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Abstrakt

Piedkladand prace se zabyva studiem uc€inku vybranych izochinolinovych, konkrétné
kvartérnich benzo[c]fenanthridinovych (KBA) a kvartérnich protoberberinovych alkaloida
(KPA) na nadorové bunky, pfedevSim bunécné linie lidského maligniho melanomu. Tyto

pfirodni latky maji Siroké spektrum biologickych ucinki.

Prace je zaméfena zejména na minoritni alkaloidy, které se vyskytuji vzacné, nejsou
komer¢né dostupné a jejichz ucinky nejsou dosud pftili§ prozkoumany. Mezi tyto alkaloidy
patii sanguirubin, chelirubin, sanguilutin a koptisin. Jejich U€inky jsou srovnavany
S majoritnimi, komeré¢né dostupnymi sanguinarinem, chelerytrinem a berberinem, které jsou

JiZ v dnesni dobé¢ diskutovany jako potencialni cytostatika.

U vSech studovanych KBA byla prokdzana antiproliferacni a cytotoxicka aktivita na
vybranych bunéénych liniich, berberin a koptisin byly fddové méné toxické, proto nebyly
podrobnéji studovany. Byly studovany mechanismy indukce bunééné smrti. U sanguilutinu
byla potvrzena indukce nekaspazové bunécné smrti, nekroptozy. Ostatni alkaloidy indukovaly
u bunécné linie A-375 apoptdzu i1 nekroptozu, u linie HelLa pouze nekroptozu. Schopnost
vyvolat nekroptozu nebo oba typy bunééné smrti fadi KBA mezi latky zajimavé z hlediska

studia nadori rezistentnich k apoptdze.



Abstract

The presented work deals with study of the effect of selected isoquinoline alkaloids,
particularly quaternary benzo[c]phenanthridine (QBA) and quaternary protoberberine
alkaloids (QPA) in tumour cells, especially cell lines of human malignant melanoma. These

natural substances have a broad spectrum of biological effects.

The work is mainly focused on minor alkaloids, which are rare, not commercially
available and effects of which are not deeply explored yet. These alkaloids include
sanguirubine, chelirubine, sanguilutine and coptisine. Their effects are compared with the
major, commercially available alkaloids sanguinarine, chelerythrine and berberine which are
discussed as potential cytostatics.

All studied QBA revealed antiproliferative and cytotoxic activity on selected cell lines,
however berberine and coptisine were much less toxic, therefore they have not been studied in
details. The mechanism of the cell death induction was studied. The results confirmed
induction of caspase-independent cell death, necroptosis, by sanguilutine. Other alkaloids
induced apoptosis as well as necroptosis in cell line A-375 and only necroptosis in HelLa cells.
The ability to induce necroptosis or both types of the cell death ranks QBA among interesting
substances in terms of biology of tumour resistant to apoptosis.
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SEZNAM ZKRATEK

A-375

A-375-p53DD

AA
AlF
Apaf-1

APS
Bad
Bak
Bax

Bcl-2

Bcel-xL
Bcl-xS
BER
Bid

Bik
Campt
CDK4
CDKN2A

CGH

clAP

cFLIPL.
CVvD

bunéénd linie odvozena od lidského maligniho melanomu; z angl.
human amelanotic melanoma cell line

bunééna linie odvozena zlinie A-375 stabilni transfekci plazmidu
pCMVneoDDp53

aminokyselina; z angl. amino acid
apoptozu vyvolavajici faktor; z angl. apoptosis inducing factor

apoptoticky faktor slouzici k aktivaci kaspazy-9; zangl. apoptotic
protease activating factor 1

persulfat amonny; z angl. ammonium persulfate

proapoptoticky protein; z angl. Bcl-2-associated death promoter
proapoptoticky protein; z angl. Bcl-2 homologous antagonist/killer
proapoptoticky protein; z angl. Bcl-2-associated X protein

rodina proteini zahrnujici proapoptotické a antiapoptotické proteiny;
z angl. B-cell lymphoma 2

antiapoptoticky protein; z angl. B-cell lymphoma-extra large
proapoptoticky protein; z angl. B-cell lymphoma-extra small
berberin/berberine

proapoptoticky protein; zangl. BH3 interacting-domain death
antagonist

proapoptoticky protein; z angl. Bcl-2-interacting killer
kamptotecin; z angl. Camptothecin
cyklin-dependentni kinaza 4; z angl. cyclin-dependent kinase 4

cyklin-dependentni kinazovy inhibitor 2A; zangl. cyclin-dependent
kinase inhibitor 2A

komparativni genomova hybridizace; zangl. comparative genome
hybridization

protein s antiapoptotickou aktivitou; zangl. cellular inhibitor of
apoptosis protein

z angl. cellular FLICE-like inhibitory protein, long splice variant

polychemoterapeutické¢ tiislozkové 1éCivo zahrnujici cisplatinu,
vinblastin a dakarbazin



CYLD
CytC
DAPI
DBCT

DISC

DMEM
DMSO
DOXO
ECL
EDTA

ERK
FADD

FasL
FDA
FFA
FLICE
H2AX
YH2AX
Hela
HL-60

HL-60 MDR

Hsc70
CHE
CHL
CHR

nadorovy supresor, deubikvitinylaéni enzym; z angl. cylindromatosis
cytochrom ¢
4,6-diamino-2-fenylindol

polychemoterapeutické Ctyislozkové 1é¢ivo zahrnujici dakarbazin,
karmustin  (BCNU; zangl bis-chloroethylnitrosourea), cisplatinu
a tamoxifen; Dartmouth regimen; z angl. dacarbazine, BCNU, cisplatin,
tamoxifen

proapoptoticky signalni komplex; zangl. death-inducing signaling
complex

Z angl. Dulbecco’s modified Eagle’s medium
dimethylsulfoxid

doxorubicin

z angl. enhanced chemiluminescent substrate

kyselina ethylendiamintetraoctova; z angl. ethylenediaminetetraacetic
acid

z angl. extracellular signal-regulated kinases

protein asociovany s Fas doménou smrti; z angl. Fas-associated death
domain protein

Fas ligand, transmembranovy protein z rodiny TNF cytokint

z angl. Food and Drug Administration

z angl. free fatty acid

z angl. FADD-like interleukin-1 beta-converting enzyme

z angl. HA2 histone family, member X

fosforylovany histon H2AX

buné¢na linie adenokarcinomu délozniho kr¢ku; z angl. Henrietta Lacks

bunééna linie akutni promyeloidni leukémie; z angl. human promyelotic
leukemia cell line

rezistentni buné¢na linie akutni promyeloidni leukémie; z angl. human
promyelocytic leukemia multidrug-resistance cell line

z angl. heat shock protein 70
chelerytrin/chelerythrine
chelilutin/chelilutine

chelirubin/chelirubine



IMS
IPC-298
KBA
KFERQ

KOP
KPA
MA
3-MA
MAPK

MCI1R
Mcl-1
MDM?2

MDMX = MDM4

MEK

MLKL
MMP

MTT
NAC
Nec-1
NF-xB

PARP
PBS
PCNA

PDGFR-p

mezimembranovy prostor; z angl. intermembrane space
buné¢na linie maligniho melanomu
kvartérni benzo[c]fenanthridinové alkaloidy

pentapeptidovy motiv Lys-Phe-Glu-Arg-GIn; Lys = lysin = K, Phe
= fenylalanin = F, Glu = kyselina L-glutamova = E, Arg = arginin = R,
GIn = glutamin = Q

koptisin/coptisine

kvartérni protoberberinové alkaloidy
makarpin

3-methyladenin

proteinkindza aktivovana mitogenem; z angl. mitogen-activated protein
kinase

gen kodujici receptor melanokortinu-1; z angl. melanocortin 1 receptor
antiapoptoticky protein; z angl. myeloid cell leukemia sequence 1
negativni regulator genu pro p53; z angl. murine double minute 2

z angl. murine double minute X

kindza aktivujici MAPK kinazu; z angl. MAPK/extracellular signal-
regulated kinase

z angl. mixed lineage kinase domain-like

mitochondridlni membranovy potencial; zangl. mitochondrial
membrane potential

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl-2H-tetrazolium bromid
N-acetylcystein
Necrostatin-1

jaderny faktor interagujici s enhancerem genu pro lehky fetézec kappa u
aktivovanych B lymfocyti; zangl. nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells

poly(ADP-riboza) polymeraza; z angl. poly(ADP-ribose) polymerase
fosfatovy pufr; z angl. phosphate buffered saline

prolifera¢ni buné¢ny jaderny antigen; z angl. proliferating cell nuclear
antigen

desti¢kovy receptor ristového faktoru B; z angl. platelet-derived growth
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SDS-PAGE
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z angl. quaternary benzo[c]phenanthridine alkaloids
z angl. quaternary protoberberine alkaloids

serin threonin specifické proteinkinazy, mezi které patii ARAF, BRAF,
CRAF; z angl. rapidly accelerated fibrosarcoma

rodina malych guanin nukleotid-vazebnych proteint, které zahrnuji
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z angl. Roswell Park Memorial Institute medium
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dodecylsulfat sodny
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sanguirubin/sanguirubine
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z angl. Tris-buffered saline
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tumor nekrotizujici faktor; z angl. tumour necrosis factor

receptor tumor nekrotizujiciho faktoru; z angl. tumour necrosis factor
receptor

doména smrti asociujici s TNF; zangl. tumour necrosis factor
associated death domain
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factor related apoptosis-inducing ligand



VGP
WB
XIAP

Z-IETD-fmk
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Westernovy pienos; z angl. Western blot
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1 UVOD

1.1 Benzofenanthridinové alkaloidy

1.1.1 Charakteristika a vyskyt benzofenanthridinovych alkaloidu

Hlavni skupinou protinddorovych 1€¢iv jsou jiz po staleti pfirodni produkty. Ptredstavuji
zhruba 50 % 1éka, 25 % z nich je odvozeno z latek ziskanych z vyssich rostlin (Mertens et al.,
1997). Mezi biologicky aktivni molekuly z pfirodnich zdroji patii alkaloidy (Sen a Maiti,
1994; Chen et al., 2005; Qin et al., 2006).

Kvartérni benzofenanthridinové alkaloidy (KBA) jsou relativné mala skupina
izochinolinovych alkaloidd. Tyto latky jsou sekunddrnimi rostlinnymi metabolity, které jsou
produkovany rostlinami ¢eledi Papaveraceae (napt. Chelidonium majus, Macleaya cordata,
Sanguinaria canadensis L., Dicranostigma lactucoides — Obr. 1), Fumariaceae (Corydalis
ophiocarpa, Fumaria schrammi), Ranunculaceae a Rutaceae a diky svym rozmanitym
biologickym u¢inkiim jsou pfedmétem zvySené pozornosti a studia. Rostlinné alkaloidy maji
silny  protinddorovy, proapoptoticky, antimikrobidlni, protizanétlivy, analgeticky
a spasmolyticky ucinek (Slaninova etal., 2014). Blokuji proliferaci a indukuji apoptozu
Vv riznych nadorovych bunkach (Yu et al., 2000; Habermehl et al., 2006; Jantova et al., 2007).
Diky jejich antiprolifera¢nim uc¢inkim jsou diskutovany jako potencialni cytostatika pii 1écbé
rakoviny (Ishikawa et al., 1995; Ahmad et al., 2000; Adhami et al., 2003; Ahsan et al., 2006).
Napiiklad Ukrain™ (NSC-631570), semisynteticky derivat chelidoninu, je G&inny pii 16¢bé
celé fady nadort,, v€etné nador slinivky, tlustého stfeva ¢i mocového méchyie (Ernst

a Schmidt, 2005).
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Obrazek ¢ 1: Rostlinné zdroje KBA. Macleaya cordata (okecek srdéity; A); Sanguinaria canadensis
(krvavénka kanadska; B); Chelidonium majus (vlastovi¢nik vétsi; C); Dicranostigma lactucoides (D). Prevzato
z internetovych zdroji 1-4 a upraveno.

Hlavnimi ptedstaviteli KBA jsou komeréné¢ dostupné tetrasubstituované alkaloidy
sanguinarin (SA) a chelerytrin (CHE). SA, ktery ma vyrazné antimikrobialni, antioxidac¢ni
a protizanétlivé uc¢inky (Chaturvedi et al., 1997), je schopen v mikromolarnich koncentracich
inhibovat rast riznych naddorovych bunéénych linii a vyvolat selektivni apoptotickou reakci
pouze u nadorovych bunék (Ahmad et al., 2000; Ding et al., 2002; Adhami et al., 2004). Fakt,
7e SA je pro normalni buriky relativné netoxicky, by mohl hrat dileZitou roli v 1é¢bé rakoviny
(Choi et al., 2008). Mén¢ znamé jsou sanguirubin (SR) a chelirubin (CHR), které jsou
pfedmétem studia této prace. Jsou to minoritni alkaloidy, coz znamena, Ze se v rostlinach
vyskytuji v malém mnozstvi a musi byt separovany ze smési jinych alkaloidd. Je znamo, Ze
nejlepsim zdrojem pro izolaci je bylina Dicranostigma lactucoides (Suchomelova et al.,
2007). Jednim znejznaméjsich rostlinnych zdroji KBA SA a CHE jsou nadzemni ¢asti
Macleaya cordata (Zhang et al., 2005; Liu et al., 2006; Kosina et al., 2010). Nejvétsim
zdrojem SA je severoamericka bylina Sanguinaria canadensis a jediny evropsky zastupce

Chelidonium majus.

Rostliny obsahujici alkaloidy se pouzivaji v tradi¢ni ¢inské mediciné k 1é¢bé rakoviny,
nékterych koznich onemocnéni a zanétl (Deng a Hai-Lin, 2010). V nékterych zemich jsou SA
a CHE aktivnimi slozkami zubnich past a Gstnich vod, jelikoz zabranuji tvorbé zubniho plaku

a zlepSuji kvalitu dasni (Das et al., 2004).
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1.1.2 Struktura benzofenanthridinovych alkaloidi

Vsechny KBA jsou intenzivné zbarvené (od zluté az po tmave Cervenou) a maji fluorescencni
vlastnosti (Kovar et al., 1985). Zakladni strukturou KBA je N-methylbenzo[c]fenanthridinovy
kationt (Obr. 2). Sklada se ze 4 aromatickych kruht, které mohou byt rizné substituovany, dle
toho, o jaky alkaloid se jedna. Chemicka reaktivita KBA je zaloZena na pfitomnosti iminové
C=N" vazby. Atom uhliku této vazby, ktery lezi v poloze 6 (C6), ma velmi nizkou hustotu
elektronii a je snadno pfistupny k ataku nukleofilnich c¢inidel (Dostal a Slavik, 2002).
V alkalickych vodnych roztocich se vaZze OH- na kvartérni amoniovou formu a vznika 6-
hydroxyderivat neboli alkanolamin (pseudobaze). Ob¢ formy alkaloidt se vyskytuji v roztoku
pti fyziologickém pH a mohou se Gcastnit interakci s biologickymi systémy (Slaninova et al.,
2014). Diky kladnému naboji a polycyklické, planarni struktufe kvartérni formy dochazi
K interakci téchto alkaloid s DNA (Urbanova et al., 2008; Taborsky et al., 2010). KBA
interaguji s DNA, indukuji apoptézu a zastavu bunééného cyklu. Uginkuji v koncentracich,
které jsou srovnatelné s koncentracemi V cytostatikach vyuzivanych v klinické praxi
(Slaninova et al., 2014).

Obrizek & 2: N-methylbenzo[c]fenanthridinovy kationt. Pfevzato z Simanek et al (2003).

1.1.3 Interakce alkaloidi s buné¢nymi komponentami

Protinadorova aktivita mnoha malych organickych molekul je zptsobena interakci s DNA
(Bai et al., 2006). KBA maji vice bunéfnych cili, mezi které patii zejména reakce
s nukleofilnimi a aniontovymi zbytky aminokyselin peptidii a proteinti (Schmeller et al.,
1997), tvorba molekularniho komplexu s DNA interkalaci (Maiti et al., 1982), inhibice
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proteinkindzy C, Ca2+-dependentni proteinkindzy C, cyklické AMP-dependentni
proteinkinazy a fosfolipid-dependentni proteinkinazy C (Wang et al., 1997).

1.1.3.1 Interakce s DNA

Mezi latky, které jsou schopné interagovat s DNA, patii latky schopné interkalace, mezi které
patii antracyklinovd antibiotika (doxorubicin), alkylacni ¢inidla (cisplatina, dakarbazin),
antimetabolity (jako jsou purinové a pyrimidinové analogy) a inhibitory topoizomeraz jako
jsou podofylotoxiny (etoposid) a kamptoteciny (topotecan a irinotecan). Interakce SA a CHE
byla studovana fadou metod a bylo prokazano, Ze tyto alkaloidy tvoii komplexy s DNA
(Maiti et al., 1982; Sen et al., 1996; Bhadra a Kumar, 2011; Vacek et al., 2011).

Mezi alkaloidy a DNA existuji dva typy interakci: ireverzibilni kovalentni
a reverzibilni nekovalentni. Mezi kovalentni interakce patii modifikace bazi, alkylace, kiizové
vazby a zlomy fetézcl, pficemz vSechny zuvedenych vedou k mutacim. Nekovalentni
interakce zahrnuji interkalace a vazbu na maly Zladbek. Interkalace je hlavnim mechanismem
reakce KBA s DNA, pii kterém se alkaloid vmezeti mezi dva sousedni pary bazi DNA. Tim
se vlakna dvouSroubovice ¢aste¢né rozvinou, struktura se prodlouzi, zpevni a stabilizuje. Tato
zména ma vliv na vlastnosti a funkce DNA. Interkalujici latka mize naptiklad indukovat
faktory ovliviwyjici apoptozu s nasledkem cytotoxického ucinku. Pravé to je principem

nékterych protinadorovych 1é¢iv (Maiti a Kumar, 2007).

