ale i jeho nadbytek mohou způsobit indukci apoptosy nebo 

alespoň pozměnit odpověd na indukci apoptosy jinými stimuly (Fukuchi et al. 1994, Porter 

et al. 1994, Fukuchi et al. 1995, Haq et al. 1995, Hileti et al. 1995, Kovář et al. 1997a, Ido 

et al. 1999, Kim et al. 2000, Abeysinghe et al. 2001, Kovář et al. 2001, Jiang et al. 2002, 

Kotamraju et al. 2002, Cozzi et al. 2003, Truksa et al. 2003, Kotamraju et al. 2004, 

Schlawe et al. 2004, Davireddy et al. 2005, Lee et al. 2006a,b, Ng et al. 2006). 

Mechanismy indukce apoptosy deprivací železa nejsou stále přesně pochopeny, navíc se 

zdá, že se mohou lišit v závislosti na buněčné linii a způsobu jakou byla deprivace železa 

dosažena.  

 Pro navození deprivace železa jsou ve většině studií používány chelatátory železa 

jako DFO (desferrioxamin), o-trensox, hinokitol, tachpyrin a pyridoxal isonicotinoyl 
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hydrazone deriváty. Nicméně je známo, že tyto chelátory mohou vázat kromě železa i 

vnitrobuněčný zinek. Kromě chelátorů železa, používají některé studie protilátky proti 

transferinovému receptoru (Fukuchi et al. 1994, Porter et al. 1994, Fukuchi et al. 1995, 

Haq et al. 1995, MacLean et al. 2001, Buss et al. 2003, Yuan et al. 2004, Zhao et al. 2004, 

Brard et al. 2006, Lee et al. 2006a, Ng et al. 2006). 

 V naší laboratoři pro navození deprivace železa používáme snadno kontrolovatelný 

model chemicky definovaných bezsérových médií, kde deprivaci železa navodíme 

odebráním saturovaného transferinu nebo citrátu železitého jako jediného zdroje železa 

(Kovář et al. 1997a, Kovář et al. 2001, Truksa et al. 2003, Koc et al. 2005, Koc et al. 

2006). 

 Publikovaná data ukazují na mechanismus závislý i nenávislý na proteinu p53, 

který vede k translokaci apoptotického proteinu Bax do mitochondriální membrány a 

následnému vylití cytochrome c do cytosolu. Dále rovněž docházelo k aktivaci kaspas 3, 9, 

8, nicméně buněčná smrt nebyla inhibitory kaspas zcela zablokována (Truksa et al. 2003, 

Koc et al. 2005, Brard et al. 2006, Lee et al. 2006b, Ng et al.2006). 

 Další studie ukázali na možnost účasti kináz p38 a ERK-1, -2, které jsou po aplikaci 

chelátorů železa fosforylovány a následkem jejich aktivace docházelo k uvolnění 

cytochromu c z mitochondrií (Kim et al. 2002, Lee et al. 2006a). 

 Nedávno byly identifikovány systémy receptor/ligand (myšší 24p3/24p3R a lidský 

NGAL/NGALR) schopné vyvolat deprivaci železa v buňce. Tyto ligandy byly 

internalizovány do buňky, ať už byl nebo nebyl ligand nasycený železem. V případě 

nenasyceného ligandu docházelo k vyvázání buněčného železa na ligand a jeho uvolnění 

ven z buňky. Následná deprivace železa vedla k zvýšené expresi a aktivaci 

proapoptotického proteinu Bim (Devireddy et al. 2005). 

 

 

II.2.3. Klinické využití indukce apoptosy deprivací železa  
 

Ukázalo se, že některé typy nádorů (nádory prsu, močového měchýře, prostaty, 

leukemie, neuroblastomy a lymfomy) zvýšují expresi transferinového receptoru pro 

pokrytí narůstající potřeby železa (Faulk et al. 1980, Sutherland et al. 1981, Keer et al. 

1990, Basar et al. 1991). Zvýšená potřeba železa u nádorových buněk proto vedla 

k úvahám o použití deprivace železa v nádorové terapii. V protinádorové léčbě byli 
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doposud aplikovány tyto strategie deprivace železa: (1) použití galitých solí, (2) použití 

chelátorů železa a (3) použití protilátek proti transferinovému receptoru nebo jejich 

vzájemné kombinace. 

Trojmocné galium je schopné inhibice růstu nádorů převážně díky jeho blízké 

podobnosti s trojmocným železem. Jeho účinek spočívá v silné kompetitivní vazbě 

k transferinu a dále v jeho interakci s ribonukleotid reduktasou, enzymem závislým na 

železe. Nefunkčnost tohoto enzymu posléze vede k nedostatečné zásobě dNTP a následné 

inhibici DNA syntézy. V současnosti jsou testovány nově připravované komlexy s galiem 

pro efektivní účinnou orální aplikaci a to zejména proti lymfomům a nádoru močového 

měchýře (Chitambar 2004a, Chitambar 2004b, Jakupec & Keppler 2004, Rudnev et 

al.2006). 

Vysokoafinitní nízkomolekulární chelátory železa nabízejí přímou metodu 

deprivace buněčného železa. Nejvíce studií používajících chelátory železa se zaměřilo na 

DFO (deferoxamin), který je primárně používaný v léčbě nemocí s nadměrnou kumulací 

železa v těle. Ačkoliv bylo prokázána jeho schopnost potlačit růst nádorů v klinických 

zkouškách, jeho účinnost byla limitována slabou prostupností plasmatickou membránou a 

vyvázáním buněčného železa. Tyto omezení vedli k syntéze a testování mnoha nových 

chelátorů železa s větší účiností než DFO jako jsou Triapine, Pyridoxal, isonicotinoyl 

hydrazone, O-Trensox, desferrithiocin, desferriexochelin, di-2-pyridyl thiosemicarbazones  

a tachpyridin (Richardson 1998, Rakba et al. 2000, Kicic et al. 2001, Feun et al. 2002, 

Chong et al. 2002, Buss et al. 2004, Yuan et al. 2004, Turner et al. 2005). 

Dalším přístupem je zablokování transferinového receptoru (TfR) monoklonálními 

protilátkami. Bylo prokázáno, že kombinací více protilátek nebo i v kombinaci s DFO 

docházelo k inhibici proliferace nádorových buněk. Navíc konstrukcí chimerních protilátek 

proti TfR použitím lidského Fc fragmentu může být snížena antigenicita protilátek a 

zesílen protinádorový účinek (Kemp et al. 1992, Kemp et al. 1995, Moura et al. 2004, Qing 

et al. 2006). 