Alkaloidy typu SA se mohou vyskytovat v iminiové nebo alkanolaminové formé.
Zatimco iminova forma pifedstavuje polycyklickou planarni molekulu s kvartérnim dusikem,
ktera je schopna interkalovat s DNA, alkanolaminové formy alkaloidii se na DNA nevazou
(Maiti et al., 1984; Sen a Maiti, 1994; Hossain a Kumar, 2009). Vysledky dalsich
biofyzikalnich experimentd rovnéz prokazaly, ze afinita KBA je vyssi u sekvenci bohatych na

GC pary, nez u sekvenci bohatych na AT pary (Bai et al., 2006; Adhikari et al., 2008).

Také u ostatnich alkaloidii byla zkoumana jejich vazebna aktivita. Slaninova et al.
(2001; 2007) prokazali diky fluorescenci alkaloidid schopnost SA, SR, CHR a makarpinu
(MA) a caste¢nou schopnost CHE interagovat s DNA na bunééné urovni u ruznych lidskych
bunéénych linii. U nékterych KBA byla po interakci s DNA pozorovana zména
fluorescencnich vlastnosti. Téchto zmén je vyuzito pro studium vstupu alkaloidid do buiky
a studium struktur, na které se tyto latky vazou (Slaninova et al., 2007). KBA mohou byt také

pouzity jako specifické fluorescencéni sondy pro fluorescencni mikroskopii a priitokovou
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cytometrii. Nejznaméjsi DNA sondou je MA, ktery se vyuziva pro znaceni jadra a analyzu
bunééného cyklu (Slaninova et al., 2007; 2008).

Kromé piimé interakce s DNA byly popsany také nepiimé efekty KBA a jejich
polosyntetickych derivati na DNA. Tyto G¢inky zahrnuji inhibici topoizomeraz (Guo et al.,
2007; 2011), interakce s chromatinem a telomerami (Ji et al., 2012), modulaci epigenetickych
zmén (Selvi et al., 2009) a vlivy na syntézu DNA (Schmeller et al., 1997; Holy et al., 2006).

KBA také ovlivituji nékteré procesy souvisejici s replikaci DNA a bunéénym cyklem.

1.1.3.2 Interakce s mikrotubuly

Jednim ze zékladnich mechanismil ptsobeni cytostatik je G€inek na mikrotubuly, ktery ma za
nasledek zédstavu bunétného cyklu ve fazi G2/M. Mezi nejznaméjsi cytostatika odvozena
z alkaloidi patii napf. vinblastin a vinkristin, jez indukuji depolymerizaci mikrotubuld,
zatimco paclitaxel a docetaxel zvySuji polymerizaci mikrotubuli. Bylo zjisténo, ze KBA
interaguji s mikrotubuly (Wolff a Knipling, 1993; Slaninova et al., 2001). U HeLa bun¢k
ovlivnénych SA, CHE, sanguilutinem (SL) a chelilutinem (CHL) v niz8ich koncentracich
bylo pozorovano ztenceni mikrotubularni sité, zatimco vyssi koncentrace a del§i expozicni
Casy mély za nasledek Gplnou depolymerizaci mikrotubulti. Nejvétsi vliv na mikrotubularni
sit mél SA. MozZznym vysvétlenim tohoto vysledku by mohl byt vysoky stupen planarity SA

a jeho snadna prostupnost pies membranu (Slaninova et al., 2001).

1.1.3.3 Interakce KBA s p53

Uloha proteinu p53 v bundénych odpovédich na KBA je velmi dulezita kvili interakci KBA
s DNA. p53 puisobi jako strdzce integrity genomu a ma ulohu i Vv apoptotickych drahach.
Ztrata nebo mutace nddorového supresoru p53 se vyskytuje pfiblizné u 50 % vSech lidskych
nadort a zvySena hladina jeho negativnich regulatorat MDM2 (z angl. murine double
minute 2) a MDMX (z angl. murine double minute X) je pfitomna ve vét$in¢ ostatnich nadort
(Toledo a Wahl, 2006). Nadorové bunky s mutovanym nebo nefunkénim p53 jsou odolné&jsi
vucéi bézné pouzivané chemoterapii. ldentifikace latek s cytostatickymi G¢inky nezavislymi
na funkénim p53 by tedy mohla vést k ucinnéjsi 1écbe¢ velké ¢asti lidskych nadorii. KBA byly
nékolika autory identifikovany jako latky plsobici nezavisle na aktivaci p53. Hammerova
etal. (2011) provedli experimenty na dvou bunéénych liniich s nefunkénim p53. Vysledky
ukazaly, Ze tento protein nemé zasadni roli v bunéénych odpovédich na treatment KBA a Ze

KBA mohou U¢inn¢ zastavit proliferaci nadorovych bun€k postradajicich funkéni p53.
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1.2 Protoberberinové alkaloidy

Kvartérni protoberberinové alkaloidy (KPA) jsou dal$im typem izochinolinovych alkaloidd.
Jedna se o alkaloidy biogeneticky odvozené z tyrozinu. Ptfedstavuji piiblizn€ 25 % vSech
aktualné¢ znamych alkaloidd s protoberberinovym skeletem. KPA se casto vyskytuji
Vv rostlinach spole¢né¢ s KBA. Nejznaméjsimi zéstupci KPA jsou berberin (BER), koptisin
(KOP) nebo palmatin (Grycova et al., 2007).

KPA vykazuji fadu biologickych a farmakologickych aktivit, mezi které patii inhibice
syntézy DNA, biosyntéza proteinti, inhibice propustnosti membrany a rozpojeni oxidativni
fosforylace (Schmeller et al., 1997). Tyto procesy pravdépodobné pfispivaji k toxickym
ucinkiim na bakterie, plisné, rostliny, hmyz a obratlovce. Interakce s DNA a inhibice zpé&tné
transkripce by mohly byt zodpovédné =za inhibici fagh a jinych vird. Interakce
S neuroreceptory, inhibice ATPazy a vazba na mikrotubuly ovliviiuyji hlavné hmyz
etal., 2001; Chen et al., 2005). Cytotoxicka aktivita souvisi s indukci apoptoézy a inhibici

telomerazy.

NejbéznéjsSim KPA je BER. BER inhibuje fadu enzymi, napt. NADH oxidazu,
reverzni transkriptazu nebo diaminooxidiazu. Mechanismem interkalace interaguje s DNA,
poly(A) fragmenty mRNA a tRNA (Nandi et al., 1990). Srovnavaci studie inhibi¢nich
a protinadorovych uc¢inki KPA a KBA ukazaly, ze ucinky KPA jsou vyrazné slabsi
(Slaninova et al., 2001).

1.3 Maligni melanom

Maligni melanom je svym téméi epidemickym vzestupem incidence a vysokou umrtnosti
povazovan za moderni ¢erny mor. Jednd se o agresivni nddorové onemocnéni, které vznika
neoplastickou transformaci melanocytii. Melanom je Sestym nejcastéjSim nadorem a zaroven

se jedna o maligni onemocnéni S nejvysSim narlstem vyskytu (Dahl a Guldberg, 2007).

1.3.1 Epidemiologie, rizikové faktory

Vyskyt maligniho melanomu se v mnoha zemich s bilou populaci zvysuje (Obr. 3). Ackoliv

toto onemocnéni tvoii méné nez 5 % zhoubnych nadori kize, je zodpovédné témet za 80 %
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umrti spojenych s rakovinou kize (Miller a Mihm, 2006). Frekvence vyskytu je izce spojena
s barvou ktize a taktéz zavisi na geografické zoné. Nejvyssi vyskyt maligniho melanomu je
v Queenslandu v Australii (MacLennan et al., 1992). Obecné niz$i vyskyt je u jedinc tmavé

pleti, jako jsou Afri¢ané, Asiaté a Hispanci.

Maligni melanom
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Obrazek & 3: Narist incidence maligniho melanomu v Ceské republice. Pievzato z www.svod.cz
a upraveno.

Incidence v Evropé a USA se pohybuje okolo 15 pfipadi na 100 000 obyvatel.
Konkrétné v Evropé je kazdy rok nové diagnostikovano ptiblizné 26 000 piipadii melanomu
Umuzi a 35 000 pifipadd u zen, pficemz kazdy rok 8 500 muzii a 8 000 Zen na tuto nemoc
umira (Ferlay et al., 2002). Nejvice pacientli ro¢né je diagnostikovano v Australii a na Novém
Zélandu a to az 60 piipadd na 100 000 obyvatel. V téchto zemich je maligni melanom
nejcastéj$im typem rakoviny (Marks 2000; Marrett et al., 2001).

Prognoza se diky ¢asné detekci melanomu v 1é¢itelném stadiu zlepSuje. Vyskyt u Zen
I muzi je podobny, u déti je tato nemoc vyjimkou. Na rozdil od ostatnich typta rakoviny ktize
se maligni melanom projevuje v mlad$im véku. Zhruba 50 % vSech ptipadd je
diagnostikovano pied 55. rokem zivota (Garbe a Leiter, 2009). NejcastéjSi mista vyskytu
maligntho melanomu jsou trup (43,5 %), koncetiny (33,9 %), akralni Casti téla (prsty
koncetin, nos, usi, brada a podobng; 11,9 %) a hlava a krk (10,7 %) (Radovi¢-Kovacevic¢

etal., 1997).
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Hlavnim faktorem ovliviiujicim vyskyt melanomu jsou rasové rozdily v pigmentaci
kiize a reakce pokozky na sluneéni zafeni. Lze fici, Ze u lehce pigmentované rasy je melanom
v disledku kolisani melanogeneze a obsahu melaninu v kuzi (Armstrong a Holman, 1987).
Melanin ma fotoprotektivni vlastnosti a na ktizi ptsobi jako filtr, kdy rozptyluje slunecni
zafeni a pohlcuje ultrafialové zéateni. Melanin je produkovan melanocyty, coz jsou builky
neuroektodermalniho ptivodu nachézejici se v bazalni vrstvé epidermis a vlasovych vacka
(Fitzpatrick, 1971; Nordlund a Boissy, 2001). Melaninovy pigment je produkovan
ve specifickych  cytoplazmatickych organeldch melanocyti  zvanych melanozomy.
Transformace melanocytii do bun¢k melanomu je stale relativné nejasna (Uong a Zon, 2010).
Do této pfemény je pravdépodobné zapojena kombinace upregulace a downregulace efektord,
které ptisobi na rizné molekularni drahy (Palmieri et al., 2009) a dale také modifikace
proteinii bunééného cyklu (napt. cyklin D1, pRb a p16). V transformaci a progresi benigniho
névu' na melonom byla prokazana progresivni ztrata p16 a progresivni nartist exprese cyklinu

D1 a pRb (Karim et al., 2009).

Na vzniku maligniho melanomu se podili interakce exogennich a endogennich
rizikovych faktori. Az 65 % souvisi se slune¢nim zafenim. Dramaticky nartist vyskytu
melanomu v prabéhu poslednich 50 let lze alespon z Casti pfipsat zménam navyki
vystavovani se slunci (Tucker a Goldstein, 2003). Nicméné vztah mezi melanomem a UV
zafenim je pomérné slozity, coz doklada mensi vyskyt u osob pracujicich venku ve srovnani
S osobami pracujicimi vevnitf. Jedinym moznym vysvétlenim tohoto paradoxu je, Ze
chronicky opalena kiiZze je méné nachylna k tvorbé melanomu (Houghton a Viola, 1981;
Tucker a Goldstein, 2003), coz by mohlo také vysvétlit nizsi riziko melanomu u ¢ernocht
a vyssi u osob se svétlou pokozkou a zrzavymi vlasy, ktefi jsou méné schopni produkovat
pigment v dasledku genetickych variant receptoru melanokortinu-1 (Valverde et al., 1995;
Palmer etal., 2000). Mezi dalsi faktory patii krom¢ jiz zminé€né svétlé kize a blond ¢i
zrzavych vlasu také ¢etné pihy, Spatné opalovani a tendence spalit se na slunci (fototyp kiize
1-3) (Whiteman a Green, 1999), ptitomnost vice nez 50 ziskanych névi (Schneider et al.,
1994), névy vétsi nez 6 mm (Naldi et al., 2000), uzivani solarii, onemocnéni Xeroderma
pigmentosum, imunosuprese, expozice karcinogennim chemickym slouéeninam, jizvy,
Marjolintiv vied® (Gan et al., 1995) a genetické faktory (Grange et al., 1995). 8-12 %

malignich melanomt je zpusobeno geneticky, coz ma pravdépodobné souvislost s mutaci

! nezhoubny kozni utvar vznikly mistnim nahromad&nim melanocytd
2 maligni vied, ktery vznika v predchozi jizv€ nebo benignim viedu
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v genu CDKN2A (z angl. cyclin-dependent kinase inhibitor 2A), ktery koduje p16 a lezi na

chromozomu 9p21.

Zahajeni a progrese melanomu jsou doprovazeny tadou histologickych zmén, které
jsou popsany v Clarkové modelu (Clark, 1991). Tento model zahrnuje pét fazi: 1. névus,
tj. benigni 1éze charakterizovana zvySenym poctem vnofenych melanocyti; 2. dysplasticky
névus vyznacujici se ndhodnou a nesouvislou cytologickou atypii; 3. faze radidlniho ristu
(RGP, z angl. radial growth phase) melanomu, kde bunky ziskavaji schopnost proliferace;
4. faze vertikalniho rustu (VGP, zangl. vertical growth phase) melanomu, kde bunky
ziskavaji schopnost proniknout pies bazalni membranu do Skary a podkozni tkang;
5. metastaticky melanom vyznacujici se Sifenim bunc¢k do jinych oblasti kiize a ostatnich
organi. Nejkriti¢téjsi Casti progrese je prechod zRGP do VGP, kdy dochazi
k nekontrolovatelnému ristu zprostfedkovanému keratinocyty, coz je jeden z nejsilnéjSich
prediktort metastazujiciho onemocnéni a neptiznivého klinického vysledku (Tsao et al.,

2004).

U podeziele pigmentovanych 1€zi je nutné provést biopsii k vylouceni ¢i potvrzeni

melanomu (Dolianitis et al., 2005).

1.3.2 Genetika maligniho melanomu

Hnaci silou iniciace vyvoje melanomu je zisk somatickych mutaci v klicovych regulaénich
genech. V souvislosti s vyvojem melanomu byly objeveny dva geny: CDKN2A (pl16) na
chromozomu 9p21 a CDK4 (z angl. cyclin-dependent kinase 4) na chromozomu 12 (Bataille,
2000). Gen CDKN2A funguje jako nadorovy supresor a hraje kli¢ovou roli v regulaci
bunécného cyklu a starnuti. Mutace tohoto genu souvisi s projevem familidrniho melanomu.
Mezi dalsi geny souvisejici s ndchylnosti k malignimu melanomu patii naptiklad MCI1R (gen
kodujici receptor melanokortinu-1, z angl. melanocortin-1 receptor; mutace tohoto genu jsou
pfi¢inou odlisné pigmentace) nebo geny fidici opravy DNA (Bataille, 2003). Pro melanomy
jsou typické onkogenni mutace genit BRAF (RAF rodina) a NRAS (z angl. neuroblastoma
cell line), které vykazuji Casté chromozomalni aberace, kam patfi ztraty chromozomi 64, 8p,
9p a 10q a zisky chromozomi 1q, 6p, 7, 8q, 17q a 20q, zatimco U benignich néva pfii
srovnavaci celogenomové hybridizaci (CGH, z angl. comparative genome hybridization) ¢i

karyotypovani nebyly zjistény zadné chromozomalni odchylky (Bastian et al., 2003).
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Prvni gen, u které¢ho byla zjiSténa souvislost se vznikem melanomu, byl NRAS.
Mutace tohoto genu byly objeveny v 15-25 % melanomovych bunéénych linii a primarnich
nadord (Tsao et al., 2000; Demunter et al., 2001). NRAS patii do rodiny malych guanin
nukleotid-vazebnych proteini RAS (z angl. rat sarcoma), které dale zahrnuji také HRAS
(z angl. Harvey murine sarcoma virus) a dvé sestfihové varianty genu KRAS (z angl. Kirsten
murine sarcoma virus) (Giehl, 2005). Mutace NRAS a KRAS se vyskytuji u riznych lidskych
nadort, u melanomu jsou vsak nejéastéjsi. Pritomnost mutace HRAS u melanomu je velmi
vzacna (Whitwam et al., 2007). Témét vSechny mutace NRAS souvisejici s melanomem
zahrnuji substituci glutaminu na kodonu 61, obvykle za arginin, lysin nebo leucin. V reakci na
rizné bunééné podnéty, véetné ligandem zprostiedkované aktivace receptoru tyrozin kinaz
(RTKs, zangl. receptor tyrosine kinases), RAS s navazanym GTP aktivuje RAF (z angl.
rapidly accelerated fibrosarcoma) na vnitini strané bunééné membrany a dochazi k fosforylaci
fizené aktivaci kaskady RAF-MEK-ERK.