Je tedy zřejmé, že deprivace železa představuje slibný prostředek protinádorové 

léčby s možností dalšího rozvíjení zmíněných přístupů. 
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II.3. Taxany a apoptosa 

 
II.3.1. Struktura, transport a metabolismus taxanů 

 

Taxany representují novou skupinu protinádorových léčiv. Klinicky používané 

taxany jsou paclitaxel (Taxol®) a docetaxel (Taxotere®) (Obr. 4.) (Geney et al. 2002). 

Paclitaxel byl původně izolován z kůry tisu Taxus brevifolia zatímco docetaxel 

representuje semisyntetický produkt z prekurzoru izolovaného z evropského tisu Taxus 

baccata (Miller & Ojima 2000, Fitzpatrick & Wheeler 2003).  

Taxany patří do skupiny mitotických jedů vážící se k β podjednotce tubulinového 

dimeru. Touto vazbou taxany prosazují polymeraci mikrotubulů, inhibují mikrotubulární 

depolymerizaci a mění mikrotubulární dynamiku. Následkem těchto změn dochází 

k narušení mikrotubulární sítě vyžadované v mitose (Wang et al. 2000, Fields & Runowicz 

2003, Crown et al. 2004, Diaz et al. 2004, Jordan & Wilson 2004).  

Taxany jsou metabolizovány (hlavně oxidovány) v játrech a jejich metabolity jsou 

exkretovány do žluče. Enzymy zodpovědné za oxidaci taxanů patří do rodiny CYP 

(cytochrom p) (Dorr 1997, Vaishampayan et al. 1999). Hlavním lidským metabolit 

paclitaxelu je C6 α-hydroxypaclitaxel a minoritně zastoupený metabolit C3´ 

hydroxypaclitaxel plus další deacetylované formy paclitaxelu (Walle et al. 1995, Desai et 

al. 1998). Docetaxel je pozměněn na hydroxydocetaxel a poté metabolizován na dva 

hydroxyoxazolidiony and oxazolidinon (Shou et al. 1998). Oxidace jak paclitaxelu tak,  

docetaxelu vede k tvorbě mnohem méně účinějších látek než jsou oba původní taxany. 

Významným problémem při léčbě nádorů je resistence na jednotlivá léčiva. Tento 

fenomén, nazývaný “Multidrug resistance” (MDR), je hlavně způsoben P-glykoproteinem 

(P-gp), jenž je exportní pumpa patřící do rodiny ABC transportérů. P-gp je zodpovědný za 

vypumpování léčiva z buňky, jehož následkem je snížená účinnost daného léčiva v léčbě 

nádoru (Malingre et al. 2001, Bodo et al. 2003). Slibným řešením k problému resistence 

může být syntesa nových derivátů taxanů, které sami o sobě jsou schopné inhibovat P-

glykoprotein (Ferlini et al. 2000, Jordan et al. 2002, Ferlini et al. 2003a). Další příčinu 

resistence u nádorových buněk representují tubuliny. Snížená exprese α-tubulinu vede k 

zvýšení citlivosti na léčbu paclitaxelem zatímco snížení celkové exprese β1 tubulinu 

vyvolává zvýšenou resistenci buněk k paclitaxelu (Kyu-ho et al.2000, Wang & Cabral 

2005). 
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Obr. 4. Struktura paclitaxelu a docetaxelu. 

 

 

II.3.2. Indukce apoptosy taxany 
 

Ačkoliv schopnost taxanů (paclitaxel, docetaxel) poškodit dynamiku mikrotubulů je 

dobře zdokumentována, samotný molekulární mechanismus jakým taxany indukují 

apoptosu není stále přesně objasněn. Je zřejmé, že aplikace taxanů vede ke stabilizaci 

mikrotubulů v mitotickém vřeténku a následnému bloku buněk v G2/M fázi buněčného 

cyklu. V případě uvolnění buněk z mitotického bloku bez prodělané citokinese, dojde ke 

vzniku tetraploidních G1 buněk, u kterých nastane zvýšené štěpení PARP proteinu, které  

se používá jako indikátor apoptosy (Chen et al. 2003). 

Proces indukce apoptosy může v závislosti na buněčném typu a jiných faktorech 

zapojit více signálních drah, nicméně některé změny jsou přítomny vždy. Například bylo 

prokázáno, že působení taxanů indukuje fosforylaci Bcl-2 (Haldar et al. 1997, Blagosklony 

& Fojo 1999, Brichese et al. 2002). Avšak proč k tomuto jevu dochází není zatím zcela 

objasněno. Některé studie ukázují na pouhé spojení s mitotickým blokem než s indukcí 

apoptosy (Scatena et al. 1998). Jiné práce uvádí spojitost s apoptosou přes ztrátu 

fosforylovaného Bcl-2 vyvazovat proapoptotický Bax (Haldar et al. 1995, Srivastava et al. 

1998). Navíc, kromě samotné fosforylace Bcl-2, je aplikace taxanů také spojena se 

sníženou expresí Bcl-2 (Ferlini et al. 2003b). K resistenci buněk k účinkům taxanů přispívá 

i survivin, u kterého dochází krátce po aplikaci taxanů k zesílené expresi. Survivin působí 

jednak v cytoplasmě jako buněčný inhibitor kaspas a jednak v jádře se nacházejícím 

komplexu proteinů kontrolního bodu mitotického vřeténka, který blokuje únik buňky z G2/ 

M bloku a následnou apoptosu. (Ling et al. 2004, Bergstralh & Ting 2006, Pratt et al. 

2006). 
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Indukce apoptosy taxany je pravděpodobně nezávislá na proteinu p53. Avšak zdá se 

být jisté, že se zde uplatňuje mitochondriální dráha, včetně uvolnění cytochromu c a 

aktivac

lexu DISC na intracelulární straně receptorů smrti. Aplikace taxanů kromě samotné 

aktivac

af-1, PTK (protein tyrosine kinases), JNK 

(c-Jun 

II.3.3. Klinické využití indukce apoptosy taxany  

i jedny z nejvíce používaných 

chemoterapeutik v léčbě rakoviny prsu, vaječníku, plic, prostaty a s částečnou úspěšností 

v léčbě

e kaspasy 3 a 9 (Moos and Fitzpatrick 1998, Gangemi et al. 2000, Abal et al. 2003, 

Ganansia-Leymarie et al. 2003, Ehrlichova et al. 2005). Pro účast mitochondriální dráhy 

napovídá i regulace kaspasy 9 komplexem CDK1/cyclin B1. Fosforylovaná kaspasa 9 není 

schopná aktivace, ale jak ubývá cyclin B1, klesá negativní fosforylace kaspasy 9 a naopak 

roste procento buněk indukujících apoptosu po aplikaci mitotických jedů (Allan & Clarke, 

2007). Nicméně to zřejmě není jediný mechanismus indukce apoptosy paclitaxelem, neboť 

u některých buněčných linií je buněčná smrt nezávislá na kaspase 3 a kaspase 9 (Ofir et al. 

2002). 

Relativně nedávno byla popsána aktivace kaspasy 8 a kaspasy 10, jenž se aktivují 

v komp

e kaspasy 8 a kaspasy 10 snižovala expresi inhibitoru cFLIP, působícího právě na 

tyto kaspasy (Park et al. 2004, Day et al. 2006). 

Indukce apoptosy taxany v sobě zahrnuje charakteristické změny v genové expresi 

a aktivaci MAPKs (mitogen activated kinase), R

NH(2)-terminal kinase) a cyclin-dependent kinases (Stone & Chambers 2000, Wang 

et al. 2000, Boudny & Nakano 2003, Broker et al. 2004, Gruber et al. 2004, Mabuchi et al. 

2004, Stumm et al. 2004).  

 

 

 

Paclitaxel (Taxol®) a docetaxel (Taxotere®) patří mez

 rakoviny krku, jícnu a hlavy. I přes skutečnost možného způsobení jistých 

vedlejších efektů jako jsou neutropenie, žaludeční nevolnost, střevní zánět, se taxany staly 

široce používané chemoterapeutikum. Kromě samostatné aplikace taxanů se můžeme 

v poslední době setkat s léčbou kombinovanou s chemoterapeutiky jako jsou sloučeniny  

platiny, antracykliny, analogy nukleotidů nebo v kombinaci s ozařováním nádorů. Ukazuje 

se, že tyto kombinované terapie mají lepší účinek než samotný paclitaxel a docetaxel 

(Ragazzi et al. 2002, Guastalla & Dieras 2003, Li et al. 2004, Onda et al. 2004, Sit et al. 
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2004, Allal et al. 2006, , Hurley et al. 2006, Chakravarthy et al. 2006, Chu et al. 2006, 

Belani et al. 2007). 

Další varianta zvyšující účinnost léčby taxany je syntesa nových analogů taxanů. 

Ukazuje se, že tyto nové analogy taxanů mají větší účinnost v překonání resistence nádorů 

způsobené hlavně zesílenou expresí ABC transportérů (Ferlini et al. 2000, Jordan et al. 

2002, Ferlini et al. 2003a, Geney et al. 2005, Kuznetsova et al. 2006, naše nepublikované 

data). 
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II.4. Porfyriny a apoptosa 

 
II.4.1. PDT a porfyriny 
 

Fotodynamická terapie (PDT – photodynamic therapy) je speciální forma terapie, 

která přitahuje zájem jako nový přístup k léčbě nádorových onemocnění. Tato metoda 

využívá fotosensitivní látky (PS – photosensitizer), přednostně se akumulující v nádorové 

tkáni, a lokální ozáření světlem generovaným leaserem k vyvolání reakce v buňce. 

Aktivace fotosensitivní látky po absorbci světelné energie převádí tuto látku ze základního 

stavu 1PS do excitovaného siglového stavu 1PS*. Z tohoto excitovaného stavu se PS* může 

vrátit zpět do základního stavu vyzářením fluorescence, jenž se dá využít pro fotodetekci. 

Pro PDT terapii je však podstatné, že PS podstoupí konverzi elektronového spinu na jeho 

tripletový stav 3SP*. Takto excitovaný 3SP* v přítomnosti kyslíku může přímo reagovat se 

substrátem a vytvářet radikály a radikálové ionty, které nakonec reagují s kyslíkem za 

tvorby ROS (reakce typu I). Druhou možností je přenos energie přímo na kyslík za vzniku 

singletového kyslíku 1O2 (reakce typu II), jenž představuje nejvíce poškozující ROS 

produkovaný PDT (Obr. 5.) (Castano et al. 2004, Triesscheijn et al. 2006). 

 

Obr. 5. Princip fotodynamické terapie. 
(Podle Triesscheijn et al. 2006) 

 

PDT terapie závisí zejména na fotosensitivní látce. Ideální fotosensitivní látka by 

měla splňovat několik zásad. Základem je minimální toxicita dané látky před ozářením a 

zároveň by nemělo docházet ani k alergické reakci po aplikaci do těla. PS se musí 

preferenčně akumulovat v nádorových tkáních. Rovněž je výhodné, aby PS absorbovala 

světlo v rozmezí vlnových délek 600 – 800 nm. Důvodem je lepší prostupnost tkáněmi a 
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omezení fotosensitivity kůže. Omezení 800 nm je dáno již neúčinným přenosem energie 

z tripletového stavu na singletový kyslík (Castano et al. 2004). 

Fotosensitivní látky můžeme rozdělit do 3 rodin podle odvození jejich struktury od 

(1) porfyrinu, (2) chlorofylu a (3) barviva s fotodynamickým účinkem. Nejvíce 

zastoupenou skupinou fotosensitivních látek používaných v PDT metodě jsou deriváty 

porfyrinů, které jsou uměle syntetisovány. Porfyrinový kruh je však sám o sobě 

hydrofóbní, což vede k tvorbě agregátů v tělních tekutinách a tkáních. Následkem toho 

klesá optimální biologická lokalizace a fotodynamická aktivita. Pro zlepšení vlastností je 

základní struktura porfyrinu v pozici meso substituována různými skupinami, jimiž se od 

sebe jednotlivé deriváty odlišují (Obr. 6.) (Oleinick et al. 2002, Castano et al. 2004). 

N

NH

N

NH

Porphyne - the simplest porphyrin

meso
position

β position

α position

   

Obr. 6. Jednoduchý porfyrinový makrocyklus. 

 

 

II.4.2. Molekulární mechanismus indukce buněčné smrti porfyriny 
 

Jak již bylo zmíněno interakce fotosensitivní látky se světlem vede za přítomnosti 

kyslíku k tvorbě ROS. PDT produkující ROS likviduje nádory několika mechanismy. PDT 

působí (1) přímo na nádorové buňky, (2) poškozuje vaskularizaci nádoru a tím přeruší jeho 

zásobení živinami a kyslíkem, (3) působí na imunitní systém (Korbelik 1996, Krammer 

2001, Dolmans et al. 2002, Oleinick et al. 2002, Duijnhoven et al. 2003, Castano et al. 

2006).   

Molekulární mechanismus a typ buněčné smrti závisí na řadě faktorů. Jedná se 

zejména o dávku PS, intesitu záření, lokalizaci fotosensitivní látky v buňce a buněčný typ. 