Kinazy RAF jsou serin/treonin specifické proteinkinazy, které aktivuji kinazu MEK
(zangl. MAPK/extracellular signal-regulated kinase) atim nasledn¢é ERK (z angl.
extracellular signal-regulated kinases). U lidi existuji tii RAF geny: ARAF, BRAF a CRAF
(Wellbrock et al., 2004). Mutace BRAF jsou nejcetnéjsi mutace u melanomu s vyskytem 50—
70 % (Davies et al., 2002, Gorden et al., 2003). Konkrétn¢ substituce valinu za glutamovou
kyselinu v pozici 600 (V600E) ptedstavuje vice nez 90 % vSech mutaci BRAF v melanomu
(Wan et al., 2004). Tato mutace se vyskytuje v 80 % benignich a dysplastickych névi, coz
naznacuje, Ze se jedna o jednu z prvnich udalosti vedouci k tvorbé melanomu (Pollock et al.,
2003). Mutace BRAF a NRAS se zaroven ve stejném nadoru vyskytuji ziidka (Davies et al.,
2002; Christensen a Guldberg, 2005; Goel et al., 2006), coz signalizuje efektivitu obou
mutantd v aktivaci MEK-ERK drahy. Vyskyt NRAS nebo BRAF mutaci v 80-90 % vsech
melanomd naznacuje, ze aktivace RAS-RAF-MEK-ERK drahy by mohla ptedstavovat
zakladni krok v transformaci melanocyti. N¢které chemické inhibitory slozek této drahy se
staly cilem klinickych vyzkumi. Zatim nejucinnéjsi latkou proti melanomu jsou inhibitory
MEK. Je zajimavé, zZe k inhibitorim MEK byly citlivé pouze bunétné linie nesouci mutaci
BRAFVG600E, nikoli linie nesouci mutace NRAS kodonu 61. Toto zjisténi vede k zavéru, ze
typizace mutaci NRAS a BRAF by mohla vést k identifikaci pacientl, ktefi by s vetsi
pravdépodobnosti reagovali na 1é¢by MEK inhibitory (Solit et al., 2006).
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1.3.3 MozZnosti terapie

Maligni melanom je odolny vii¢i terapii. Stejné jako u vétSiny malignich onemocnéni je i tady
progndza velmi zavisla na klinickém stadiu (rozsahu nadoru) v dobé diagnozy, podle toho se
také urcuje vybér 1écby. Jestlize je melanom diagnostikovan brzy, je mozna 1écba
chirurgickou resekci. Metastaticka forma tohoto onemocnéni je do znaéné miry odolnd vici
stavajici terapii a ma Spatnou prognozu se stfedni mirou preziti 6 mésict, 5 let se doZivda méné
nez 5 % pacientl. K dispozici je nekolik schvalenych adjuvantnich terapii maligniho
melanomu, mezi které patii monochemoterapie (Ié€ba jednim preparatem), polychemoterapie
(kombinace vice terapeutickych preparati), cilena 1é¢ba a biochemoterapie (Gray-Schopfer
et al., 2007).

Monochemoterapie ma v 1écbé neresekovatelného ¢i metastazujiciho melanomu
omezenou G¢innost. Rada chemoterapeutickych latek je u¢inna vic¢i melanomu, nicméné mira
odpovédi 1écby neptfesahuje 25 %. Mezi tyto latky diskutované v souvislosti s 1écbou
maligniho melanomu patii dakarbazin, slouc¢eniny platiny, Vinca alkaloidy, nitrosomocoviny
a taxany. Dakarbazin je nejbéznéji pouzivané léc¢ivo ve Spojenych statech. Jednd se
0 alkyla¢ni ¢inidlo s mirou odpovédi mezi 7 % a 25 % (Bedikian et al., 2006). Dakarbazin byl
zaveden pred vice nez 30 lety a je jedinym chemoterapeutickym léCivem pro metastazujici
melanom schvalenym FDA (z angl. Food and Drug Administration). Temozolomid,
imidazotetrazinovy derivat dakarbazinu, je dalSi cytotoxické alkylacni Cinidlo a ma tytéz
aktivni metabolity jako dakarbazin. Temozolomid se obvykle pouziva v 1écbé solidnich
nadord, jako jsou nadory mozku, jelikoz je schopny prochazet ptes hematoencefalickou
bariéru. Z tohoto diivodu by mohl byt alternativou dakarbazinu v 1é¢bé mozkovych metastaz,
pii které je dakarbazin neefektivni. Temozolomid zatim proSel prvnimi tfemi fazemi
klinickych studii (Bleehen et al., 1995; Middleton et al., 2000). Median celkového pieziti
pacientd lécenych temozolomidem je 7,7 mésici a 6,4 mésici u pacientli léCenych
dakarbazinem. Monochemoterapie temozolomidem ma u nékterych pacientt vyhody, sice
zatim nebyla schvalena FDA pro pokrocila stadia melanomu, avsak i pfesto se v USA Kk 1é¢bé
pouziva (Jilaveanu et al., 2009). Dalsi dvé chemoterapeutické latky, které jsou G¢inné pfi
16¢bé metastazujiciho melanomu, jsou cisplatina a karboplatina (Glover et al., 2003). Co se
tyka Vinca alkaloidd, nejbéznéji studovanym IéCivem je vindesin, derivat vinblastinu
(Emmert et al., 2003). Mezi taxanové slouceniny patfi paclitaxel, rostlinny produkt izolovany

z kary stromu Taxus brevifolia, a docetaxel extrahovany z jehli¢i Taxus baccata.
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Celkové lze fici, Ze existuje mnoho potencidlnich latek, u kterych je diskutovan tc¢inek
v souvislosti s 1é¢bou pokro¢ilého melanomu, avSak 74dné znich neni tak ucinné jako
dakarbazin. Z tohoto divodu jsou chemoterapeutické latky casto kombinovany s jinymi
chemoterapeutiky ¢i biologickymi latkami. Cilem polychemoterapie je zvySit miru odezvy
a docilit lepsich vysledkl. Nejrozsifengjsi je tiislozkova kombinace cisplatiny, vinblastinu
a dakarbazinu (tzv. CVD) a c(tyislozkova kombinace cisplatiny, dakarbazinu, karmustinu

a tamoxifenu znama také jako DBCT (Dartmouth regimen).

Dals8i moznosti 1écby je 1écba cilend. Ve vétSin€é melanomti dochazi ke konstitutivni
aktivaci mitogenem aktivované proteinkinazové (MAPK, z angl. mitogen-activated protein
kinase) drahy (RAS-RAF-MEK-ERK). Stejn¢ jako v piipadé jinych typt rakoviny i zde je
vyzkum zaméfen na cilenou lécbu (kdy dochdzi k inhibici specifickych proteintl). Mezi
aktualn¢ studovand cilend terapeutika patii napiiklad sorafenib, coz je multikindzovy
inhibitor, ktery byl plivodné vyvinut jako inhibitor RAF kinazy. Bylo prok4zéano, Ze sorafenib
inhibuje mnoho proteint, jako je BRAF, CRAF, MEK, ERK, vaskularni endotelidlni receptor
rastového faktoru 2 a 3, destickovy receptor rastového faktoru p (PDGFR-B, z angl. platelet-
derived growth factor receptor ) a p38a (faktory podilejici se na angiogenezi a progresi
nadoru) (Karasarides et al., 2004).

Posledni moznosti je pouziti biochemoterapie. Jedna se o kombinaci chemoterapie
a imunoterapie — pouziti chemoterapie (CVD = cisplatina, vinblastin a dakarbazin) a nasledné
imunoterapie (interleukin-2; interferon-o) ¢i  soucasné chemoimunoterapie (Tarhini
a Agarwala, 2006). Nejéastéji pouzivanou adjuvantni imunoterapii pro pokrocilé melanomy je
interferon-o, jehoz ucinnost je ale stale pfedmétem diskuze. Dal$im schvalenym je
interleukin-2, avSak mira odezvy je nizka a relativné velkym problémem je toxicita (Tarhini
a Agarwala, 2006). Zatim nebyla vyvinuta zadna systémova lécba, ktera by zlepSovala
celkové preziti pacienti s pokrocilym metastazujicim melanomem. Tento problém se stal

piredmétem vyzkumu mnoha védeckych skupin.

1.4 Bunéc¢na smrt

Drahy bunéénych smrti jsou jednim zkli¢ovych mechanismt existence a integrity
mnohobunéénych organismili, normélni homeostdzy, bunééné proliferace a diferenciace.
Vyvoj a homeostaza organismi zavisi na rovnovaze mezi prezitim bun€k a bunécnou smrti.

Jednoduse fe¢eno — neni Zivota bez smrti (Berghe et al., 2014). Dysregulace buné¢né smrti
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mize vést k rakovin€, vyvojovym abnormalitdm a autoimunitnim porucham (Thompson,

1995).

V soucasné dobé se rozliSuje nekolik typi bunéénych smrti, pti¢emz mezi tfi zakladni
patii apoptoza, autofagie a nekrdza. Lisi se ve funkci, morfologii i enzymologii (Galluzzi
etal., 2012). Nekteré¢ formy bunétné smrti mohou byt vyvolané ve stejné tkani, pticemz
apoptoza je nejrychlejs$i. Mnoho autort jiz studovalo rizné formy bunécné smrti, avSak prace
popisujici interakce a vzajemnou zéavislost mezi témito procesy nejsou piili§ Casté a tato

otazka neni zcela objasnéna (Chaabane et al., 2013).

1.4.1 Autofagie

Autofagie je evolu¢né vysoce konzervovand degrada¢ni draha. Souvisi s celou fadou
fyziologickych a patologickych procesl, v€etné pieziti bunck, bunéné smrti, bunécného
metabolismu, vyvoje, infekce, imunity a starnuti (Mehrpour et al., 2010). Autofagie se také
uzce podili na etiologii mnoha dulezitych lidskych onemocnéni jako je rakovina,

neurodegenerativni onemocnéni a poruchy metabolismu (Meijer a Codogno, 2009).

Autofagie je morfologicky definovana jako typ bunééné smrti, kterd je
charakterizovana absenci kondenzace chromatinu a masivni autofagickou vakuolizaci
cytoplazmy (Yu et al., 2004). Autofagie je aktivovana bunécnym stresem, jako je hladovéni,
hypoxie, poskozeni DNA nebo stres endoplazmatického retikula. V této souvislosti ma
autofagie cytoprotektivni roli (Kroemer et al., 2010). Nadorové mikroprostiedi je chudé na
ziviny a kyslik, coz vede k indukci autofagie. Taktéz zmirfiuje poSkozeni genomu a mutace

nadorovych bunék, coz naznacuje, Ze autofagie mize zpomalovat nadorovy vyvoj (Mathew

et al., 2007).

Autofagie je proces lysozomalni degradace, pii kterém bunika travi své vlastni
komponenty pro udrzeni zivotné dilezitych bunécnych funkci béhem hladovéni nebo
degraduje poskozené a prestarlé organely a Spatné slozené proteiny. U savcl autofagie bunku
vétsinou chrani pfed hromadénim poSkozenych organel, ztratou interakce s extracelularni
matrix, ale i pfed G¢inkem cytostatik (Scarletti et al., 2008). Ochranna role autofagie proti
bunéné smrti se vSak nevztahuje pouze k apoptoze, ale také k nekrdze. Antinekroticka
funkce autofagie ma dulezit¢ biologické role v raznych patologickych procesech

a onemocnénich jako je naptiklad rakovina (Esposti et al., 2010).
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Mikroautofagie

Obrazek ¢. 4: Typy autofagie podle mechanismu piisobeni. Pfevzato z Wirawan et al. (2012) a upraveno.

Podle mechanismu pasobeni je mozné autofagii rozdélit na 3 typy: makroautofagii,
mikroautofagii a autofagii zprostfedkovanou chaperony (Obr. 4) (Mizushima a Komatsu,
2011). Makroautofagie se vyznacuje tvorbou dvoumembranovych autofagozomi. Tyto
vezikuly piebiraji kontrolu nad neparovymi organelami nebo nezadoucimi bunéénymi

komponentami a dodavaji je lysozomum k degradaci a recyklaci (Klionsky, 2007).

Naproti tomu u mikroautofagie k tvorbé autofagozomi nedochazi. Proteiny a bunécné
Castice se do lysozomu dostavaji invaginaci (Farré et al., 2009). Autofagie zprostiedkovana
chaperony je typicka tim, Ze proteiny degraduje pouze selektivnim zptisobem. Je specificka
pro proteiny, které maji ve své struktufe pentapeptidovy motiv KFERQ (Lys-Phe-Glu-Arg-
GIn) nebo jeho strukturni analogy (okolo 30 % vSech cytoplazmatickych proteini) (Dice,
1990). Nicméné role autofagie je kontroverzni proces — je totiz otazkou, zda nadorové bunky

zabiji ¢i je naopak chrani pied neptiznivymi podminkami (Yousefi a Simon, 2009).
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1.4.2 Apoptoza

Apoptdza je programovand bunécna smrt zprosttedkovana rodinou cystein dependentnich
aspartat specifickych proteaz (kaspdz), které nevyvolavaji zanét. U zdravého dospélého
¢lovéka podstoupi apoptozu piiblizné 10 miliont bun¢k za den (Curtin a Cotter, 2003). Tento
mechanismus je dulezity nejen k zachovani homeostazy organismu, ale také ke kontrole
velikosti a tvaru tkané v rtiznych vyvojovych stadiich (Los et al., 1999) a k odstrafiovani
nezadoucich, dysfunkénich a infikovanych bun¢k nebo bun¢k s poskozenou DNA (Kinloch

et al., 1999). Indukce apoptozy je hlavnim mechanismem uéinku cytostatik.

V priibéhu apoptdzy bunky podstoupi spoustu morfologickych zmén, mezi které patii
smrS$tovani bunky, zhustovani cytoplazmy, rozpad jadra, kondenzace chromatinu,
fragmentace DNA a bobtnani membrany. Tyto zmény jsou nasledované fragmentaci celé
bunky do tzv. apoptotickych tclisek s malymi, témét sférickymi, cytoplazmatickymi
fragmenty zapouzdienymi v bunééné membran¢. Diky tomu nedochazi k vyliti
intracelularniho obsahu a vyvolani zanétlivé reakce. Apoptotickd téliska mohou obsahovat
funkéni organely obklopené intaktni plazmatickou membranou. Fosfatidylserin, fosfolipid
vnoieny do plazmatické membrany, je vystaven na vnéjsi strané apoptotickych télisek
a funguje jako tzv. ,eat me™ signdl, ¢imz pritahuje makrofagy a dochazi k fagocytoze

(Elmore, 2007).

V procesu indukce apoptdzy hraje rozhodujici roli rodina proteini Bcl-2 (z angl. B-
cell lymphoma 2) (Weerasinghe et al., 2001). Za normalnich okolnosti jsou tyto proteiny
umistény v mezimembranovém prostoru mitochondrii a v reakci na rizné apoptotické stimuly
se uvolnuji do cytosolu, kde iniciuji apoptéozu. Do této rodiny proteinl patii antiapoptotické
Bcl-2 a Bel-xL (z angl. B-cell lymphoma-extra large) a proapoptotické Bax (z angl. Bcl-2-
associated X protein), Bcl-xS (B-cell lymphoma-extra small), Bad (z angl. Bcl-2-associated
death promoter), Bak (z angl. Bcl-2 homologous antagonist/killer), Bid (z angl. BH3
interacting-domain death antagonist) a Bik (z angl. Bcl-2-interacting Kkiller). Signaly
indukujici apoptézu zpiisobuji pfesun proapoptotickych proteinti z cytoplazmy do vnéjsi
mitochondrialni membrany a usnadnuji uvoliiovani nékterych slozek vcetné cytochromu c
a faktoru indukujiciho apoptézu (AIF, z angl. apoptosis inducing factor) z mitochondrii do

cytosolu, coz vede k apoptotické bunééné smrti (Kroemer, 1997).

Apoptoza zavisla na kaspazach je iniciovana bud’ vnéjSimi nebo vnitinimi faktory
(Obr. 5). Vnéjsi draha je aktivovana zapojenim transmembranovych receptort smrti patficich
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do proteinové rodiny TNFR (z angl. tumour necrosis factor receptor). Na tyto receptory se

vazi ligandy smrti (napf. tumor nekrotizujici faktor TNF nebo FasL) a ptes adaptorové

molekuly FADD (z angl. Fas-associated death domain protein) a TRADD (z angl. tumour

necrosis factor associated death domain) ptenasi signal do cytoplazmy a aktivaci prokaspazy-

8 zahajuji kaspazovou kaskadu. Vnitini mitochondridlni drdha je regulovana proteinovou

rodinou Bcl-2. Tyto proteiny fidi propustnost mitochondrialni membrany. Diky aktivaci

proapoptotickych proteini Bax a Bak se cytochrom c, ktery je umistény na vnéjsi strané

vnitini mitochondridlni membrany, uvoliiuje do cytosolu, kde se spolu s ATP vaze

k apoptotickému faktoru Apaf-1 (z angl. apoptosis protease activating factor 1) a formuje

komplex, ktery se nazyva apoptozém (Elmore, 2007). Apoptozom aktivuje prokaspazu-9 na

kaspazu-9, coz vede k aktivaci exekuénich kaspaz (kaspaza-3, kaspaza-6, kaspaza-7) (Sawai,

2013).
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Obrazek ¢ 5: VnéjSi a vnitini draha apoptotické bunééné smrti. Pfevzato z Galluzzi et al. (2009)

a upraveno.
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Jednim z charakteristickych znakti rakoviny jsou poruchy apoptézy (Hanahan
a Weinberg, 2011). Ztoho davodu je v terapii rakoviny velmi duleZité hledani novych
biologicky aktivnich molekul, které by byly schopny aktivovat apoptotickou smrt
v nadorovych buikach (Mansoor et al., 2013).