Obecně platí, že se vzrůstající koncentrací fotosensitivní látky a délkou osvícení i roste 

procento buněk umírajících nekrosou. Stejně tak lokalizace fotosensitivní látky 

v cytoplasmatické membráně může způsobit odlišný typ buněčné smrti než lokalizace 

v mitochondriích (Oleinick et al. 2002, Almeida et al. 2004). 
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Vzhledem k variabilitě jednotlivých porfyrinů a jejich odlišnou lokalizací v buňce 

je zřejmé, že mechanismus indukce apoptosy bude zahrnovat více než jednu signální 

dráhu, ačkoliv počátečním impulsem všech porfyrinů je tvorba ROS. V mechanismu 

indukce apoptosy porfyriny se mohou uplatňovat obě hlavní apoptotické dráhy, (1) dráha 

receptorů smrti a (2) mitochondriální dráha. 

Některé porfyriny mohou indukovat přechodně zvýšenou expresi jak FasR tak 

FasL, což vede k multimerizaci FasR a následné interakci s adaptorovým FADD proteinem 

a posléze aktivaci kaspasy 8. In vivo studie rovněž prokázaly indukci apoptosy u 

nádorových buněk s povrchovou expresí FasR. Naopak použití protilátek proti FasR vedlo 

k poklesu apoptosy. Kromě indukce multimerizace FasR po navázání FasL byli 

detekovány i systémy kde samotné použití porfyrinu vedlo k přímé multimerizaci FasR bez 

účasti FasL (Ahmad et al. 2000, Yokota et al. 2000, Ali et al. 2002, Tan & Hunzinker 

2003, Zhuang & Kochevar 2003). 

Studie sledující lokalizaci jednotlivých derivátů porfyrinů ukázaly, že jejich 

lokalizace je dána výsledným nábojem. Deriváty porfyrinů se záporným nábojem se 

přednostně lokalizují v lysosomech a indukují apoptosu porušením lysosomů a následném 

zapojení mitochondriální dráhy zatímco deriváty porfyrinů s výsledným kladným nábojem 

se přednostně lokalizují do mitochondrií odkud přímo a rychleji indukují apoptosu 

(Woodburn et al. 1991, Nagata et al. 2003).  

Důležitým faktorem v PDT je zvolení správného intervalu mezi podáním PS a 

následným ozářením. Pokud totiž není PS plně lokalizována v nádoru, působí daná PS i na 

buňky endotelia. Například klinicky používaný Photofrin způsobuje zúžení cév, 

propustnost pro velké makromolekuly, leukocytární adhezi a tvorbu trombů. Zúžení cév 

může být spojeno s inhibicí a uvolňováním NO. To vše může přispívat k poškození 

endotelia cév zásobujících nádor (Fingar et al 1993, Gilissen et al. 1993). 

Dalším faktorem, který je zapojen v mechanismu destrukce nádoru použitím PDT 

terapie je i samotný imunitní systém. Ukazují na to zejména studie s transplantací nádorů 

do imunosupresivních a imunokompetentních myší. Imunokompetentní myši léčené PDT 

terapií vykazovaly resistenci k opětovné transplantaci nádoru, zatímco myši, u nichž byl 

před opakovanou transplantací nádoru poškozen imunitní systém, nebo myši jenž byly 

poprvé vyléčeny chirugickým zákrokem, neprokázaly žádnou resistenci k tomuto nádoru. 

Účast imunitního systému podporuje i fakt, že přenos buněk imunitního systému z myši 

léčené PDT terapií do myši s poškozeným imunitním systémem vedl k léčbě daného 
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nádoru (Canti et al. 1994, Korbelik et al. 1996, Hendrzak-Henion et al. 1999, Korbelik & 

Dougherty 1999). 

Kromě dlouhodobé protinádorové léčby může PDT generovat zánětlivou odpověd. 

PS lokalizované v plasmatických nebo organelových membránách vedou k aktivaci 

fosfolipas a degradaci fosfolipidů spojenou s mohutným uvolňováním zánětlivých 

mediátorů (Castano et al. 2005b, Castano et al. 2006).  

 

 

II.4.3. Klinické využití fotodynamické terapie 
 

Fotodynamická terapie nachází stále větší uplatnění v léčbě nádorových 

onemocnění (nádory mozku, krku, hlavy, plic, jícnu, žaludku). Jako první byl pro  klinické 

použití schválen Photofrin®, derivát hematoporfyrinu. V současnosti je již několik 

schválených PS pro použití v klinické praxi (Foscan®, Visudyne®, Levulan®, Metvix®) a 

nadále pokračuje vývoj třetí generace PS, jenž by měli splňovat charakteristiky uvedené 

výše (Brown et al. 2004, Huang 2005, Triesscheijn et al. 2006)  

Pro zvýšení účinnosti PDT terapie můžeme použít kombinaci s hypertermií. 

Hypertermie poškozuje tkáň přímo i nepřímo uvnitř nádoru narozdíl od PDT, kde se 

fotodynamický účinek může snížit vlivem nedostatečného množství kyslíku. Hypertermie 

působí selektivně na hypoxické buňky, protože tyto buňky s redukovaným pH jsou velmi 

citlivé na hypertermní působení z důvodů nedostatku výživy zajištované krví (Frank et al. 

2003, Lukšiene 2003, Chekulayeva et al. 2004, Yanase et al. 2005, Yanase et al. 2006). 

Kromě protinádorové léčby se PDT ukazuje jako vhodný prostředek proti lokálním 

bakteriálním infekcím. Někeré PS jsou schopné inkorporovat se do buněčných stěn a zvýšit 

tak propustnost pro další molekuly PS působící na plasmatické membrány bakterií a 

kvasinek. Navíc pro usmrcení patogenů stačí mnohem jemnější podmínky, které zajištují 

vysoký stupeň selektivity k hostitelské tkáni. Potenciálními cíly protibakteriální PDT jsou 

zejména atopické dermatitidy, acne vulgaris, některé infekce dutiny ústní a infikované rány 

(Demidova & Hamblin 2004, Maisch et al. 2004, Lambrechts et al. 2005, Maisch et al. 

2005, Jori 2006). 
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III. Komentář k prezentovaným publikacím 
 

III.1. Indukce apoptosy deprivací železa 

 
Pro studium mechanismu indukce apoptosy deprivací železa jsme zavedli nový 

způsob navození deprivace železa. V naší laboratoři jsme připravili chemicky definovaná 

bezsérová média, kde jako jediný zdroj železa byl saturovaný transferin nebo citrát 

železitý. Pro navození deprivace železa jsme pouze odebrali zdroj železa (transferin nebo 

citrát železitý) z kultivačního média. Tento systém poskytuje přímé důsledky deprivace 

železa vedoucí k indukci apoptosy, narozdíl od chelátorů železa (Kovář et al. 1997a).  