1.4.3 Nekroptoza

Nekréza jako katastroficka bunécnd smrt je zndma jiz dlouhou dobu. Jeji pfi¢inou je
ireverzibilni poSkozeni buiniky vnéjSimi faktory, coz vede k dysfunkci mitochondrii, disrupci
membrany, uvolnéni bunééného obsahu a zanétlivé reakci (Jain et al., 2013). Novéjsi studie
vsak prokazaly, Ze existuje i specidlni podtyp této bunééné smrti — nekroptoza. Zatimco
nekréza je charakterizovdna jako neprogramovana bunéfna smrt, nekroptéza byla popsana
jako novy typ neapoptotické programované bunééné smrti (Degterev et al., 2008), mezi jejiz
projevy patii zvySena produkce kyslikovych radikala (ROS, z angl. reactive oxygen species)
(Schulze-Osthoff et al., 1992), zvySena glykolyza (Zhang et al., 2009), aktivace fosfolipaz
(Suffys et al., 1991) nebo indukce lysozomalni membranové permeabilizace (Edinger

a Thompson, 2004).

Nekroptéza mize byt stejn¢ jako apoptdza iniciovana navazanim ligandu na néktery
z receptord smrti (Vercammen et al., 1997). Nejcasteji vyuzivanym receptorem smrti je
receptor TNFR1; mezi ¢asto se vazajici ligandy pak patii rodina proteintt TNF (z angl. tumour
necrosis factor), které jsou povazovany za silné induktory nekroptozy (Obr. 6). Po navazani
TNF na receptor smrti nasleduje tvorba komplexu | (TRAF2-TRAF5, TRADD, clAPs, RIP1)
a deubikvitinylace kinazy RIP1 (z angl. receptor interacting protein) pomoci proteinu cIAPs
(z angl. cellular inhibitor of apoptosis protein). Deubikvitinylace kinazy RIP1 umoznuje
vazbu dalSich proteini a vytvofeni komplexu II (TRADD, FADD, RIP1, kaspaza-8).
Diilezitou ¢asti komplexu II je kaspaza-8, jejiz aktivita rozhoduje o tom, zda buiika zemfe
procesem apoptozy ¢i nekroptozy. V piipadé, ze v komplexu Il dojde k homodimerizaci
kaspazy-8, cely komplex je pomoci autoproteolytického zpracovani aktivovan a dochazi
k rychlé indukci apoptdzy. Pokud vSak dojde k vazbé proteinu cFLIP, (z angl. cellular
FLICE-like inhibitory protein, long splice variant) ke kaspaze-8, je zabranéno jeji dimerizaci,
coZ zpusobuje inhibici apoptozy. Uplna inaktivace kaspazy-8 pak vede k aktivaci RIP1
a indukci nekroptozy (Oberst et al., 2011).

Po indukci nekroptozy dochazi pomoci RIP kinaz k fosforylaci proteinu MLKL

(z angl. mixed lineage kinase domain-like) a k tvorbé multiproteinového signalniho komplexu
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nekrozomu. Tento signalni komplex se sklada z proteint RIP1, RIP3 a MLKL a jeho tvorba
muze byt ovlivnéna fadou procesti. Mezi negativni regulatory tvorby nekroptozomu patii
napt. faktory FADD, inhibi¢ni protein FLICE (z angl. FADD-like interleukin-1 beta-
converting enzyme) (Vandenabeele et al., 2010; Vercammen et al., 1998) nebo nekrostatiny.
Jednim z nekrostatinti je napf. nekrostatin Nec-1 (z angl. Necrostatin-1), jez funguje jako
inhibitor aktivity kinazy RIP1 (Galluzzi et al.,, 2011). Naopak zablokovani né&kterého
z proteinit zapojenych do apoptické signalni drahy (napf. pomoci inhibitoru z-VAD-fmk)

stimuluje tvorbu nekroptozému a proces nekroptozy.

Nekteré studie (Feoktistova et al., 2011; Tenev et al., 2011) ukazaly, ze nekroptoza
muze byt také indukovana nezavisle na TNF, FasL a TRAIL (z angl. tumour necrosis factor
related apoptosis-inducing ligand) drahach receptorti smrti tvorbou ripoptozému (kompleX
RIP1, FADD a kaspazy-8).

Bylo zjisténo, ze KBA SL spousti u melanomovych bun¢k A-375 nekaspazovou

bunéénou smrt — pravdépodobné nekroptozu (Hammerova et al., 2012).
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Obrazek €. 6: Draha nekroptotické bunééné smrti. Pfevzato z Han J. et al. (2011) a upraveno.
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2 CILE DIPLOMOVE PRACE

Diplomova prace je zaméfena na studium antiproliferacni aktivity tfi minoritnich KBA —
sanguirubinu, chelirubinu a sanguilutinu, dvou majoritnich KBA - sanguinarinu a
chelerytrinu a dvou KPA — berberinu a koptisinu, na lidské nadorové bunky, ptevazné bunky

maligniho melanomu.
Cilem mé diplomové prace bylo:

e Stanoveni antiprolifera¢ni aktivity testovanych KBA a KPA na bunikach melanomu

e Stanoveni toxicity vybranych KBA na rizné nddorové bunécné linie

e Objasnéni ulohy proteinu p53 v odpovédi bunék A-375 na ptitomnost KBA

e Studium mechanismu indukce bunééné smrti, charakterizace typu bunétné smrti

indukované u¢inkem testovanych alkaloidi (apoptoza, nekroptoza, autofagie)
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Bunééné linie a jejich kultivace

K experimentim v této praci byly pouzity tyto bunééné linie: A-375 (lidsky maligni
melanom; ECACC, Salisbury, Velka Britanie), A-375-pS3DD (bunééna linie odvozena z A-
375, kde byla provedena stabilni transfekce plazmidu pCMVneoDDp53, ktery koduje
zkraceny protein p53; ten je pod kontrolou cytomegalovirového promotoru, je schopny vazat
se na C-terminalni doménu endogenniho p53 a tim tento protein vyfadit z funkce;
Hammerova et al., 2011), HeLa (lidsky adenokarcinom délozniho krcku; ECACC, Salisbury,
Velka Britanie), HL-60 (akutni promyeloidni leukémie; ECACC, Salisbury, Velka Britanie),
HL-60 MDR (z angl. multi-drug resistance; rezistentni buné¢na linie HL-60; prof. Sarkadi,
Budapest, Mad’arsko), IPC-298 (lidsky maligni melanom; ECACC, Salisbury, Velka

Britanie).

Vsechny bunééné linie byly kultivovany v termostatu pii 37 °C, 5% obsahu CO,
a vysoké vzdusné vlhkosti. Pro kultivaci bunéénych linii A-375, A-375-p53DD a IPC-298
bylo pouzito médium RPMI (Invitrogen) a DMEM (z angl. Dulbecco’s modified Eagle’s
medium, Hy-Clone) pro linie HeLa, HL-60 a HL-60 MDR. Ob¢ kultivacni média byla
doplnéna o 10 % fetalniho teleciho séra (Gibco), 2mM L-glutamin (PAA Laboratories,
Pasching, Austria), 100 1U/ml penicilin (PAA) a 100 pg/ml streptomycin (PAA).

Buniky byly pasazovany pfiblizn¢ trikrat tydné v zavislosti na jejich rastu. Z misky
bylo odsato médium, bunky byly oplachnuty roztokem 1x PBS (z angl. phosphate buffer
saline) (slozeni PBS viz Tab. 1) a nasledné inkubovany v roztoku Trypsin-EDTA (Hy-Clone)
ptiblizné 2-5 minut, nez se uvolnily z podkladu. Poté byl trypsin inaktivovan ptidanim
malého mnozstvi média. Cast suspenze byla pfenesena na novou misku a nafedéna Gerstvym
médiem. V piipad¢ suspenznich bunck HL-60 neni nutné pouzivat trypsin. Obsah
kultivac¢nich lahvicek byl pfenesen do zkumavky a sto¢en. Staré médium bylo odsato a bylo
piidano nové. Cast suspenze byla prenesena do kultiva¢ni lahvicky a nafedéna Eerstvym

médiem.
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Tabulka ¢&. 1: SloZeni fosfatového pufru PBS (pH 7,4)

Chemikalie Mnozstvi
NaCl (Penta, Praha, Ceska republika) 8¢
KCI (Penta) 0,29
KH,PO, (Penta) 0,158 g
Na,HPO, (Penta) 231g
Destilovana H,O 1000 ml

3.2 Pouzité alkaloidy

Vsechny studované alkaloidy (Obr. 7) byly izolovany preparativni sloupcovou chromatografii
na Biochemickém ustavu Lékaiské fakulty MU v Bmé. SA, CHE a CHR byly izolovany
z rostlin Dicranostigma lactucoides (Hook F. et Thoms.) (Slavik & Slavikova, 1960); SR
a SL byly izolovany ze Sanguinaria canadensis (L.) (Taborska et al., 1978), BER a KOP ze
Stylophorum lasiocarpum (Slavik et al., 1991) (Obr. 8). Zasobni roztoky alkaloidd (1 mg/ml)

byly pfipraveny rozpusténim ve sterilni destilované vodé a uchovany pfi teploté¢ —20 °C.

Jak jiz bylo zminéno, zékladni strukturou KBA je N-methylbenzo[c]fenanthridinovy
kationt (Obr. 2), jednotlivé alkaloidy se lisi v substituentech.
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OCH5
sanguilutin

Obrazek ¢. 7: Chemicka struktura testovanych benzofenanthridinovych alkaloidi. Pievzato z Vavreckova
a Ulrichova (1994).

CH 9] berberin koptisin 0J

Obrazek ¢. 8: Chemicka struktura BER a KOP. BER a KOP patii mezi KPA, coz je pomérné Siroka skupina
izochinolinovych alkaloidd. V rostlinach se vyskytuji spolu s benzofenanthridinovymi alkaloidy. Pievzato z

Yamasaki et al. (2013) a Herman et al. (2013) a upraveno.
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3.3 Priprava bunék pro experimenty

Po trypsinizaci byly buiiky pfeneseny do zkumavky s cerstvym médiem a zcentrifugovany
5 minut/1000 rpm. Poté bylo médium odsato a piidano nové. Hustota bunék pro jednotlivé
experimenty byla stanovena obarvenim trypanovou modii (1:1) a pocitanim bunék
Vv Biirkerové komurce. Nasledné¢ byly bunky nafedéné pfislusnym kultivatnim médiem
a v urcité koncentraci vysety na kultivani desky. U experimentii byla pouzita koncentrace

5*10* bunék/ml.

3.4 Testovani antiproliferacni aktivity KBA

3.4.1 MTT test

MTT test se pouziva ke stanoveni antiprolifera¢ni aktivity. Jedna se o kolorimetrickou
metodu, pii které dochazi v metabolicky aktivnich bunkach k redukci zluté tetrazoliové soli
MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl-2H-tetrazolium bromid] (Sigma-Aldrich) na

fialovy, ve vod¢ nerozpustny formazan.

Buiiky byly nasazeny na 96jamkovou desku (Nunc A/S, Rockilde, Dansko), do kazdé
jamky bylo napipetovano 200 pl bun&éné suspenze v koncentraci 5*10* bunék/ml. Buiiky
byly kultivovany 24 hodin za standardnich kultiva¢nich podminek (37 °C, 5 % CO,). Poté
bylo médium odséto a nahrazeno médiem s testovanymi alkaloidy v danych koncentracich. Po
48 hodinach byl proveden MTT test. Nejprve bylo odsdto médium, nésledné bylo do kazdé
jamky napipetovano médium obsahujici MTT ve findlni koncentraci 445 pg/ml. Po
4 hodinach kultivace byla tato smés odsata a nahrazena dimethylsulfoxidem (DMSO), ktery
rozpousti vznikly formazan. Vysledna opticka denzita vzorki byla meéfena na
spektrofotometrickém readeru DTX 880, Multimode Detector (Beckman Coulter, Inc.,
Fullerton, CA, USA) pii vinové délce 570 nm. Kazdy zalkaloidd byl testovan ve
4 opakovanich. Experimenty byly opakovany 2—4krat.
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3.4.2 Test zivotaschopnosti bunék

Test Zivotaschopnosti bun€k je zaloZen na schopnosti Zivych bun€k vyloucit fluorescencni
barvivo propidium jodid (PI; Sigma Aldrich) ze svého nitra, zatimco mrtva buiika s porusenou

membranou tuto schopnost nema.

Bunky byly kultivovany na 24jamkovych deskéach (Orange Scientific, Braine-1"Alleud,
Belgie). Do kazdé jamky bylo napipetovano 500 pl bun&éné suspenze v koncentraci 5*10*
bun¢k/ml. Buiky byly kultivovany 24 hodin za standardnich kultiva¢nich podminek. Poté
bylo médium odsato a nahrazeno ¢erstvym médiem obsahujicim testované alkaloidy, ptipadné
kombinaci alkaloidu s danym inhibitorem. Po 48 hodinach kultivace byl obsah jamek
pienesen do zkumavek na ledu. Jamky byly promyty ve fosfaitovém pufru PBS,
ztrypsinizovany, zcentrifugovany, médium bylo odsato a k peletu bylo ptidano 350 pl
studeného PBS. Pfed méfenim byl do kazdého vzorku pfidan 1 ul Pl (1 pg/ml PBS). Po
1 minuté inkubace v pfitomnosti fluorescencniho barviva byl pocet mrtvych bunck (PI-
pozitivnich) kvantifikovan pomoci prutokového cytometru Cytomics FC 500 (Beckman
Coulter, Inc., Fullerton, CA, USA); (kanal FL3, emisni vlnova délka 620 nm). Pocet
analyzovanych bunék kazdého vzorku byl 10 000. Kazdy vzorek byl méfen ve tfech
opakovanich, experimenty byly opakovany 2—4krat.

Test Zivotaschopnosti bunék s PI byl pouzit k nasledujicim experimentiim:

Test cytotoxicity alkaloidd — k bunéénym liniim byly pfidavany testované alkaloidy:
SA (0,2; 0,5; 1; 1,5 a 2 ug/ml), CHE (0,2; 0,5; 2,5 a 3 pg/ml), SL (0,5; 1 a 1,5 ug/ml), SR
(0,1; 0,3; 1 a 3 pg/ml), CHR (0,1; 0,3; 1; 2,5 a 3 pg/ml), BER (10 a 30 pg/ml) a KOP

(10 a 30 pg/ml). V n¢kterych experimentech byl jako pozitivni kontrola pouzit doxorubicin
(DOXO; Sigma-Aldrich) v koncentraci 1 pg/ml nebo kamptotecin (Campt; Sigma-Aldrich)
v koncentraci 10 uM. Takto ovlivnéné bunky byly kultivovany 48 hodin.

Efekt inhibitoru kaspaz, z-VAD-fmk, na cytotoxicitu danych alkaloidt — burky linii

A-375 a HeLa byly kultivovany v pfitomnosti 20uM z-VAD-fmk (Enzo Life Sciences) po
dobu 3 hodin, po uplynuti této doby preinkubace byly ptidany dané alkaloidy v ptislusnych
koncentracich. V této kombinaci byly burniky kultivovany 45 hodin.

Efekt inhibitoru RIP1 kindzy, Necrostatinu-1 (Nec-1), na cytotoxicitu danvch

alkaloidu — bunky linii A-375 a Hela byly kultivovany v pfitomnosti 20uM Nec-1 (Sigma-
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Aldrich) po dobu 3 hodin, po uplynuti této doby preinkubace byly pfidany dané alkaloidy
v piislusnych koncentracich. V této kombinaci byly buiiky kultivovany 45 hodin.

Efekt inhibitoru ROS, N-acetylcysteinu (NAC), na cvtotoxicitu danych alkaloida —

buiiky linii A-375 a HelLa byly kultivovany v p¥itomnosti 10mM NAC? (Sigma-Aldrich) po
dobu 3 hodin, po uplynuti této doby preinkubace byly ptidany dané alkaloidy v pfislusnych
koncentracich. V této kombinaci byly bunky kultivovany 45 hodin.

Efekt inhibitoru autofagie, 3-methyladeninu (3-MA), na cytotoxicitu danych alkaloidd

— bunky linii A-375 a Hela byly kultivovany v ptitomnosti SmM 3-MA (Sigma-Aldrich) po
dobu 3 hodin, po uplynuti této doby preinkubace byly ptidany dané alkaloidy v ptislusnych
koncentracich. V této kombinaci byly buiiky kultivovany 45 hodin.

Efekt inhibitoru p53, Pifithrinu, na cytotoxicitu danych alkaloidd — buiiky A-375 byly

kultivovany v pfitomnosti 20uM Pifithrinu (Pif; Sigma-Aldrich) po dobu 90 minut, po
uplynuti této doby byly pridany dané alkaloidy v pfislusnych koncentracich. V této kombinaci
byly bunky kultivovany 46 - 47 hodin.

Efekt inhibitoru kaspazy-8, z-IETD-fmk, na cytotoxicitu danych alkaloidd — buiky A-

375 byly kultivovany v ptfitomnosti 20 pM z-IETD-fmk (R&D Systems) po dobu 3 hodin, po
uplynuti této doby byly ptfidany dané alkaloidy v ptislusnych koncentracich. V této kombinaci
byly buiiky kultivovany 45 hodin.

Efekt inhibitoru kaspazy-9, z-LEHD-fmk, na cytotoxicitu danych alkaloidii — bunky
A-375 byly kultivovany v pritomnosti 20 uM z-LEHD-fmk (R&D Systems) po dobu 3 hodin,

po uplynuti této doby byly pfidany dané alkaloidy v piislusnych koncentracich. V této
kombinaci byly buniky kultivovany 45 hodin.

3.5 Priprava bunéénych lyzati, polyakrylamidova elektroforéza,
Westernovy pienos, vizualizace proteint

Pro ptipravu bunécnych lyzati byly bunky kultivovany na 12jamkové desce. Do kazdé jamky
byl napipetovan 1 ml bunécné suspenze o koncentraci 5*10* bungk/ml. Po 24 hodinach
kultivace ve standardnich podminkach bylo médium odsato a nahrazeno Cerstvym médiem
obsahujicim testované latky. Bunécné lyzaty byly pfipraveny pomoci 2x nanaseciho pufru,

(Sample Buffer, 2xLaemmli; Sigma-Aldrich) (slozeni nanaseciho pufru viz Tab. 4).

*NAC je inhibitor ROS, jejichz metabolismus je zapojen do nekroptozy.
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Médium bylo pieneseno do eppendorfky, buniky byly dvakrat proplachnuty pufrem
PBS a stofeny v centrifuze 5 minut/1000 rpm. Do jamek bylo napipetovano 80 pul
2x nanaSeciho pufru. Po 5 minutach, kdy pufr zménil svou konzistenci, byly buiiky z jamek
pufrem oplachnuty pufrem a pieneseny do eppendorfek. Poté byly lyzaty 5 minut povafeny
pti 95 °C, kratce stoCeny v centrifuze a naneseny na poakrylamidovy gel, kde byly proteiny
separovany pomoci SDS-PAGE (z angl. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel

electrophoresis).

3.5.1 Polyakrylamidova gelova elektroforéza (SDS-PAGE)

Pii polyakrylamidové gelové elektroforéze byla pouzita aparatura Hoefer Small Mighty SE
250 (Hoefer, Inc., Holliston, USA). Do sestavené aparatury byl nalit nejprve délici gel
0 prislusné koncentraci (slozeni geld viz Tab. 2), pfevrstven 1 ml 70% ethanolu a nasledné se
nechal tuhnout po dobu 20-30 minut. Poté byl do aparatury nalit zaostfovaci gel (slozeni gelu
viz Tab. 3), do kterého byl zapustén hiebinek o 10 ¢i 15 jamkach. Po dalsich 20—30 minutach
polymerizace byl gel zalit elektroforetickym pufrem (slozeni elektroforetického pufru viz
Tab. 4), hiebinek byl vyjmut a do jamek byly naneseny ptipravené vzorky. Do prvni jamky
byl nanesen 1 ul markeru molekulové hmotnosti (Fermentas International Inc.), ktery byl
doplnén 2x nanasecim pufrem do 15 pl. Do dalsich jamek byly naneseny vzorky o objemu

15 pl. Ptipadné prazdné jamky byly vyplnény 2x nanasecim pufrem.

Aparatura byla zapojena do zdroje napéti (PowerPac Basic Power Supply; BioRad).
Na zacatek elektroforézy bylo napéti nastaveno na 75 V, po ptechodu proteinit do déliciho
gelu bylo napéti zvyseno na 95 V. Jakmile se zacal marker roztahovat, bylo napéti zvyseno na

110-120 V. Proces byl ukoncen ve chvili, kdy proteiny prosly az na konec gelu.
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Tabulka ¢. 2: SloZeni separacnich (délicich) geld

Chemikalie 7,5% gel 10% gel 12,5% gel
Deionizovana H,O 1,35 ml 1,05 ml 0,75 ml
1M Tris-HCI (pH 8,8) 1,4 ml 1,4 ml 1,4 ml
10% SDS 37,5 ul 37,5 ul 37,5 ul
10% APS 10 10 10 ul
TEMED 2,5l 2,5l 2,5l
30% Akrylamid 0,95 ml 1,25 ml 1,56 ml

Tabulka €. 3: SloZeni zaostiovaciho gelu
Chemikalie 5% gel

Deionizovana H,O 1,3 ml

1M Tris-HCI (pH 6,8) 234,5 ul

10% SDS 18,75 pl

10% APS 9,375 ul

TEMED 1,875 ul

30% Akrylamid 313,125 pl

3.5.2 Westernovy pienos

Po skonceni elektroforézy byl gel vyjmut z aparatury a spolu s nitrocelul6zovou membranou
pro westernovy pienos (BioRad) (WB, z angl. western blot) a filtratnimi papiry (extra thick
blot paper, BioRad) ponofen do vychlazeného roztoku 1x pienosového pufru (slozeni

pienosového pufru viz Tab. 4).

Do pienosové aparatury (Trans-Blot SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer cell;
BioRad) byl nejdiiv umistén filtra¢ni papir, na n¢j membréana, poté¢ gel a nakonec dalsi
filtra¢ni papir. Pomoci plastové pipety byly vytlaeny bubliny. Uzaviend a pfipravena
aparatura byla zapojena do zdroje (PowerPac HC Power Supply; BioRad). Pro pienos

proteint z gelu na membranu byl pouzit konstantni proud 0,35 A po dobu 1 hodiny.
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3.5.3 Vizualizace proteinii na membrané

Po ukonceni pfenosu byla membrana s proteiny blokovana 1 hodinu pifi pokojové teploté
v 5% roztoku odtuénéného suseného mléka (Laktino) v TBS (z angl. Tris-buffered saline)
(slozeni TBS viz Tab. 4). Poté byla nanesena primarni protilatka (seznam pouzitych
primarnich protilatek viz Tab. 5) nafedéna do prislusné koncentrace v 5% roztoku
odtucnéného suseného mléka v TBS. Membrana byla s protilatkou inkubovana pii 4 °C 12—
24 hodin.

Po inkubaci byla membrana oplachnuta 3 x 10 minut v 1% roztoku odtu¢néného
suSené¢ho mléka fedéného v TBS. Poté na ni byla nanesena sekundéarni protilatka konjugovana
s kienovou peroxidazou (seznam pouzitych sekundarnich protilatek viz Tab. 6), nafedéna
v 1% roztoku odtu¢néného suseného mléka v TBS. Membrana byla inkubovana 1 hodinu pfi
pokojové teploté. Nasledné byla membrana opét proplachnuta 3 x 10 minut v 1% roztoku

odtuénéného suseného mléka v TBS.

Membrana byla inkubovana 1 minutu sroztokem ECL (z angl. enhanced
chemiluminescent substrate; GE Healthcare). V této chvili kienova peroxidaza konjugovana
se sekundarni protilatkou pifeménila substrdt ECL na citlivy reagent, ktery se méni na

tripletovy karbonyl v nestabilnim stavu, pfi¢emz dochdzi k uvolnéni energie v podob¢ fotont.

Takto emitované svétlo bylo detekovano vtemné komote ve svétlotésné kazeté
(Amersham Hypercassette; GE Healthcare) na svétlocitlivy film (AGFA CP-BU new) po

dobu 1-15 minut, dle intenzity signalu. Film byl poté vyvolan ve vyvojce a ustalovaci.

Filmy byly nasledné¢ skenovany (Epson Stylus DX4800) a upraveny v programu
Picasa 3. Vysledek byl analyzovan pomoci programu ImagelJ. Hodnota optické denzity
cilového proteinu byla normalizovana vzhledem k hodnoté optické denzity PCNA nebo
a-tubulinu, jeZ slouzily jako nanaSeci kontroly. Ziskané hodnoty byly porovnavany

s hodnotou vzorku, ktery slouzil v daném experimentu jako kontrola.
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Tabulka ¢. 4: SloZeni pufri pouZivanych p¥i polyakrylamidové elektroforéze a Westernovém pi‘enosu

Pufr Chemikalie Mnozstvi
2% nanaseci pufr 1M Tris-HCI (pH 6,8) 6,25 ml
10% SDS 20 ml
B-mercaptoethanol 5ml
smés glycgrolu . (20%) a 5 mi
bromfenolové modfi (0,01%)
destilovana voda 13,75 ml
10x elektroforeticky Glycin 1442 g
Tris 30,3 ¢
deionizovana voda 1000 ml
1x elektroforeticky 10x elektroforeticky pufr 100 ml
10% SDS 10 ml
destilovana H,O 890 ml
1x pfenosovy 10x elektroforeticky pufr 100 ml
methanol 200 ml
destilovana H,O 700 ml
10x TBS pufr (pH 7,4) 2M Tris-HCI (pH 7,4) 5ml
NacCl 599
Tween-20 500 i
destilovana H,O 1000 ml
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Tabulka ¢. 5: Seznam pouzitych primarnich protilatek

Oznaceni Vyrobce prgtijsl:‘lztu Typ Zdroj V?Ilill;;)s t Redéni
Bcl-xL Cell Signaling 2764 monoklonalni K 30 1:1000
H2AX BioLegend 613401 | monoklonalni M 14 1:1000
kaspaza-3 | Cell Signaling 9915 monoklonalni K 35 1:1000
itépe’né Cell Signaling 9661 monoklonalni K 17,19 1:500

aspaza-3
Mcl-1 Sigma-Aldrich | M 8434 polyklonalni K 40 1:5000

p53 * - monoklonalni M 53 1:50
PARP Cell Signaling 9915 monoklonalni K 116 1:1000
Iitig?any Cell Signaling 9915 monoklonalni K 89 1:1000
PCNA * - monoklonalni M 29 1:70
a-tubulin EXBIO | "o | monokionaini | M 50 1:1000
XIAP Cell Signaling 2045 polyklonalni K 53 1:1000

Zdroj — M/K — mysi/krali¢i protilatka

* - darovano Dr. Vojtéskem (Masarykiv onkologicky ustav, Brno, Ceska republika)
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Tabulka ¢. 6: Seznam pouzitych sekundarnich protilatek

.. . Cislo e .
Oznaceni Vyrobce produktu Zdroj | Redéni Popis
donkey osli protilatka proti mySimu
antimouse Bf)?:éﬁr%gz sc-2314 anti-M | 1:3500 IgG konjugovana
IgG-HRP oy s kfenovou peroxidazou
donkey osli protilatka proti
antirabbit | (SO M2 | 9313 | antiK | 1:3500 | kralicimu IgG konjugovana
IgG-HRP 9y s kfenovou peroxidazou

3.6 Analyza bunéc¢ného cyklu

Bunky linie A-375 byly kultivovany na 12jamkové desce. Do kazdé jamky byl napipetovan
1 ml bun&ené suspenze v koncentraci 10° bungk/ml. Po 24 hodinach kultivace za standardnich
podminek bylo odsato médium a nahrazeno médiem novym, které obsahovalo testované
alkaloidy. Takto byly bunky kultivovany dalSich 24 hodin. Poté byl obsah jamek piepipetovan
do zkumavek (vSechny nasledujici kroky probihaly na ledu), buiiky byly promyty PBS
a ztrypsinizovany. Obsah zkumavek byl zcentrifugovan 6 minut/1500 rpm. Médium bylo
odsato a k peletu bylo pfidano 530 pl PBS. Nasledné bylo za neustalého vortexovani po
kapkach pfidano 1470 pl ledového 95% ethanolu. Po 30 minutach na ledu byl obsah
zkumavek pienesen do eppendorfek. Bunky byly 3x promyty PBS. Poté bylo pfidano 50 pl
RNazy o koncentraci 0,1 mg/ml a obsah eppendorfek byl inkubovan 30 minut pii 37 °C.
Po inkubaci bylo ptidano 10 pl Pl o koncentraci 1 mg/ml. Bunéény cyklus byl analyzovan
pomoci prutokového cytometru Cytomics FC 500 (Beckman Coulter, Inc., Fullerton, CA,

USA). Vzorovy histogram rozlozeni fazi buné¢ného cyklu ukazuje Obr. 9.

48



1 GUGD

G2/M

Paocet bunék

1subat || ®

JL

| Ve,

T 200 400 BO0 BOD 1000
MnoZstvi DNA

Obrizek €. 9: Vzorovy vystup cytometrické analyzy bunééného cyklu.

3.7 Mikroskopicka analyza jader znacenych DAPI

Bunky linie A-375 byly vysety na kryci mikroskopicka sklicka v 1 ml a kultivovany po dobu
24 hodin. Druhy den bylo médium odsato a nahrazeno cerstvym médiem obsahujicim dané
alkaloidy. Bunky byly kultivovany dalsich 12 hodin. Poté byla sklicka fixovana 3%
paraformaldehydem (Sigma-Aldrich) v PBS po dobu 10 minut pii pokojové teploté. Po odsati
paraformaldehydu byla sklicka opatrné promyta v PBS a bylo piidano 10 pl DAPI (4,6-
diamino-2-fenylindol; Sigma-Aldrich) v koncentraci 1 pg/ml. Poté byla sklicka pienesena na
podlozni skla do montovaciho média (Vectashield; Vector laboratories, Inc., Burlingame, CA,
USA). Jadra bunck znacena DAPI byla analyzovana pomoci konfokalniho (Olympus
FluoView™ 500 confocal laser scanning fluorescence microscope, Olympus C&S Ltd.,
Praha, Ceskad republika) a fluorescenéniho mikroskopu (Leica DMI4000 B, Leica
Microsystems, Wetzlar, Germany).

3.8 Statisticka analyza

Vysledky tii nezavislych pokusti byly analyzovany pomoci Studentova t-testu (program
STATISTICA 9 CZ). Hranice statistické vyznamnosti byla stanovena na p < 0,05.
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4 VYSLEDKY

4.1 Screening cytotoxicity vybranych izochinolinovych alkaloidi

na bunééné linii A-375

Cytotoxicita byla testovana MTT testem a PI exclusion eseji (cytometrickd analyza viability

bunék vyuzivajici znaceni PI).

4.1.1 MTT test metabolické aktivity

MTT test byl proveden na bunééné linii maligniho melanomu A-375. Z grafu je patrné, ze

metabolicka aktivita bunék se snizuje se zvySujici se koncentraci SR a CHR (Obr. 10).

Hodnoty IC50 jsou ptiblizné 0,4 pg/ml (CHR) a 0,55 pg/ml (SR).
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Obrazek ¢. 10: Antiprolifera¢ni aktivita vybranych izochinolinovych alkaloidi. Vysledek MTT testu
bunécné linie A-375 ovlivnéné SR a CHR v koncentracich 0,1; 0,3; 1 a 3 pg/ml. Bunky byly kultivovany

s danymi alkaloidy po dobu 48 hodin. Z grafu je patrné, Ze toxicita alkaloidl roste se zvysujici se koncentraci.
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4.1.2 Test viability

Viabilita (Zivotaschopnost) bunék byla testovana PI exclusion eseji, pii které se pouziva
fluorescenéni barvivo PI. Diky tomuto barvivu je mozné rozlidit Zivé a mrtvé buiiky. Zivé

buiiky zlstavaji v disledku aktivniho pumpovani PI ven nezbarveny.

V nasledujicim experimentu byly pouzity ¢tyii izochinolinové alkaloidy, pficemz dva
z nich patii do skupiny KBA (SR, CHR) a dva do skupiny KPA (BER, KOP). Experiment byl
proveden na bunécné linii A-375. Z Obr. 11 je ziejmé, Ze toxicita protoberberinit KOP a BER
je fadové nizsi nez KBA, proto jsme se podrobnéji vénovali studiu KBA. Nejvice toxicky je

CHR a SR, oba v koncentraci 3 pg/ml. Tato koncentrace byla pouZita i pro dalsi experimenty.
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Obrazek ¢. 11: Viabilita bunék A-375 po ufinku vybranych izochinolinovych alkaloidu. Vysledek
cytometrické analyzy bunék A-375 znacenych PI. Buiky byly ovlivnény benzofenanthridinovymi alkaloidy SR
a CHR v koncentracich 1 a 3 pg/ml a protoberberiny BER a KOP v koncentracich 10 a 30 pg/ml a nasledné byly
kultivovany 48 hodin. Toxicita KPA je tadové niz8i. Nejvice toxicky je CHR v koncentraci 3 pg/ml,
nasledovany SR ve stejné koncentraci.
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4.2 U¢inek vybranych KBA na riizné typy bunéénych linii

Z divodu pomérné nizké toxicity KPA byly pro dalsi studium vybrany pouze KBA.

4.2.1 Uc¢inek na melanomové linie

Po studiu antiproliferacni aktivity u bunécné linie A-375 nas zajimalo, jak ptisobi KBA na
jiné bunééné linie. Pro nasledujici experiment byly pouZity bunky tii riznych linii maligniho
melanomu: A-375-p53DD (bunééna linie odvozena z A-375 s nefunkénim p53), IPC-298
a pro srovnani také A-375. Buiky byly ovlivnény SR a CHR v koncentraci 3 pg/ml a byly
znaeny PI. Z grafu (Obr. 12) je patrné, ze v pfipadé obou testovanych alkaloidu je nejméné
citliva linie IPC-298. U obou linii A-375 (matefska i odvozena s vyfazenym proteinem p53)
je v piipad¢ kultivace se SR cytotoxické pisobeni srovnatelné. Po ovlivnéni CHR jsou bunky
A-375-p53DD citlivejsi. Rozdilnost ucinku je patrné déna rozdilnymi vlastnostmi

jednotlivych linii.
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Obrazek ¢. 12: Viabilita po u¢inku SR a CHR na vybrané bunécéné linie. Vysledek cytometrické analyzy
bunék linii A-375, A-375-p53DD a IPC-298 znacenych PI. VSechny tii bunééné linie byly ovlivnény SR a CHR
v koncentraci 3 pg/ml a kultivovany za standardnich kultivaénich podminek po dobu 48 hodin. Vysledky v grafu
ukazuji procento mrtvych bungk. V ptipadé SR je vidét, Ze bunééné linie A-375 a A-375-p53DD jsou k u¢inku
alkaloidu o néco citlivéjsi nez linie IPC-298. Podobny vysledek byl ziskan i v piipadé CHR — nejcitlivéjsi linii je
linie A-375-p53DD, ktera je nasledovana bunéénymi liniemi A-375 a IPC-298.
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4.2.2 U¢inek na bunéénou linii HL-60

V nasledujicim experimentu (Obr. 13) byla pomoci PI exclusion eseje oOtestovana cytotoxicita
KBA na bunkach HL-60 (lidska promyelocytarni leukémie) a HL-60 MDR (z angl. multi-
drug resistance; rezistentni bunééna linie nadprodukujici P-glykoprotein, odvozena z HL-60).
Byly pouzity alkaloidy SA a CHE v koncentracich 0,2 a 0,5 pg/ml, SR a CHR v koncentraci
1 png/ml a SL v koncentraci 0,5 pg/ml. Témét ve vSech piipadech (kromé SA a CHE v nizké
koncentraci 0,2 pg/ml) je vidét vyrazny rozdil v citlivosti buné¢k matetské linie HL-60 a
odvozené rezistentni linie HL-60 MDR. Bunky HL-60 jsou citlivéjsi — po ovlivnéni
alkaloidem se ve vzorcich nachazelo vice nez 80 % mrtvych bun¢k, kdezto u HL-60 MDR
nedosahly ani 30 %.
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Obriazek €. 13: Viabilita bunék linii HL-60 po uéinku vybranych izochinolinovych alkaloidd. Vysledek
cytometrické analyzy bunék linii HL-60 a HL-60 MDR znacenych PI. Obé bunééné linie byly ovlivnény SA
a CHE v koncentracich 0,2 a 0,5 pg/ml, SR a CHR v koncentraci 1 pg/ml a SL v koncentraci 0,5 pg/ml. Buriky
byly kultivovany za standardnich kultiva¢nich podminek po dobu 48 hodin. Z grafu je jasné, Ze bunééna linie
HL-60 je citlivéjsi k u¢inkim KBA. Vysledek nebyl statisticky potvrzen.
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4.3 Mechanismus u¢inku alkaloidu

4.3.1 Indukce bunééné smrti

Vzhledem k pomérné vyrazné toxicit¢ KBA nas zajimalo, ktery typ programované bunééné

smrti je u¢inkem alkaloidii indukovan. Zvazovali jsme apoptozu, nekroptozu a autofagii.