Chelátory železa sice váží železo s větší afinitou než ostatní kovy, avšak jsou schopné též 

vyvazovat jiné bioaktivní kovy jako zinek a měd. Použití chelátorů železa tak může vést ke 

skresleným údajům týkající se mechanismu indukce apoptosy deprivací železa. Proto se 

domníváme, že námi používaný systém poskytuje relevantnější data. 

Abychom odlišili změny spojené pouze s indukcí apoptosy deprivací železa od 

změn vyvolaných pouze samotnou deprivací železa, používáme srovnání buněčné linie 

sensitivní a resistentní k indukci apoptosy deprivací železa. 

První studie odhaluje vzestupně jednotlivé klíčové kroky mechanismu indukce 

apoptosy deprivací železa u myšších nádorových buněk. Popsaná signální dráha zahrnuje 

translokaci proapoptotického proteinu Bax na mitochondrie až po závěrečnou aktivaci 

exekuční kaspasy 3 (Koc et al. 2005). 

Druhá studie se týká změny sensitivity lidských nádorových buněk k indukci 

apoptosy deprivací železa v závislosti na adaptaci buněk k různému zdroji dostupného  

železa, tzn. deprivace železa vyvolala odlišnou odpověd u buněk adaptovaných na citrát 

železitý jako jediný zdroj železa ve srovnání se stejnými buňkami adaptovanými 

k transferinovému železu (Koc et al. 2006) 
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III.1.1. Indukce apoptosy deprivací železa zahrnuje translokaci Bax proteinu a 

následnou aktivaci mitochondriální dráhy 
 

Koc M., Naďová Z., Truksa J., Ehrlichová M., Kovář J.: Iron deprivation induces 

apoptosis via mitochondrial changes related to Bax translocation. Apoptosis, 10(2): 381-

93, 2005.  

 

Z předchozí práce jsme věděli, že mechanismus indukce apoptosy deprivací železa 

není závislý na aktivaci proteinu p53 a dále ani na změně exprese regulačních proteinů Bax 

a Bcl-2 (Truksa et al. 2003). Jelikož jsme neidentifikovali žádné změny na úrovni exprese 

u proteinů účastnící se regulace apoptosy, rozhodli jsme se otestovat signální dráhu 

vzestupně a to od exekučních kaspas, účastnících se exekuce apoptosy. 

Ve studii byli použity sensitivní (38C13) a resistentní (EL4) myší buněčné linie 

k indukci apoptosy deprivací železa. Obě buněčné linie jsou hematopoietického původu, 

kde sensitivní buněčná linie 38C13 je B lymfom a resistentní buněčná linie EL4 je T 

lymfom. V prvním kroku jsme otestovali hlavní exekuční kaspasu 3. Prokázali jsme účast 

aktivované kaspasy 3 v důsledku indukce apoptosy deprivací železa u sensitivních 38C13 

buněk.  

V dalším kroku jsme sledovali kaspasu 9, která je jedna z potenciálních proteas 

aktivující kaspasu 3. I zde jsme prokázali aktivní účast iniciační kaspasy 9 u sensitivních 

38C13 buněk v indukci apoptosy deprivací železa. U resistentních EL4 buněk jsme 

nezaznamenali žádnou aktivaci kaspasy 9 v důsledku deprivace železa. Z publikovaných 

výsledků je známo, že k aktivaci kaspasy 9 vede vylití cytochromu c z mitochondrií. 

Pomocí konfokální mikroskopie a buněčné frakcionace jsme skutečně detekovali 

uvolnění cytochromu c do cytosolu u sensitivních 38C13 buněk v důsledku indukce 

apoptosy deprivací železa. Navíc, uvolnění cytochromu c bylo spojeno s poklesem 

mitochondriálního membránového potenciálu. Resistentní EL4 buňky nevykazovali 

žádnou z výše uvedených změn. 

Dále nás zajímalo zda je porucha integrity mitochondrií spojena s proapoptotickými 

proteiny Bcl-2 rodiny, konkrétně jsme sledovali protein Bax. Výsledky z konfokálního 

mikroskopu jednoznačně ukázaly translokaci Bax proteinu na mitochondrie u sensitivních 

38C13 buněk. Výsledek byl také potvrzen pomocí western blotu s detekovaným Bax 

proteinem v mitochondriální frakci.  
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Závěrem můžeme shrnout, že klíčovým krokem indukce apoptosy deprivací železa 

je translokace proapoptotického proteinu Bax z cytosolu na mitochondrie. Permeabilizace 

mitochondrií způsobená translokací proteinu Bax následně vyvolává kolaps 

mitochondriálního membránového potenciálu a vylití cytochromu c do cytosolu. 

Cytochrom c společně s Apaf-1 proteinem a prokaspasou 9 vytvoří komplex apoptosom, 

který umožní aktivaci iniciační kaspasy 9. Exekuční kaspasa 3 je následně aktivována 

kaspasou 9. 

Nezodpovězenou otázkou však zůstává způsob aktivace proteinu Bax, jenž tento 

protein směřuje na mitochondrie a společně s tím i mechanismus, jakým protein Bax 

působí na mitochondriích. Zda se jedná o přímou tvorbu kanálu složených z Bax proteinů 

nebo zda dochází pouze k interakci s VDAC (voltage dependent anion channel) a jeho 

následnému otevření. 

 

III.1.2. Sensitivita buněk k indukci apoptosy deprivací železa se reversibilně 

mění v závislosti na dostupnosti železa 
 

Koc M., Naďová Z., Kovář J.: Sensitivity of cells to apoptosis induced by iron deprivation 

can be reversibly changed by iron availability. Cell Prolif., 39(6): 551-61, 2006. 

 

Podobně jako u první studie jsme se pokusili přispět k objasnění mechanismu 

indukce apoptosy deprivací železa u lidských nádorových buněk, konkrétně jsme použili 

sensitivní Raji a resistentní Jurkat buňky. Stejně jako v myším modelu tak i u lidského 

modelu byla sensitivní linie B lymfom a resistentní T lymfom. U obou studovaných 

modelů byl prokázán mechanismus nezávislý na proteinu p53 a očekávali jsme podobně 

jako u myšího modelu účast mitochondriální signální dráhy i u lidského modelu. Avšak 

výsledky naznačují, že mechanismus indukce apoptosy deprivací železa u lidských buněk 

nezahrnuje účast mitochondrií (nepublikovaná data). 