4.3.1.1 Diikaz apoptozy

Jednim z charakteristickych znakti apoptézy je Stépeni poly(ADP-ribéza) polymerazy
(PARP). PARP patii mezi proteiny, které se podili na opravé DNA. Jako pozitivni kontrolu
latky indukujici apoptézu jsme zvolili Campt v koncentraci 10 pM. U buné¢né linie A-375,
ktera byla kultivovana v piitomnosti Campt, SR a CHR, byla provedena WB analyza proteini
charakteristickych pro apoptézu. Na 7,5% SDS gelu byl separovan protein PARP. Nestépeny
PARP byl detekovan u vSech vzorkd (Obr. 14). Vyjimkou byl Campt, u kterého doslo po 24

hodinach kultivace k vyraznému snizeni hladiny tohoto proteinu.
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Obrazek ¢ 14: WB analyza nestépeného proteinu PARP. Vysledek WB analyzy nestépeného proteinu PARP
detekovaného po 3 (A), 6 (B) a 24 (C) hodinach. Byly pouzity buiiky linie A-375, které byly kultivovany
Vv piitomnosti Campt v koncentraci 10 pM a SR a CHR v koncentraci 3 pg/ml. Proteiny byly separovany na 7,5%

SDS gelu. Nestépeny PARP byl detekovan u vsech vzorku s vyjimkou Campt, u kterého doslo po 24 hodinach
kultivace k vyraznému snizeni.

Z vysledku je jasné vidét kontinualni narast $tépeného proteinu PARP (Obr. 15), coz
prokazuje indukci apoptdzy po 6 a 24 hodinach tc¢inku SR 1 CHR.

54



5 = 5 = 3§
Y 2 £ S 2 £ s Y = F
° o = O o o £ © =] o <
£ E © = € E © x € E 9 x
z O w O x O O O x O v O
A B | e - g C---— c-PARP
e W w WA o
SR P ==
1,0 17 19 30 1,0 50 43 55

Obrazek ¢. 15: WB analyza $tépeného proteinu PARP. Vysledek WB analyzy $tépeného proteinu PARP
detekovaného po 3 (A), 6 (B) a 24 (C) hodinach. Byly pouzity bunky linie A-375, které byly kultivovany
Vv piitomnosti Campt v koncentraci 10 uM a SR a CHR v koncentraci 3 pg/ml. Proteiny byly separovany na 7,5%
SDS gelu. Stépeny PARP byl detekovan po 6 a 24 hodinach kultivace s KBA.

Dalsim typickym rysem apoptozy je Stépeni neaktivni prokaspdzy 3 na aktivni
kaspazu. U bun¢k linie A-375 byly kultivovany v pitomnosti DOXO (1 pg/ml) jako pozitivni
kontroly, SR a CHR (oba v koncentraci 3 pg/ml), byla provedena WB analyza $tépené

I neStépené verze efektorové kaspazy-3. Nestépena kaspaza-3 byla separovana na 10% SDS

gelu a byla detekovana u vSech vzorka (Obr. 16). V ptipadé CHR je po 24 hodinach viditelné

snizeni.
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Obrazek ¢. 16: WB analyza neStépené kaspazy-3. Vysledek WB analyzy nestépené kaspazy-3 detekované po
3 (A), 6 (B) a 24 (C) hodinach. Byly pouzity buiky linie A-375, které byly kultivovany v pfitomnosti DOXO
v koncentraci 1 pg/ml a SR a CHR v koncentraci 3 pg/ml. Proteiny byly separovany na 10% SDS gelu.
Nestépena kaspaza-3 byla detekovana u vSech vzorka v relativné stejném mnozstvi.

Analyza kaspazy-3 byla provedena jesté jednou s lyzaty stejné bunééné linie. Jako
pozitivni kontrola byl v tomto experimentu zvolen Campt v koncentraci 10 uM. Separace
kaspazy-3 probéhla opét na 10% SDS gelu a detekovat se ji podafilo u vSech vzorki

s vyjimkou Campt, kde bylo po 24 hodinach kultivace vidét vyrazné snizeni tohoto proteinu
(Obr. 17).
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Obrazek ¢. 17: WB analyza neStépené kaspazy-3. Vysledek WB analyzy nestépené kaspazy-3 detekované po
3 (A), 6 (B) a 24 (C) hodinach. Byly pouzity buiiky linie A-375, které byly kultivovany v pfitomnosti Campt
v koncentraci 10 uM a SR a CHR v koncentraci 3 pg/ml. Proteiny byly separovany na 10% SDS gelu. Nestépena
kaspaza-3 byla detekovana u vSech vzorkd s vyjimkou Campt, u kterého doslo po 24 hodinach kultivace

Kk vyraznému snizeni.

Nasledné byla tedy detekovana S$tépend kaspaza-3 (Obr. 18). Separace proteinu
probé&hla na 12,5% gelu. Stépenou kaspazu-3 se podaiilo detekovat pouze u jednoho vzorku —
u stejného, kde po 24 hodinach kultivace v ptitomnosti Campt doslo k vyraznému poklesu

nestépeného proteinu. U ostatnich alkaloidil se Stépenou kaspazu nepodaftilo zachytit.
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Obrazek ¢. 18: WB analyza Stépené kaspazy-3. Vysledek WB analyzy Stépené kaspazy-3 detekované po
3 (A), 6 (B) a 24 (C) hodinach. Byly pouzity bunky linie A-375, které byly kultivovany v pfitomnosti Campt
v koncentraci 10 pM a SR a CHR v koncentraci 3 pg/ml. Proteiny byly separovany na 12,5% SDS gelu.

Stépenou kaspazu-3 se podatilo detekovat pouze u jednoho vzorku po 24 hodinich kultivace v p¥itomnosti
Campt.

Dalsi metodou slouzici k pritkazu apoptézy byla mikroskopicka analyza jader
znacenych DAPI. Byly pouzity buiiky linie A-375, které byly po dobu 12 hodin kultivovany
v pfitomnosti Campt, SR a CHR (oba v koncentraci 3 pg/ml). Kontrolni bunky maji
pravidelna neporusena jadra (Obr. 19A). U bun¢k ovlivnénych Campt (Obr. 19B) a CHR
(Obr. 19D) je pozorovatelna fragmentace jadra. Pfitomnost SR (Obr. 19C) zpisobuje
fragmentaci celé buriky do tzv. apoptotickych télisek (Obr. 20).
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Obrazek ¢. 19: Detekce apoptozy pod konfokalnim mikroskopem. Vysledky mikroskopické analyzy jader
bungk linie A-375, které byly kultivovany Vv ptitomnosti Campt v koncentraci 10 uM a SR a CHR v koncentraci
3 pg/ml po dobu 12 hodin. Buiky byly nasledné znaceny DAPI a pozorovany pod mikroskopem. Kontrolni
butiky maji pravidelné neporusené jadro (A). U bunék ovlivnénych Campt (B) a CHR (D) je pozorovatelna
fragmentace jadra. Bunky kultivované v pfitomnosti SR (C) tvoii apoptoticka téliska. Méfitko — 20 um.
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Obrazek ¢. 20: Detekce apoptézy pod fluorescenénim mikroskopem. Vysledky mikroskopické analyzy jader
bungk linie A-375, které byly kultivovany v ptitomnosti SR v koncentraci 3 pg/ml po dobu 12 hodin. Buiky
byly nasledné znaceny DAPI a pozorovany pod mikroskopem. Bunky kultivované v pfitomnosti SR tvofi
apoptoticka téliska. Métitko — 20 um.

Nasledujicim experimentem jsme chtéli prokdzat, zda studované alkaloidy ovliviiuji
bunéény cyklus a zda skutecné zplsobuji apoptozu (zjistovala se piitomnost sub-G1 faze,
ktera zobrazuje apoptotické bunky; viz Obr. 9). Campt a DOXO byly pouzity jako pozitivni
kontroly. Bunky linie A-375 byly kultivovany V piitomnosti testovanych alkaloida po dobu
24 hodin. Nasledn¢ byly znaceny PI a analyzovany pomoci priatokové cytometrie. Kontrolni
bunky vykazovaly normalni rozlozeni buné¢ného cyklu (Obr. 21A). Velmi vyrazny pik sub-
G1 byl u bun¢k ovlivnénych DOXO v koncentraci 1 pg/ml (27,1 %; Obr. 21B), Campt
v koncentraci 10 uM (43,7 %; Obr. 21C) a SA v koncentraci 1,5 ug/ml (38,9 %; Obr. 21D).
U bunék kultivovanych v pfitomnosti CHE (8,8 %; Obr. 21E) a CHR (6,3 %; Obr. 21F) (oba
v koncentraci 3 pg/ml) nebyl tento pik piili§ vyrazny, presto bylo procento bunék v sub-G1

fazi vyssi nez u bunék kontrolnich.
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Obrazek ¢. 21: Analyza bunééného cyklu. Vysledky cytometrické analyzy bunééného cyklu. Byly pouzity
butiky linie A-375, které byly kultivovany v ptitomnosti DOXO v koncentraci 1 ug/ml (B), Campt 10uM (C),
SA 1,5 pg/ml (D) a CHE (E) a CHR v koncentraci 3 pg/ml (F) po dobu 24 hodin (A — kontrola). Osa x zobrazuje
intenzitu fluorescence (mnozstvi DNA), osa y mnoZstvi bunék vykazujici danou fluorescenci.
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4.3.1.2 Studium mechanismu indukce apoptozy

Jednim z hlavnich mechanismt indukce apoptézy je snizeni hladiny antiapoptotickych
proteint, mezi které patiéi napf. antiapoptoticky faktor XIAP (z angl. X-linked inhibitor of
apoptosis), Mcl-1 (z angl. myeloid cell leukemia sequence 1) nebo Bcl-xL, jenz patii do
rodiny antiapoptotickych proteinii Bcl-2. Vyznamnym faktorem indukujicim apoptézu je
poskozeni DNA. Proto jsme se zaméfili rovnéZz na jeho detekci. Ztohoto duvodu byla
provedena WB analyza, jejimzZ cilem bylo zachytit snizeni téchto protein u bunék linie A-
375 kultivovanych Vv pfitomnosti testovanych alkaloidi (Campt v koncentraci 10 uM, SR
a CHR vkoncentraci 3 pg/ml). Antiapoptoticky faktor XIAP byl detekovan ve vSech

vzorcich, snizeni hladiny tohoto proteinu nastalo po 24 hodinach kultivace se SR i CHR (Obr.
22).
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Obrazek ¢. 22: WB analyza proteinu XIAP. Vysledek WB analyzy antiapoptotického faktoru XIAP
detekovaného po 3 (A), 6 (B) a 24 (C) hodinach. Byly pouzity bunky linie A-375, které byly kultivovany
v ptitomnosti Campt v koncentraci 10 uM a SR a CHR v koncentraci 3 pg/ml. Proteiny byly separovany na 10%

SDS gelu. Mirné sniZzeni je pozorovatelné po 6 hodinach, vyraznéjsi snizeni hladiny tohoto proteinu po
24 hodinach kultivace s testovanymi alkaloidy.

Antiapoptoticky protein Bcl-xL byl také detekovan u vSech vzorki (Obr. 23). Snizeni

hladiny bylo viditelné pouze u Campt po 24 hodinach kultivace. Testované alkaloidy nemély
na hladinu proteinu zadny vliv.
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Obrazek €. 23: WB analyza antiapoptotického proteinu Bel-XL. Vysledek WB analyzy antiapoptotického
proteinu Bcl-xL detekovaného po 3 (A), 6 (B) a 24 (C) hodinach. Byly pouzity bufiky linie A-375, které byly
kultivovany v ptitomnosti Campt v koncentraci 10 uM a SR a CHR v koncentraci 3 pg/ml. Proteiny byly
separovany na 10% SDS gelu. SniZzené mnozstvi Bel-xL je pozorovatelné pouze u Campt po 24 hodinach.

Westernovym pienosem byl analyzovan také antiapoptoticky protein Mcl-1 (Obr. 24).
Bunky byly kultivovany v pfitomnosti SR a CHR po dobu 3 a 6 hodin. Mcl-1 byl detekovan

u vSech vzorku, hladina se neménila.
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Obrazek €. 24: WB analyza antiapoptotického proteinu Mcl-1. Vysledek WB analyzy antiapoptotického
proteinu Mcl-1 detekovaného po 3 (A) a 6 (B) hodinach. Byly pouzity buiiky linie A-375, které byly kultivovany
v piitomnosti SR a CHR v koncentraci 3 pg/ml. Proteiny byly separovany na 10% SDS gelu. Antiapoptoticky
protin Mcl-1 byl detekovan ve vech vzorcich, mnozstvi se s ¢asem neménilo.

Westernovym pienosem byl analyzovan fosforylovany H2AX (yH2AX, z angl. H2A
histone family, member X) znaéici poskozeni DNA v dusledku pulsobeni testovanych
alkaloidd na bunky linie A-375 (Obr 25). Protein byl detekovan jiz po 3 hodinach kultivace

v obou alkaloidech, pti¢emz nejvyssi hladina byla pozorovana u Campt (Obr. 26). Bylo
zjisténo, Ze hladina proteinu se s casem zvySuje.
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Obrazek ¢. 25: WB analyza histonu yH2AX. Vysledek WB analyzy fosforylované formy histonu H2AX
detekované po 6 (A) a 24 (B) hodinach. Byly pouzity buiiky linie A-375, které byly kultivovany v pfitomnosti
DOXO v koncentraci 1 pg/ml a SR a CHR v koncentraci 3 pg/ml. Proteiny byly separovany na 12,5% SDS gelu.
vH2AX byl detekovan po 6 hodinach, hladina proteinu se s ¢asem zvySovala.
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Obrazek ¢. 26: WB analyza histonu yH2AX. Vysledek WB analyzy fosforylované formy histonu H2AX
detekované po 3 (A), 6 (B) a 24 (C) hodinach. Byly pouzity buiiky linie A-375, které byly kultivovany
v pfitomnosti Campt v koncentraci 1 uM a SR a CHR v koncentraci 3 pg/ml. Proteiny byly separovany na 12,5%
SDS gelu. YH2AX byl detekovan po 3 hodinach, hladina proteinu se s ¢asem zvySovala.

4.3.1.3 Typy bunéénych smrti indukovanych alkaloidy

Uvazovali jsme o 3 zakladnich typech programované bunécné smrti: apoptoze, nekroptdze
a autofagii. K odhaleni typu bunééné smrti zptisobené testovanymi alkaloidy na nadorovych
bunkach byly pouzity tyto inhibitory jednotlivych typi bunéénych smrti: z-VAD-fmk
(inhibitor kaspaz, inhibitor apopt6zy), Nec-1 (inhibitor RIP kinaz, inhibitor nekroptdzy), NAC

(inhibitor ROS, jejichZz metabolismus souvisi s nekroptézou) a 3-MA (inhibitor autofagie).
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Melanomové bunééné linie

Bunky A-375 byly po tfihodinové preinkubaci V pfitomnosti inhibitorii ovlivnény
studovanymi alkaloidy, po 48 hodinach kultivace za standardnich podminek probéhlo znaceni
PI a cytometricka analyza. Procento mrtvych bunék po ovlivnéni SR a CHR dosahuje témét
100 % (Obr. 27). Snizeni procenta mrtvych bunék nastava pouze v kombinaci s Nec-1, kde
dochazi zcela k inhibici bunééné smrti. Je ziejmé, ze u takto ovlivnénych bunék dominuje

nekroptdza jako forma bunééné smrti.
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Obrazek €. 27: Studium typu bunééné smrti. Vysledek cytometrické analyzy bunék A-375 znacenych PI.
Buiikky byly nejdiive preinkubovany 3 hodiny s pfislusnymi inhibitory bunéénych smrti a poté kultivovany
v piitomnosti testovanych alkaloidd SR a CHR v koncentraci 3 pg/ml po dobu 45 hodin. V kombinaci
testovanych alkaloidd s Nec-1 doslo k vyraznému snizeni procenta mrtvych bunék.

V nasledujicim grafu (Obr. 28) je vidét efekt vybranych KBA a jejich kombinace
S inhibitory na buiky A-375. Stejné jako v pifedchozim ptipadé nas zajimalo, ktery typ
bunééné smrti ovlivnéné buiky upfednostiiuji. Témét ve vSech ptipadech lze jasné pozorovat
snizeni jak v kombinaci se z-VAD-fmk, tak v kombinaci s Nec-1, coz naznacuje, ze testované
alkaloidy mohou spustit obé bunééné smrti — apoptozu i nekroptozu. Vyjimkou je CHE, kde
bylo zjisténo téméf 100 % mrtvych bunék, patrné jde o katastrofickou smrt, nekrozu.

K mirnému sniZeni doslo pouze v kombinaci s Nec-1.
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Obrazek ¢. 28: Studium typu bunééné smrti. Vysledek cytometrické analyzy bun¢k A-375 znacenych PI.
Buriky byly nejdfive preinkubovany 3 hodiny s pfislusnymi inhibitory bunéénych smrti a poté kultivovany
Vv piitomnosti SA v koncentraci 2 pg/ml, CHE, SR a CHR v koncentraci 3 pg/ml po dobu 45 hodin. Témét ve
vSech ptipadech doslo ke snizeni procenta mrtvych bunék v kombinaci s obéma inhibitory (z-VAD-fmk, Nec-1).
Vyjimkou je CHE, kde nastalo sniZeni pouze v kombinaci s Nec-1.

Pfi niz$i koncentraci KBA (CHR v koncentraci 2,5 pg/ml) dochazi ke snizeni procenta
mrtvych bunék jak v kombinaci s Nec-1, tak v kombinaci se z-VAD-fmk a bunétné smrti se

néjakym zpusobem stiidaji (Obr. 29).
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Obrazek €. 29: Studium typu bunécné smrti. Vysledek cytometrické analyzy bun¢k A-375 znacenych PI.
Bunky byly nejdiive preinkubovany 3 hodiny s pfislusnymi inhibitory bunéénych smrti a poté kultivovany
v ptitomnosti CHR v koncentraci 3 pg/ml po dobu 45 hodin. Ve vSech kombinacich inhibitorQ s testovanym
alkaloidem doslo ke snizeni procenta mrtvych bunék. Zvyseni nastalo pouze v kombinaci s 3-MA, coz znaci
cytoprotektivni aktivitu autofagie.

VSechny tyto experimenty byly provedeny minimalné ve tfech opakovanich. Shrnujici
graf (Obr. 30) ukazuje statisticky vyznamné snizeni v kombinaci s Nec-1 a z-VAD-fmk

Vv piipadé ovlivnéni SR a snizeni v kombinaci s Nec-1 u CHR.
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Obrazek ¢. 30: Studium typu bunééné smrti. Statisticky vyznamny vysledek (experiment byl nékolikrat
opakovan) cytometrické analyzy bun¢k A-375 znaCenych PI. Buiniky byly nejdiive preinkubovany 3 hodiny
S prislusnymi inhibitory bunéénych smrti a poté kultivovany v ptitomnosti SR a CHR v koncentraci 3 pg/ml po
dobu 45 hodin. Ve vSech kombinacich inhibitort s testovanym alkaloidem doslo ke snizeni procenta mrtvych
bunék. Data jsou primérnymi hodnotami ze tii nezavislych pokust. *p < 0,05 buiiky ovlivnéné samotnym SR
vs. buiky ovlivnéné kombinaci SR a z-VAD-fmk. *p < 0,05 buniky ovlivnéné samotnym SR vs. buiky ovlivnéné

kombinaci SR a Nec-1. ***p < 0,005 buiiky ovlivnéné samotnym CHR vs. buiiky ovlivnéné kombinaci CHR
a Nec-1.

% mrtvych bunék

Abychom rozlisili, kterd z bunécnych smrti prevlada, kultivovali jsme buiiky se SA
(u kterého ucinkovaly ¢aste¢né oba inhibitory) v kombinaci s obéma inhibitory — z-VAD-fmk
+ Nec-1 (Obr. 31). Snizeni timrtnosti bunék v pfitomnosti obou inhibitort bylo podobné jako

Vv pritomnosti samotného Nec-1, coz naznacuje, ze nekroptoza je dominantni buné¢nou smrti.
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Obriazek €. 31: Studium typu bunécéné smrti. Vysledek cytometrické analyzy bun¢k A-375 znacenych PI.
Bunky byly nejdiive preinkubovany 3 hodiny s pfislusnymi inhibitory bunéénych smrti a poté kultivovany
Vv piitomnosti SA v koncentraci 1 a 1,5 pg/ml po dobu 45 hodin. SniZeni imrtnosti bunék v pfitomnosti obou
inhibitort bylo podobné jak v pfitomnosti samotného Nec-1.

Pro studium apoptdzy byly pouzity dva specifické inhibitory kaspaz — z-IETD-fmk
(inhibitor kaspazy-8, ktera je soucasti vnéjsi drahy) a z-LEHD-fmk (inhibitor kaspazy-9, ktera
je soucasti vnitfni mitochondrialni drahy). Bunky linie A-375 byly 3 hodiny preinkubovany
S inhibitory kaspaz v koncentraci 20 uM a nasledné kultivovany v pfitomnosti Campt
(10 uM), CHE (2,5 pg/ml) a CHR (3 pg/ml). Poté byly znaceny Pl a cytometricky
analyzovany. U CHE a CHR doslo ke snizeni procenta mrtvych bunék ve vsech kombinacich.
U Campt nastalo snizeni pouze v piipadé jeho kombinace se z-VAD-fmk a se z-IETD-fmk,
coz znamend, ze buiiky ovlivnéné Campt upiednostiiuji vnéjsi drahu apoptdzy (Obr. 32).
Jednéd se o prvotni experimenty s t€émito inhibitory a je ziejmé, Ze bude nutné podrobné&ji

otestovat, zda jsou v danych koncentracich u¢inné.
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Obrazek ¢. 32: Studium typu bunééné smrti. Vysledek cytometrické analyzy bun¢k A-375 znacenych PIL.
Buiiky byly nejdfive preinkubovany 3 hodiny s inhibitory kaspaz a poté kultivovany V pfitomnosti Campt
v koncentraci 10 uM, SA 1,5 pg/ml, SL 1 pg/ml a CHR v koncentraci 3 pg/ml po dobu 48 hodin.

Bunééna linie Hela

Stejné latky a jejich kombinace s danymi inhibitory bunéénych smrti byly pouzity také
Vv piipad¢ bunééné linie HelLa (Obr. 33). Cytometricka analyza ukazala, ze u SR doslo ke
snizeni v kombinaci se z-VAD-fmk i s Nec-1, coz znamena, ze bunétné smrti se stéidaji,
nicméné nekroptoza se zda byt silngjsi. U ostatnich testovanych alkaloidii doslo ke snizeni

pouze v kombinaci s Nec-1 (potvrzené snizenim v kombinaci s NAC), coz naznacuje indukci
nekroptdzy.
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Obrazek ¢. 33: Studium typu bunééné smrti. Vysledek cytometrické analyzy bunék Hela znacenych PI.
Buriky byly nejdiive preinkubovany 3 hodiny s pfislusnymi inhibitory bunéénych smrti a poté kultivovany
Vv ptitomnosti SA v koncentraci 1,5 pg/ml, CHE 2,5 pg/ml, SR a CHR v koncentraci 3 ug/ml po dobu 48 hodin.

Ke snizeni procenta mrtvych bunék doslo u vSech alkaloid pouze v kombinaci s Nec-1.

Experiment byl opét proveden v nékolika opakovanich a v nasledujicim grafu

(Obr. 34) je znazornéno statisticky vyznamné snizeni v kombinaci s Nec-1 u vSech

studovanych alkaloida.
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Obrazek ¢. 34: Studium typu bunééné smrti. Statisticky vyznamny vysledek (experiment byl nékolikrat
opakovan) cytometrické analyzy bunék HeLa znacenych PI. Bunky byly nejdiive preinkubovany 3 hodiny
s inhibitorem nekroptdzy a poté kultivovany v ptfitomnosti SA v koncentraci 1 pg/ml, SR a CHR v koncentraci
3 pg/ml po dobu 48 hodin. Ve v§ech kombinacich alkaloidli s nekrostatinem doslo ke statisticky vyznamnému
snizeni procenta mrtvych bunék. Data jsou primérnymi hodnotami ze tii nezavislych pokusd. *p < 0,05 bunky
ovlivnéné samotnym SA vs. buiiky ovlivnéné kombinaci SA a Nec-1. *p < 0,05 bunky ovlivnéné samotnym SR
vs. buiky ovlivnéné kombinaci SR a Nec-1. ***p < 0,005 buiky ovlivnéné samotnym CHR vs. buriky ovlivnéné
kombinaci CHR a Nec-1.

4.3.1.4 SL jako induktor nekroptéozy ve srovnani s kaptotecinem jako induktorem
apoptozy

V nasledujicich experimentech byl pouzit SL, o kterém bylo v pfedchozich pracich z nasi
laboratofe popsano, ze indukuje nekroptozu a Campt jako znamy induktor apoptozy. Efekt SL
na buiiky A-375 byl podrobné popsan v ptedchozi praci (Hammerova et al., 2012). Buiky A-
375 byly preinkubovany s inhibitory po dobu 3 hodin a ovlivnény SL (Obr. 35). Po znaceni PI
byla provedena cytometrickd analyza. Dana koncentrace alkaloidu nebyla Vvtomto
experimentu pro buiky pfili§ toxicka, tudiz procento mrtvych bunék bylo nizké a vysledky
nejsou piili§ vyrazné. Piesto je vidét sniZzeni tmrtnosti bunék pouze v kombinaci s Nec-1

a NAC, coz potvrzuje nekroptdzu indukovanou SL u melanomové bunééné linie A-375.
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Obrazek ¢. 35: Studium typu bunécné smrti. Vysledek cytometrické analyzy bunék A-375 znafenych PI.
Buriky byly nejdiive preinkubovany 3 hodiny s pfislusnymi inhibitory bunéénych smrti a poté kultivovany
Vv piitomnosti SL v koncentraci 1 pg/ml po dobu 48 hodin. Ke sniZeni procenta mrtvych bunék doslo pouze
v kombinaci s Nec-1 a NAC.

Stejny experiment byl proveden na bunééné linii HeLa (Obr. 36), kde doslo opét ke
snizeni pouze v kombinaci s Nec-1, coz znamena, ze SL vyvolava nekroptozu také u bunécéné

linie HelLa.
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Obrazek ¢. 36: Studium typu bunééné smrti. Vysledek cytometrické analyzy bunék Hela znacenych PI.
Buiiky byly nejdfive preinkubovany 3 hodiny s pfislusnymi inhibitory bunéénych smrti a poté kultivovany
v piitomnosti SL v koncentraci 1 pg/ml po dobu 48 hodin. Ke snizeni procenta mrtvych bungk doslo pouze
v kombinaci s Nec-1.

SL se jevi jako zajimava latka pro studium nekroptdzy. Jako protipdl SL, o kterém na
zaklad€ predchozich vysledkii predpokladdme, Ze zpiisobuje vyhradné nekroptoézu, jsme
pouzili Campt, ktery je typickym induktorem apoptozy. Buiky A-375 byly po preinkubaci
s inhibitory ovlivnény Campt (Obr. 37). Cytometrickou analyzou bylo zjisténo snizeni
procenta mrtvych bunék pouze v kombinaci se z-VAD-fmk. Byla tedy potvrzena apoptdza

indukovana Campt.
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Obrazek €. 37: Studium typu bunécéné smrti. Vysledek cytometrické analyzy bun¢k A-375 znacenych PI.
Buniky byly nejdiive preinkubovany 3 hodiny s pfislusnymi inhibitory bunéénych smrti a poté kultivovany
v ptitomnosti Campt v koncentraci 10 uM po dobu 48 hodin. Ke snizeni procenta mrtvych bun¢k doslo pouze
v kombinaci s inhibitorem apoptozy z-VAD-fmk.

Experiment byl nékolikrat zopakovan a vysledek byl potvrzen statisticky vyznamnym

snizenim buné¢né smrti pouze po preinkubaci s inhibitorem apoptozy, z-VAD-fmk (Obr. 38).
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Obrazek ¢. 38: Studium typu bunééné smrti. Statisticky vyznamny vysledek (experiment byl nékolikrat
opakovan) cytometrické analyzy bun€k A-375 znaCenych PI. Buiiky byly nejdfive preinkubovany 3 hodiny
S piistusnymi inhibitory bunéénych smrti a poté kultivovany v ptitomnosti Campt v koncentraci 10 uM po dobu
48 hodin. Ke statisticky vyznamnému snizeni procenta mrtvych bunék doslo pouze v kombinaci s inhibitorem
apoptozy z-VAD-fmk. Data jsou prumérnymi hodnotami ze tii nezavislych pokust. ***p < 0,005 buiky
ovlivnéné samotnym Campt vs. buiiky ovlivnéné kombinaci Campt a z-VAD-fmk.

Stejny experiment byl opét proveden také u bunééné linie HeLa (Obr. 39), kde jsme
dosahli stejnych vysledku, tedy poklesu procenta mrtvych bunék pouze v kombinaci se z-

VAD-fmK, coz znamena, Zze Campt vyvolava apoptdzu také u bunééné linie Hela.
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Obriazek €. 39: Studium typu bunééné smrti. Vysledek cytometrické analyzy bun€¢k HeLa znacenych PI.
Bunky byly nejdfive preinkubovany 3 hodiny s pfislusnymi inhibitory bunécnych smrti a poté kultivovany
v ptitomnosti Campt v koncentraci 10 uM po dobu 48 hodin. Ke sniZeni procenta mrtvych bunék doslo pouze
v kombinaci s inhibitorem apoptozy z-VAD-fmk.

Experimenty potvrdily, ze Campt indukuje vyhradné apoptotickou na kaspazach zavislou

buné¢nou smrt, zatimco pro SL je typickd nekroptoza, bunééna smrt na kaspazach nezavisla.

4.3.2 Uloha proteinu p53 v odpovédi bunék na tc¢inek KBA

Protein p53 je jednim z nejvyznamnéjSich tumor supresorovych proteind, ktery je mutovan ve
vice nez 50 % rtznych typt nadorti. Nefunk¢énost tohoto proteinu byva Casto pfic¢inou zvysené
odolnosti nadorovych bun¢k k u€inku cytostatik. Protein p53 hraje kli¢ovou roli v reakci na
poskozeni DNA. p53 byl detekovan u vSech vzork (Obr. 40). K mirnému zvySeni hladiny
p53 (stabilizaci) oproti kontrole doslo pusobenim SR a CHR, avsak efekt byl mensi nez

v piipadé DOXO, ktery zde slouzil opét jako pozitivni kontrola.
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Obrazek ¢. 40: WB analyza proteinu p53. Vysledek WB analyzy proteinu p53 detekovaného po 6 (A) a 24 (B)
hodinach. Byly pouzity butiky linie A-375, které byly kultivovany v pfitomnosti DOXO v koncentraci 1 pg/ml
a SR a CHR v koncentraci 3 pg/ml. Protein p53 byl separovan na 10% gelu a byl detekovan u vSech vzorkd.
Nejvyssi hladina p53 je u DOXO, zvysena také u SR a CHR.

A-375-p53DD je bunééna linie, jejiz gen p53 je vyrazen z funkce. U téchto bunck byl
proveden cytometricky test cytotoxicity (Obr. 41). Ve srovnani s ostatnimi vysledky jsou
buniky A-375-p53DD citlivéjsi nez matefskd bunééna linie A-375.
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Obrazek ¢&. 41: Cytotoxicita indukovana vybranymi izochinolinovymi alkaloidy. Vysledek cytometrické
analyzy bunék A-375-p53DD znacenych PI. Buiiky byly ovlivnény DOXO v koncentraci 1 ug/ml, Campt 1 pM,
SL 1 pg/ml a CHR v koncentraci 3 pg/ml. Nejvice toxicky je CHR v koncentraci 3 pg/ml, nasledovany SR ve
stejné koncentraci. Nejvice toxicky je Campt a SA. Srovnani bun&¢nych linii A-375 a A-375-p53DD na Obr. 12.
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Pifithrin je inhibitor p53. V kombinacich testovanych latek s timto inhibitorem je
pozorovatelné mirné snizeni toxicity CHR v koncentraci 3 pg/ml, coz by naznacovalo roli p53

v odpovédi bunék na CHR (Obr. 42).
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Obrazek ¢&. 42: Cytotoxicita indukovana vybranymi izochinolinovymi alkaloidy. Vysledek cytometrické
analyzy bunék A-375 znaCenych PI. Buiky byly preinkubovany 90 minut v pfitomnosti Pif a kultivovany

s Campt v koncentraci 10 pM, SA 1,5 pg/ml, SL 1 pg/ml a CHR v koncentraci 3 pg/ml. Vysledek nebyl
statisticky potvrzen.
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5 DISKUZE

KBA a KPA patii do velké skupiny izochinolinovych alkaloidii. Jejich zastupci vykazuji
vyznamné biologické vlastnosti. Diplomova prace je zaméfena piredev§im na studium

minoritnich alkaloidd, jejichz vlastnosti jsou mélo znamy.