Z důvodu odlišných výsledků mezi lidským a myším modelem bylo v našem zájmu 

získat Raji klon resistentní k indukci apoptosy deprivací železa pro porovnání stejné 

buněčné linie. Abychom získali resistentní Raji klon, rozhodli jsme se postupně snižovat 

koncentraci železa v kultivačním bezsérovém médiu. Pro lepší manipulaci s koncentracemi 

jsme nahradili saturovaný transferin ekvivalentním množstvím citrátu železitého 

v počáteční koncentraci 500 µM. Po výměně transferinu v médiu ekvivalentním 
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množstvím citrátu želizitého došlo k zpomalení buněčné proliferace Raji buněk, způsobené 

pravděpodobně adaptací na odlišný zdroj železa. Po každých 8 pasážích jsme Raji buňkám 

snížili koncentraci citrátu železitého v médiu na 200, 100 a konečných 50µM. Tyto buňky 

kultivované v definovaném médiu s 50µM citrátem železitým byly označeny Raji/lowFe. 

Raji a Raji/lowFe buňky byly posléze vystaveny deprivaci železa na 96h. Během 

48h došlo u 30-50% Raji buněk k indukci buněčné smrti a po 96h byla již indukce buněčné 

smrti 100%. Avšak Raji/lowFe buňky během 96h deprivace železa nevykazovaly žádné 

známky buněčné smrti, ale naopak byly schopné dál proliferovat. Nyní jsme získali 

resistentní klon k indukci apoptosy deprivací železa.  

Poté co jsme zjistili, že Raji/lowFe jsou resistentní k indukci apoptosy deprivací 

železa, jsme readaptovali tyto buňky na médium s transferinem. Tyto buňky jsme opět 

vystavili deprivaci železa po dobu 96h. Následkem readaptace na transferinové médium se  

tyto buňky staly sensitivní k indukci apoptosy deprivací železa, což ukazuje na skutečnost, 

že změna sensitivity k indukci apoptosy deprivací železa nebyla u těchto Raji buněk  

způsobena žádnou genetickou změnou. Buňky readaptované na médium s transferinem 

jsme označili Raji/lowFe-re.  

Dále jsme prokázali, že indukce apoptosy deprivací železa vede k aktivaci exekuční 

kaspasy 3 pouze u sensitivních Raji buněk a ne u resistentních Raji/lowFe buněk. Zbylé 

exekuční kaspasy 7 a 6 nejsou v mechanismu indukce apoptosy deprivací železa 

zúčastněny. 

Zmíněné výsledky ukazují, že sensitivita k určitému stimulu buněčné smrti závisí 

na konkrétním metabolickém stavu buňky. Navíc Raji/lowFe buňky mohou posloužit pro 

objasnění vztahu metabolismu železa k buněčné smrti. 
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III.2. Transport železa 
 

Intracelulární hladina železa závisí na jeho transportu přes plasmatickou membránu. 

Hlavním zdrojem železa pro buňku je receptorem zprostředkovaná endocytosa 

transferinového receptoru s navázaným ligandem. Nicméně neméně důležitým zdrojem je 

příjem nízkomolekulárního železa z  citrátu železitého, obzvláště pokud víme, že změna 

dostupnosti zdroje železa může změnit sensitivitu buněk např. k indukci buněčné smrti při 

nádorové terapii deprivací železa. Proto pro navození deprivace železa je důležité zabránit 

buňce v přístupu k železu a k tomu je nutné zjistit transportní systémy účastnící se 

transportu nízkomolekulárního železa. 

 

III.2.1. HSP90 je membránový železo vázající protein 
 

Kovář J., Štýbrová H., Novák P., Ehrlichová M., Truksa J., Koc M., Kriegerbecková K., 

Scheiber-Mojdehkar B., Goldenberg H.: Heat shock protein 90 recognized as an iron-

binding protein associated with the plasma membrane of HeLa cells. Cell. Physiol. 

Biochem., 14: 41-46, 2004. 

 

 V této studii jsme hledali železo vázající membránové proteiny, které by tak 

mohli být potenciálními transportéry železa nebo součástí transportérového komplexu 

nízkomolekulárního železa. 

 Pro detekci proteinů schopných vázat nízkomolekulární železo byla použita 

metoda popsaná v práci Chen a Drysdale (1993). Ve stručnosti, izolované membránové 

proteiny byli extrahovány 1.5% tritonem X-100 a rozděleny SDS-PAGE elektroforezou. 

Proteiny byli dále přeneseny na nitrocelulosovou membránu a renaturovány v HEPES/Tris 

pufru. Membránu s proteiny jsme poté inkubovali ve stejném pufru společně s radioaktivně 

značeným 55Fe v 1 μM citrátu železitém. 

 Inkubace membrány s radioaktivně značeným železem v citrátu železitém 

detekovala několik proteinů vázající železo. Tyto proteiny byli vyříznuty z gelu a 

identifikovány pomocí MALDI-TOF hmotnostní spektrometrické techniky. 

 Jedním z identifikovaných proteinů vázající železo byl protein HSP90 (heat 

shock protein 90). Purifikovaný HSP90 jsme opět přenesli na membránu společně s apo-

transferinem (positivní kontrola) a albuminem (negativní kontrola). Výsledkem byla 
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opětovná vazba radioaktivně značeného železa na HSP90, apotransferin a žádná vazba na 

albumin.  

 Pro ověření polohy proteinu HSP90 jsme použili metodu konfokální mikroskopie 

a nepřímé značení fixovaných a nefixovaných buněk. Z konfokální mikroskopie byla 

zřejmá jednak asociace HSP90 s plasmatickou membránou tak i umístění v cytosolu. 

FACS analýza posléze odhalila detekci HSP90 pouze u fixovaných buněk a ne již u 

nativně značených buněk. Výsledná data tedy ukazují na membránovou lokalizaci, avšak 

pouze na intracelulární straně membrány. 

 Získané výsledky presentují protein HSP90 jako železo vázající protein a jeho 

membránová pozice může být spojena s transportním systémem. Nicméně otázka zda 

HSP90 je schopný zajištovat transport nízkomolekulárního železa sám a nebo s nějakým 

membránovým komplexem, zůstává neznámá. 
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III.3. Taxany a indukce apoptosy 

 
Paclitaxel a Docetaxel jsou látky stabilizující mikrotubuly v mitotickém vřeténku 

v G2/M fázi a mohou tak indukovat buněčnou smrt. Pro tuto vlastnost jsou využívány 

v léčbě řady nádorů (nádory prsu, vaječníků, plic a prostaty). Navíc, v kombinaci s jinými 

chemoterapeutiky (cisplatina, antracykliny) nebo v kombinaci se zářením zvyšují účinnost 

léčby (Zhao et al. 2005). Avšak, resistence nádorů v terapii taxany zůstává stále 

významným problémem a překonání této resistence je klíčem k úspěšné léčbě nádorů.   

 

III.3.1. Indukce buněčné smrti taxany vede k uvolnění cytochromu c 

z mitochondrií u resistentních, ale ne u sensitivních buněk 
 

Ehrlichová M., Koc M., Truksa J., Naďová Z., Václavíková R., Kovář J.: Cell death 

induced by taxanes in breast cancer cells: cytochrome C is released in resistant but not in 

sensitive cells. Anticancer Res., 25(6B): 4215-24, 2005. 

 

Tato práce je součástí většího projektu, který má za cíl popsat mechanismy 

resistence buněk nádoru prsu k indukci buněčné smrti klinicky používanými taxany 

paclitaxel a docetaxel na různých úrovních (transport, metabolismus, mechanismy indukce 

buněčné smrti). V této publikaci jsme se snažili přispět k lepšímu poruzumnění 

mechanismu týkajícího se indukce buněčné smrti taxany v buňkách nádorů prsu.  

 Náš experimentální model tvořily dvě buněčné linie vybrané na základě 

předběžných testů sensitivity několika buněčných linií nádoru prsu k indukci buněčné 

smrti taxany. Pro srovnávací studie jsme vybrali buňky MDA-MB-435 sensitivní 

k taxanům a buňky NCI-ADR-RES resistentní k taxanům. Na základě účinku jednotlivých 

koncentrací taxanů jsme určili účinné koncentrace pro jednotlivé buňky, přičemž nejmenší 

plně účinná koncentrace u obou taxanů byla 300krát větší u NCI-ADR-RES než u MDA-

MB-435 buněk. 

 Prokázali jsme, že aplikace taxanů způsobuje blokaci buněčného cyklu v G2/M fázi. 

Dále použité taxany za daných podmínek neindukovali apoptosu mechanismem závislým 

na aktivaci proteinu p53 . 

 Při analýze DNA v buňce průtokovou cytometrií jsme zaznamenali akumulaci 

částic s hypodiploidním obsahem DNA u účinných koncentrací, které indukují buněčnou 
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smrt. Nicméně tato hypodiploidní DNA nepředstavovala oligonukleosomalní fragmentaci 

DNA, ale pouze náhodně tvořené fragmenty DNA, jak dokazuje experiment s DNA 

žebříčkem.  

 Dále jsme prokázali, že aplikace účinné koncentrace taxanu vedou k aktivaci 

exekuční kaspasy 3 u sensitivních (MDA-MB-435) i resistentních (NCI-ADR-RES) buněk. 

Stejného výsledku jsme dosáhli i u kaspasy 9, k jejíž aktivaci je potřebný cytochrom c. 

Avšak uvolnění cytochromu c z mitochondrií nastalo pouze u resistentních (NCI-ADR-

RES) buněk a to při účinných koncentrací obou použitých taxanů. 

 Získané výsledky ukázaly na dvě věci. (1) mechanismus indukce buněčné smrti 

taxany je u sensitivních buněk odlišný od resistentních buněk i přesto, že byly použity 

stejné taxany na buňkách stejného tkáňového původu. (2) kaspasa 9 není u sensitivních  

buněk aktivována komplexem s cytochromem c, ale pravděpodobně je aktivována 

kaspasou 3. 
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III.4. Porfyriny a indukce apoptosy 

 
Fotodynamická terapie představuje slibnou metodu léčby nádorových onemocnění 

a v současnosti prochází dalším experimentálním vývojem. Největší důraz pro zdokonalení 

PDT je kladen na vývoj ideální fotosensitivní látky. Nejslibnější se zde ukázaly sloučeniny 

založené na bázi porfyrinu. Avšak samotný porfyrinový makrocyklus je zatížen 

nežádoucími vlastnostmi (malá rozpustnost, fotodynamická aktivita a tvorba agregátů 

v tělních tekutinách), které se u nových derivátů snažíme omezit nebo ještě lépe úplně 

odstranit. 

 

III.4.1. Nové deriváty porfyrinů a indukce apoptosy 
 

Králová J, Synytsya A, Poučková P, Koc M, Dvořák M, Král V.: Novel porphyrin 

conjugates with a potent photodynamic antitumor effect: differential efficacy of mono- and 

bis-beta-cyclodextrin derivatives in vitro and in vivo. Photochem Photobiol. 82(2): 432-8, 

2006. 

 

V naší studii jsme použili dva nové porfyrinové deriváty P(β-CD)1, P(β-CD)2 a pro 

srovnání komerčně používaný Photofrin®. Nově syntetisované deriváty mají 

k porfyrinovému makrocyklu navázané fluorované fenylové skupiny a jeden (P(β-CD)1) 

nebo dva (P(β-CD)2) cyklodextrinové kruhy. Předpokládáme, že naše amfifilní deriváty 

P(β-CD)1, P(β-CD)2 jsou buňkou endocytovány ve formě agregátu a uvnitř buňky 

monomerizovány jak bylo u těchto amfifilních sloučenin prezentováno (Kelbauskas & 

Dietel 2002).  

Námi sledované deriváty byly testovány v účinnosti indukce buněčné smrti u třech 

odlišných nádorových linií in vitro a jednoho nádoru in vivo. Výsledky in vitro ukazují na 

lepší účinek P(β-CD)1. Jednak vlastní příjem buňkou je u P(β-CD)1 několikanásobně větší 

a dále koncentrace a světelná dávka potřebná pro indukci buněčné smrti u 50% buněk je 

poloviční ve srovnání s P(β-CD)2 a Photofrinem®. Stejně tak kinetika účinku je u P(β-

CD)1 rychlejší. 

Avšak při srovnání účinnosti obou porfyrinových derivátů v in vivo studii jsme 

získali odlišné výsledky. Při aplikaci P(β-CD)2 jsme zaznamenali nejvyšší koncentrace 
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v nádoru již po 6 h, aniž by docházelo k nežádoucí kumulaci P(β-CD)2 v kůži. Navíc třetí 

den po ozáření došlo k úplné regresi nádoru.  

Při aplikaci P(β-CD)1 jsme zaznamenali nejvyšší koncentraci v nádoru kolem 48h, 

nicméně s rostoucí koncentrací P(β-CD)1 v nádoru docházelo i k nežádoucímu navýšení 

koncentrace P(β-CD)1 v kůži. Aplikace P(β-CD)1 opět vedla k maximální redukci nádoru 

kolem třetího dne po ozáření jako u P(β-CD)2, avšak posléze došlo k opětovnému nárůstu 

nádoru. Podobného výsledku jako u P(β-CD)1 jsme dosáhli i aplikací Photofrinu®, kdy 

redukce nádoru byla pouze dočasná. 