Zatimco majoritni KBA SA a CHE jsou dobfe prostudovany, informace
0 biologickych aktivitich minoritnich alkaloid(i jsou velmi omezené. SA a CHE jsou latky,
kter¢ maji celou fadu biologickych ucinkli. Mezi ty nejvyznamngj§i patii uCinky
antiproliferani a antiapoptotické, které byly popsany u rtznych typii nddorovych bunék,
véetné melanomové bunétné linie (Kemeny-Beke et al., 2006; Serafim et al., 2008;
Hammerova et al., 2011; 2012). Proto jsou diskutovany jako potencialni cytostatika. Mnoho
autorl popsalo schopnost téchto alkaloidli indukovat apoptézu u rliznych typt bunék (Ahsan
et al., 2006; Kemeny-Beke et al., 2006; Malikova et al., 2006; Slaninova et al., 2007). Bylo
prokédzéano, Ze cytotoxicka aktivita KBA (pfedev§im SA a CHE) souvisi s jejich schopnosti

interagovat s DNA a s tvorbou dvoufetézcovych zlomt (Kaminskyy et al., 2006).

Béhem poslednich let bylo publikovano mnoho zajimavych informaci o cytotoxicité
SA a CHE (Vavreckova et al., 1996; Panzer et al., 2000; Simanek et al., 2003). Biologickymi
aktivitami minoritnich KBA se zabyvame pfedevsim v nasi laboratofi. Slaninova et al. (2001)
popsali cytotoxicky efekt SA, CHE, SL a CHL u buné¢né linie HeLa. V této praci jsme
testovali 5 KBA (SA, CHE, SR, CHR, SL) a 2 KPA (BER, KOP). Zjistili jsme zasadni rozdil
Vtoxicité zastupct téchto 2 skupin izochinolinovych alkaloidii. Nejvice toxickymi
minoritnimi alkaloidy na bunky A-375 byly SR a CHR (IC50 = 0,5). Alkaloidy ze skupiny
KPA nebyly toxické ani v desetinasobné koncentraci. Proto jsme podrobnéji studovali pouze
KBA a zaméfili jsme se na minoritni alkaloidy SR a CHR. Buiky linie HL-60 byly
k uc¢inkim KBA citlivéjsi. SR a CHR vykazovaly vyraznou toxicitu jiz v koncentraci 1 pg/ml.
Tato linie byla srovnana slinii HL-60 MDR nadprodukujici P-glykoprotein, ktera byla
Kk u¢inku alkaloidd mnohem méné citliva. Je tedy pravdépodobné, ze alkaloidy jsou podobné

jako cytostatika pumpovany ven z buiky prostiednictvim ABC transportéru.

Srovnani u¢inki KBA prokazalo, ze navzdory velké podobnosti V jejich chemické
struktufe se mechanismus indukce smrti bunék lisi. U celé fady bunéénych linii byla
prokazana schopnost SA, CHE a chelidoninu indukovat apoptézu (Ding et al., 2002; Adhami
et al., 2003; Kemeny-Beke et al., 2006; Malikova et al., 2006; Ahsan et al., 2007; Slaninova
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et al., 2007; Slunska et al., 2010), u bunécéné linie A-375 schopnost SL indukovat na

kaspazach nezavislou bunéénou smrt, nekroptozu (Hammerova et al., 2011; 2012).

V soucasnosti je diskutovano nékolik typti programované bunééné smrti (Galluzzi
etal., 2012). Schopnost vyvolat neapoptotickou bunéénou smrt je zajimava predev§im
Z hlediska terapie nadorti rezistentnich k apoptéze. Proto jsme se zaméfili na studium
mechanismu bunééné smrti a kladli jsme si otazku, zda alkaloidy indukuji apoptdzu,
nekroptdzu nebo autofagii. K tomuto studiu byly pouzity inhibitory smrti: z-VAD-fmk, Nec-
1, 3-MA a inhibitor ROS NAC.

Nekroptdza byla objevena jako bunécénd smrt, ke které dochazi pti blokad¢ funkce
kaspaz pankaspazovym inhibitorem z-VAD-fmk. Stava se pak tedy hlavni formou bunécné
smrti  (Degterev et al., 2005). Necrostatin-1 byl identifikovan jako ucinny inhibitor
nekroptdzy, a to diky jeho schopnosti zablokovat kinazovou aktivitu RIP1 kinazy, ktera spolu
s RIP3 kinazou hraje v nekroptoze klicovou roli. Pro indukci nekroptézy je zasadni produkce
ROS (Fiers et al., 1999). Proto byl pro potvrzeni nekroptézy pouzit NAC, jenz inhibuje
produkci ROS.

U bunék A-375 byla toxicita SA, SR a CHR snizZena v pfitomnosti inhibitoru kaspaz z-
VAD-fmKk. V kombinaci s Nec-1 (nebo s NAC, ktery byl pouzit pro potvrzeni indukce
nekroptdzy) doslo ke snizeni toxicity SA, CHE, SR a CHR. Pfi pouziti Nec-1 doslo uplnému
snizeni toxicity, zatimco v kombinaci se z-VAD-fmk se jednalo pouze o mirné snizeni.
Nekroptédza je pravdépodobné silngjsi a rychlejsi bunéénou smrti. Je tedy pravdépodobné, ze
na tyto alkaloidy miize bunika odpovédét spuSténim obou bunéénych smrti — apoptozy
i nekroptézy. Zda ktomu dochazi soucasné nebo bunééné smrti alternuji v ptipadé
zablokovani jedné z nich je otazka, kterou jsme se snazili zodpoveédét kultivaci bun¢k se SA
v kombinaci s obéma inhibitory (z-VAD-fmk, Nec-1). V tomto experimentu kombinace obou
inhibitorti snizila bunécnou smrt piiblizné stejné jako Nec-1 samotny, coz by potvrzovalo
vyrazngj$i ucast nekroptozy. Z experimenti vyplyva, ze buiikka se vyda cestou nekroptdzy,
pusobi-li na ni vysoce toxicka koncentrace daného alkaloidu. Jedna-li se 0 koncentraci niZzsi,
muze prob¢hnout apoptdza. Je ovSem také mozné, ze Ucinek Nec-1 neni zcela specificky
pouze pro nekroptozu. Nékteré studie ukézaly, ze tento inhibitor mize za urcitych podminek
zablokovat taky apoptozu, ktera mize souviset S aktivitou kinazy RIP1 (Wang et al., 2008;
Remijsen et al.2014). Zasadni Glohu nekroptézy ovsem nepiimo potvrzuji vysledky s NAC,

ktery toxicitu alkaloidii ovlivitluje podobné jako Nec-1.
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Studovali jsme také Glohu autofagie. V kombinaci s inhibitorem autofagie (3-MA)
doslo v ptipadé SR a CHR k navySeni procenta mrtvych bun€k, coz znac¢i protektivni roli
autofagie. Autofagic muze byt jak mechanismem bunétné smrti, tak drahou bunéc¢ného
preziti, kdy chrani bunku pfed hromadénim poskozenych organel, ztratou interakce
s extracelularni matrix a nepfiznivymi podminkami prostiedi (Codogno and Meijer, 2005;
Rashmi et al., 2008; Scarlatti et al., 2009). Ve vétsiné piipadu se jedna o stresovou adaptaéni
drahu, ktera vede k pfeziti bunék. Hammerova et al. (2012) prokazali protektivni roli
autofagie SL u bun¢k maligniho melanomu. Po ovlivnéni bun¢k timto alkaloidem doslo

V pfitomnosti inhibitoru autofagie k navyseni procenta mrtvych bunék.

U bunék linie HelLa doSlo ke sniZeni toxicity SA, CHE, SR a CHR pouze
Vv pfitomnosti Nec-1, potvrzené¢ho také sniZzenim v kombinaci s NAC. NavySeni toxicity
v kombinaci s 3-MA nastalo rovnéz u vSech alkaloidi, jedna se tedy opét o protektivni roli
autofagie. Je zajimavé, ze z-VAD-fmk u této bunétné linie neovliviioval buné¢nou smrt po

ucinku ani jednoho z testovanych alkaloidu.

Z vyse zminénych vysledkul, ale i z vysledki Hammerové et al. (2011; 2012), je
ziejmé, ze jednotlivé KBA i pies znaénou podobnost molekularni struktury vykazuji rizné
bunééné smrti. U SL bylo prokazino, ze u melanomové linie A-375 vykazuje vzdy na
kaspazach nezavislou bunéénou smrt, nekroptézu (Hammerova et al., 2011; 2012). SL se tedy
jevi zajimavy i z obecného hlediska studia mechanismu bunééné smrti. Proto jsme jeho
ucinek srovnavali s Campt, typickym induktorem apoptozy. Campt je inhibitor topoizomeraz
pouzivany jako protinddorové 1é¢ivo, narusuje transkripci, indukuje zlomy DNA a u délicich
se bunék preferen¢né spousti apoptdzu (Liu et al., 2000; Li a Liu, 2001). U obou buné&énych
linii A-375 a HelLa byla potvrzena indukce vyhradné apoptozy. z-VAD-fmk snizoval
bunécnou smrt, ale ne zcela na trovenl kontroly, zatimco Nec-1 bunéénou smrt nesniZzoval
v zadném z experimentd. U SL jsme u bunék A-375 potvrdili nekaspazovou bunéénou smrt.
U bunék HeLa doslo také ke snizeni pouze v kombinaci s Nec-1. Je tedy pravdépodobné, ze

nekroptoza je hlavni formou bunécéné smrti po u€inku SL.

Apoptoza je regulovany proces, ktery zahrnuje zmény v expresi genti a drah, které
souvisi s upregulaci proapoptotickych nebo downregulaci antiapoptotickych proteini. Mnoho
autortt popsalo zvySeni exprese proapoptotickych zastupct Bcl-2 proteinové rodiny (Bax,
Bak, Bad, Bid); (Weerasinghe et al., 2001; Reagan-Shaw et al., 2006; Ahsan et al., 2007),
snizeni exprese antiapoptotickych ¢lent (Bcl-2, Bcl-xL a Mcl-1); (Adhami et al., 2003;

Reagan-Shaw et al., 2006; Ahsan et al., 2007; Serafim et al., 2008) ¢i zvySeni hladiny
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proapoptotického faktoru Apaf-1 (Adhami et al, 2003) po uc¢inku KBA. U studovanych KBA
SR a CHR doslo kpoklesu hladiny antiapoptotického faktoru XIAP, hladiny
antiapoptotickych proteintt Bcl-xL a Mcl-1 zistaly nezménény. U Campt (ktery byl pouzit
jako pozitivni kontrola) doslo k poklesu u XIAP i Bcl-xL.

Biologicka aktivita KBA souvisi s interakcemi alkaloidii s buné¢nymi komponentami.
Jak jiz bylo zminéno, KBA interaguji s DNA. Proto jsme zjisStovali, zda dochazi k poskozeni
DNA, a to detekci YH2AX, jehoz prikaz souvisi s piitomnosti dvoutetézcovych zlomi. Po
ucinku vsech alkaloidd jsme YH2AX pomoci WB prokazali. Otazkou je, zda jeho pfitomnost
je pri¢inou nebo dusledkem apoptozy. Dosud nebylo u vétSiny KBA piesné stanoveno, zda
poskozeni DNA ptedchazi apoptoze nebo je jejim disledkem. Vyjimkou je CHL, kde bylo
nejdiive zjisténo S$tépeni kaspazy-3 a az poté fosforylace H2AX (Hammerova et al., 2011).
Nase vysledky ukazuji, Ze SR a CHR vyvolaly fosforylaci H2AX po 3 hodinéch, zatimco
Stépeni kaspazy-3 se nam u nich ve sledovanych ¢asech prokazat nepodatilo. Poskozeni DNA
a pozitivita YH2AX milze byt zplsobena rovnéz produkci ROS, kterymi je provazena

nekroptoza. Nemtizeme tedy s jistotou fict, Zze apoptdza je indukovana poskozenim DNA.

V souvislosti s interakcemi s DNA a s jejim moznym poskozenim je vyznamna tGloha
proteinu p53. Vysledky ptedchozi studie z nasi laboratofe ukazaly, Ze odpoveéd bunék na SA,
CHE, SL a CHL je nezavislda na p53 (Hammerova et al., 2011). NaSe vysledky naopak
ukazuji, ze po u¢inku SR a CHR na bunky linie A-375 byla hladina p53 stabilizovana.
Citlivost bunééné linie A-375-p53DD (s nefunkénim proteinem p53) k testovanym
alkaloidim byla srovnatelnd nebo dokonce vyssi s matetskou linii A-375. AvSak u bun¢k A-
375 ovlivnénych inhibitorem p53 Pifithrinem (blokuje transaktiva¢ni potencial p53) bylo
pozorovano snizeni procenta mrtvych bun¢k, coz by znamenalo, Ze p53 ma ulohu v indukci
bunééné smrti. Z hlediska vlivu na jednotlivé bunééné linie je ziejmé, Zze efekt alkaloidl na

rizné linie se li$i v zavislosti na typu linie, ne na funk&nosti p53.

Vysledky diplomové prace potvrdily vyrazny antiproliferacni efekt KBA, vcetné
minoritnich alkaloidi SR a CHR. Bylo prokazano, Ze SR a CHR jsou podobné jako SA
a CHE schopny indukovat jak apoptdzu, tak nekroptéozu u melanomové bunécné linie A375.
U bun€k Hela dochazi k indukci pouze na kaspdzach nezdvislé bunééné smrti,
nekroptézy. Dale bylo prokdzdno, Zze SL zplsobuje vyhradné nekaspazovou
bunéénou smrt nejenom u bunék melanomt, ale i u linie HelLa. Je tedy zajimavou
latkou pro studium mechanismu nekroptézy. Schopnost vyvolat nekroptdézu nebo oba typy

bunécné smrti je vyznamna z hlediska terapie nadort rezistentnich k apoptoze.
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6 SOUHRN

Diplomové prace ,,U¢inek vybranych izochinolinovych alkaloidti na nadorové buiky“ je
zaméfena na studium antiproliferacnich a cytotoxickych G¢inkli a mechanismil bunéné smrti
vybranych izochinolinovych alkaloidii (KBA 1 KPA). Jedna se o alkaloidy minoritni, jejichz

vlastnosti nejsou pfili§ znamé. Experimenty bylo dosazeno téchto vysledku:

e KBA vykazuji vysokou antiprolifera¢ni a cytotoxickou aktivitu. Nejvice toxickymi
alkaloidy u bunééné linie A-375 byly SR a CHR. Alkaloidy skupiny KPA nebyly
toxické ani v desetinasobné koncentraci.

e Z hlediska vlivu na jednotlivé bunécné linie je zfejmé, Ze se efekt alkaloidi na rizné
linie 1i$i v zavislosti na typu linie.

e Bunky linie HL-60 byly ku¢inkim KBA nejcitlivéjsi. Tato linie byla srovnana
s rezistentni linii HL-60 MDR, jejiZ citlivost byla mnohem niZ§i, coZ naznacuje, ze
alkaloidy jsou pumpovany ven z buiiky prostfednictvim ABC transportéra.

e Protein p53 hraje patrné roli v odpovédi bun¢k na SR a CHR. Po jejich u¢inku byla
U bunécné linie A-375 hladina proteinu p53 stabilizovana a v kombinaci s Pifithrinem,
inhibitorem p53, se timrtnost bunck snizovala.

e SR a CHR jsou stejné jako SA a CHE schopny indukovat apoptézu i nekroptézu
U bunécné linie A-375. Nekroptoza je pravdépodobné siln€jsi a rychlejsi bunécnou
smrti. U bunécné linie HeLa dochazi pouze k indukci nekroptozy.

e Potvrdili jsme nekroptézu indukovanou SL u bunééné linie A-375. Bylo prokazano, ze
i u bunék Hela je tato nekaspazova bunécna smrt hlavni formou bunééné smrti po
ucinku SL.

e SL je patrné¢ induktorem vyhradné nekaspazové bunécné smrti a mize byt tedy
vhodnou latkou pro studium mechanismu této smrti.

e Byla prokdzana protektivni role autofagie Vodpovédi bun€k na testované KBA

u bunéénych linii A-375 a Hela.
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7/ SUMMARY

This diploma thesis “The effect of selected isochinoline alkaloids on tumour cells” is focused
on study of antiproliferative and cytotoxic effects and cell death mechanisms of selected
isoquinoline alkaloids (QBA and QPA). These are minor alkaloids, whose properties are not

entirely known. Following results were achieved:

e QBA show high anti-proliferative and cytotoxic activity. SR and CHR were the most
toxic alkaloids within the cell line A-375. Alkaloids QPA were not toxic even at
concentrations ten times higher.

e In terms of the effect on individual cell line it is clear that the effect of alkaloids on
different cell lines varies depending on the type of cells.

e The cell line HL-60 was the most sensitive to the effects of QBA. This line was
compared to resistant HL-60 MDR cell line, which sensitivity was much lower. This
indicates that alkaloids are pumped out of the cells using ABC transporters.

e p53 is probably involved in the response of cells to SR and CHR. Upon the action of
these alkaloids the level of p53 protein on the cell line A-375 was stabilized and the
cell mortality decreased in combination with Pifithrin, inhibitor of p53.

e SR and CHR as well as SA and CHE are capable of inducing apoptosis as well as
necroptosis on cell line A-375. Necroptosis is probably stronger and faster form of the
cell death. Only induction of necroptosis was observed on HeLa cell line.

e Strictly necroptosis induction by SL on A-375 cell line was confirmed and it was
demonstrated.that also in HelLa cells caspase-independent cell death was the
predominant form of the cell death upon SL treatment.

e It is apparent that SL induces exclusively caspase-independent cell death and could
therefore be appropriate molecule for study of the mechanism of necroptosis.

e Protective role of autophagy upon QBA treatment was demonstrated in A-375 and

HeLa cell lines.
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