Důvod pro odlišné působení obou testovaných látek (P(β-CD)1 a P(β-CD)2) může 

být pravděpodobně ovlivněn biologickou dostupností in vivo. Obě fotosensitivní molekuly 

se váží s jinou proteinovou frakcí krevní plasmy. Vzniklé komplexy mohou ovlivnit 

rychlost transportu po těle a rychlost akumulace v nádoru.  

Závěrem je zřejmé, že P(β-CD)2 derivát díky svým fotosensitivním vlastnostem 

rychlé distribuce v nádorové tkáni, rychlému vyloučení z těla a nízké systémové toxicitě je 

vhodný pro in vivo PDT aplikace, kde za vhodných podmínek může způsobit úplnou ablaci 

nádoru.  
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V. Závěr 

 
Tato práce se zaměřila na studium procesů uplatňujících se v indukci apoptosy 

různými faktory. V našem případě jsme indukovali buněčnou smrt u nádorových buněk 

deprivací železa, klinicky používanými taxany (paclitaxel, docetaxel) a nově 

syntetisovanými fotosensitivními látkami. Z presentovaných publikací jsme získali tyto 

závěry. 

(1) Studie týkající se indukce apoptosy deprivací železa prokázaly účast odlišných 

signálních drah vedoucí k indukci apoptosy u myších a lidských nádorových buněk. 

V obou případech byla použita B lymfomová buněčná linie citlivá k deprivaci železa. 

 U myších buněk jsme popsali významnou část apoptotické signální dráhy u 38C13 

buněk sensitivních k indukci apoptosy deprivací železa. Deprivace železa u těchto buněk 

vede k translokaci proapoptotického proteinu Bax z cytosolu na mitochondrie, která je 

následována zhroucením mitochondriálního membránového potenciálu v důsledku 

porušení integrity vnější mitochondriální membrány, uvolněním cytochromu c 

z mitochondrií, aktivací kaspasy 9 a následnou aktivací kaspasy 3.  

U lidských buněk jsme taktéž zaznamenali indukci apoptosy deprivací železa, 

avšak charakterem mechanismu odlišnou od apoptosy popsané u myších 38C13 buněk. 

V případě lidských Raji buněk sensitivních k indukci apoptosy deprivací železa docházelo 

pouze k aktivaci kaspasy 3, nikoliv však k aktivaci kaspasy 9 a mitochondriálním změnám. 

Způsob aktivace kaspasy 3 v tomto případě zůstává neznámý. 

Významného zjištění jsme dosáhli vytvořením resistentního klonu Raji buněk 

k indukci apoptosy deprivací železa. Během přípravy resistentního klonu byly Raji buňky 

adaptovány na nižší koncentraci železa v médiu za pomoci nízkomolekulárního citrátu 

železitého. Výsledný klon Raji buněk adaptovaný na nízkomolekulární zdroj železa 

vykazoval resistenci k indukci apoptosy deprivací železa. Avšak, je-li tento klon 

readaptován na transferinové železo (optimální zdroj železa), dochází opět k obnovení 

sensitivity tohoto klonu k indukci apoptosy deprivací železa. Toto zjištění ukazuje, že 

sensitivita buněk k určitému stimulu buněčné smrti může záviset na konkrétním 

metabolickém stavu buněk. 

(2) Studie zaměřené na potenciální transportéry nízkomolekulárního železa vedly 

k identifikaci HSP90 jako železo vázajícího proteinu. Prokázali jsme, že HSP90 je 
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asociován s plasmatickou membránou. Avšak otázka, je-li HSP90 nějakým způsobem 

uplatněn v transportu nízkomolekulárního železa, vyžaduje další studie. 

(3) Studie týkající se indukce buněčné smrti taxany byla založena na srovnání 

sensitivní (MDA-MB-435) a resistentní (NCI-ADR-RES) buněčné linie. Pro indukci 

buněčné smrti jsme u resistentních buněk použili 300x větší koncentraci ve srovnání se 

sensitivní buněčnou linií.  

U obou buněčných linií předcházela buněčné smrti akumulace buněk v G2/M fázi, 

jak je typické pro účinek taxanů na buněčný cyklus. Následná indukce apoptosy byla u 

obou  těchto buněčných linií nezávislá na aktivaci proteinu p53. Dále, jak u MDA-MB-435 

tak u NCI-ADR-RES buněk nedocházelo k oligonukleosomalní fragmentaci DNA, ačkoliv 

byla detekována aktivní kaspasa 3. Obě testované linie aktivovaly po aplikaci účinné 

koncentrace paclitaxelu kaspasu 9, nicméně pouze u resistentní buněčné linie (NCI-ADR-

RES) docházelo i k uvolňování cytochromu c z mitochondrií, vyžadovaného k aktivaci 

kaspasy 9. Dosažené výsledky ukazují na rozdílný mechanismus indukce buněčné smrti u 

obou liníí a jeho poznání vyžaduje další studie. 

(4) Ve studii zaměřené na PDT jsme zkoumali vlastnosti dvou nových derivátů 

porfyrinu P(β-CD)1 a P(β-CD)2 pro jejich použití ve fotodynamické terapii (PDT). Oba 

deriváty byly testovány na několika buněčných nádorových linií a v BALB/c myších s  

transplantovaným syngením karcinomem 4T1. Jak P(β-CD)1, tak P(β-CD)2 byly po 

aplikaci lokalizovány v lysosomech, avšak celkový účinek na nádorové buňky se trochu 

odlišoval. V in vitro experimentech prokázal P(β-CD)1 takové lepší vlastnosti než P(β-

CD)2 jako jsou nižší ozařovací dávka, nižší účinná koncentrace a rychlejší kinetika příjmu 

buňkou. V případě in vivo experimentech byl však za vhodných podmínek P(β-CD)2 

schopný trvale odléčit transplantovaný nádor, navíc zde nedocházelo k nežádoucí kumulaci 

P(β-CD)2 v kůži. U P(β-CD)1 bohužel nedošlo k trvalému odléčení nádoru v žádné 

zvolené koncentraci a navíc u této látky docházelo poměrně rychle k nežádoucí akumulaci 

v kůži.  

Proto se domíváme, že P(β-CD)2 derivát se díky svým fotosensitivním vlastnostem, 

rychlé distribuce v nádorové tkáni, rychlému vyloučení z těla a nízké systémové toxicitě 

ukázal jako vhodný prostředek pro in vivo PDT aplikace. 
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