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Hodnoceni vlivu triterpentt na bunécny cyklus lidské nadorové
linie CCRF-CEM

Cil prace: Cilem této prace bylo identifikovat mozné
mechanismy ptisobeni novych derivatu triterpentt odvozenych od
kyseliny betulinové u nadorové linie CCRF-CEM.

Metody: K analyze uCinkt derivati triterpend byly pouzity
metody pritokové cytometrie: detekce zmén ve fazich bunécného
cyklu pomoci propidium jodidu, analyza syntézy DNA (znaceni
BrdU), syntézy RNA (znaceni BrU) a fosforylace histonu H3
(pH3Ser10).

Vysledky: Analyza bunééného cyklu ukdzala zmény
Vv jednotlivych fazich vyvolanych studovanymi derivaty. Mezi
nejzajimavejsi patii derivaty LEM2719 a LEM2720, které maji
nejvyraznéj$i cytotoxicky efekt na nadorové buiky, jenz
se prokazal ve zménach v bunééném cyklu, hlavné v Sa G2/M
fazi. Po ovlivnéni derivaty doslo ke sniZeni syntézy RNA a DNA,
ke zvySeni fosforylace histonu H3 a k nartistu populace v subG1
fazi spojené s apoptotickymi pochody.

Zavér: Studované latky vykazuji rdzné mechanismy ucinku.
Ziskané vysledky poukdzaly na mozné mechanismy uc¢inki
jednotlivych derivati pisobicich zmény jak v bunééném cyklu,

tak na tirovni syntézy nukleovych kyselin a bunééné smrti.
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Evaluation of effect of triterpenes on cell cycle in CCRF-CEM
human tumor cell line.

Aim of this study: The Aim of this thesis was to identify
possible mechanisms of the effects of new triterpenes derivatives
of betulinic acid on cancer cell line CCRF-CEM.

Methods: For analysis of the effects of triterpene derivatives the
flow cytometry methods were used: detection of changes in cell
cycle by propidium iodide staining, analysis of DNA (BrdU
staining) and RNA (BrU staining) synthesis a detection
of phosphorylation of histon H3 (pH3%*°).

Results: The analysis of cell cycle revealed changes in the cell
cycle phases induced by studied derivatives. The most interesting
derivatives were compounds LEM2719 and LEMZ2720 that had
the most significant cytotoxic effect on cancer cell lines displayed
as changes in cell cycle regulation, particularly Sand G2/M
phase. Decrease of RNA and DNA synthesis, increase of
phosphorylation of histon H3 and increase of subG1 population
linked with the apoptotic changes were also observed after the
treatment.

Conclusions: The studied compounds displayed various possible
mechanisms of action. Obtained results proposed mechanisms
of action in the dependence of derivatives used, including cell

cycle changes, changes in nucleic acid synthesis and cell death.
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Seznam pouzitych zkratek

AlF apoptozu indukujici faktor
ATP adenosin trifosfat
betA betulinova kyselina
Bid, tBid BH3 interacting-domain (proapoptoticky protein)
BrduU 5-bromo-2’-deoxyuridin
BruU 5-bromouridin
BSA bovine serum albumin (hovézi sérovy albumin)
caspase recruitment domain (strukturni motiv dlouhé prodomény
CARD .
kaspazy)
CD95 cluster of differentiation 95 (povrchovy receptor)
CDK cyklin-dependentni kinaza
CDKNI1A cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (inhibitor CDK1A)
c-FLIP cellular FLICE-inhibitory protein (protein zapojeny do signalni
dréhy apoptdzy)
CIP1 CDK-interacting protein 1 (tfida inhibitordt CDK)
DNA deoxyribonukleova kyselina
FADD Fas-associated protein with death domain (adaptorovy protein)
apoptosis-stimulating fragment (povrchovy receptor, taktéz
FAS
CD95)
FBS fetalni bovinni sérum
FITC fluorescein izothiokyanat
1Csg stfedni inhibi¢ni koncentrace
INK4 inhibitor cyklin dependentni kinazy 4
LEM laboratof experimentalni mediciny
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2(4-
MTS .
sulfonyl)-2H-tetrazolium
NP-40 nonidet P-40 (detergent)
p53 protein/produkt 53 (transkripcni faktor, produkt genu TP53)
PBS izotonicky fosfatovy pufr
PBS-T izotonicky fosfatovy pufr s pridavkem Tween-100
PES fenazin etylsulfat



Pl

PMS
RNA
RNaza A
SD

TNF
TNFR1
TP53

TRAIL-R
WIF1

propidium jodid

fenazin metylsulfat

ribonukleova kyselina

ribonukledza A

smerodatna odchylka

tumor nekrotizujici faktor

receptor TNF 1

tumor protein 53 (transkripcni faktor)
TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor

Whnt inhibitory factor 1 (tfida inhibitord CDK)



1. Cile prace

= vypracovat literarni reSerSi tykajici se triterpenti a jejich protinddorovych

ucinki, s ohledem zejména na bunéény cyklus a apoptozu

=  pomoci prutokové cytometrie identifikovat mozné mechanismy protinadorového
pusobeni novych derivatd triterpentt in Vitro na nadorové bunééné linii

CCRF-CEM



2. Teoreticky uvod

Po dobu celé své existence se lidstvo potykda s mnoho nemocemi a od samého
pocatku se s nimi snazi vést ¢asto nerovny boj. I v dnesni dob¢, kdy hluboké znalost
zakladnich oborit mediciny umoziiuje mnohé zdravotni problémy fesit, existuji nemoci,
u kterych neni zatim mozné boj vyhrat. Jednou z téchto skupin nemoci jsou nadorova
onemocnéni. Existuje mnoho skupin protinddorovych chemoterapeutik a jednou
Z nejvyznamngéjsich je prave skupina ptirodnich sloucenin — isoprenoidd, triterpent.

Triterpeny  jsou  znamé  svymi  protizdnétlivymi, analgetickymi,
anti-mikrobialnimi, antimykotickymi, virostatickymi, imunomodulaénimi
a Vv neposledni tad¢ cytostatickymi ucinky. V poptfedi zajmu stoji zejména kyselina
virostatické a protinadorové vlastnosti. Problémem vyuziti betA v medicin¢ je Spatna
rozpustnost. Za ucelem vyssi biologické dostupnosti se vyzkumné skupiny snazi
0 syntézu takovych derivata betA, které¢ by mély pozadované vlastnosti a zaroven lepsi
farmakokinetické Ucinky a terapeuticky index. Tyto derivaty jsou pak zkoumany
z hlediska cytostatickych a cytotoxickych U¢inka u naddorovych bun¢k, kdy zejména cili

na regulaci bunééného cyklu a indukei apoptotickych zmén.

2.1 Bunécny cyklus

Zakladni funkci bunééného cyklu je vytvofeni dvou geneticky identickych
dcefinych bungk, a to zdvojenim DNA obsazené v chromosomech. Tento proces ma dveé
hlavni ¢asti S a M fazi (obr. 1).

Béhem S faze (synteticka faze), jenz trva obvykle 10-12 hodin dochazi
k replikaci DNA. Vtéto fazi dochazi k syntéze histoni, jez jsou nutné
pro zdvojnasobeni pocétu nukleosomt v chromosomech buniky a pro syntézu RNA
molekul. Po ukonceni S faze se chromosomy oddéli a burnika vstupuje do M faze
(mitoticka faze), ktera je znateln¢ kratsi. M faze se sklada z mitozy, kdy dochazi
k duplikaci rodi¢ovskych chromosomu za vzniku shodnych sesterskych chromatid
s naslednym rozdélenim do dvou jader, a cytokinezi, v niz dochazi k rozdé€leni bunky za
vzniku dcetinych bunék (Alberts et al, 2008).
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Po skonceni mitézy vstupuje bunka do Gl faze, v jejimz pribéhu dochazi
k tvorb¢ DNA polymerazy, RNA a dalSich bilkovin, jako je tubulinu. Interfazni
chromosom se v prubéhu G1 faze sklada pouze z jedné chromatidy a je tvofen jednou
dvouvlaknovou DNA molekulu. V S fazi se tedy chromosomy stavaji
dvouchromatidovymi a zdvojnasobuje se mnozstvi jaderné DNA. Ve fazi G2 jsou
chromosomy tvofeny dvéma chromatidami se zdvojnasobenym obsahem jaderné DNA.
Typicka pro tuto fazi je zvySena metabolicka aktivita a rust buiky. Dochazi také
k postreplikatnim upravam a interakci molekul DNA s histony. Na konci faze G2
dochazi ke kondenzaci chromatinovych vlaken (Obaya et Sedivy, 2002).

Pokud jsou vsak extracelularni podminky nepftiznivé, mohou buiky odlozit
postup pies kontrolni body, jez jsou regulujici mechanismy bunécného cyklu sledujict,
zda dany krok cyklu prob&hl ve spravném poiadi a pouze jednou. Bunky mohou
napiiklad vstoupit do specialniho klidového stavu nazyvaného GO faze. Ve fazi GO
muze burika zustat pied opétovnym obnovenim proliferace rizné dlouho dobu — hodiny,
dny, dokonce tydny i roky. Ne&které vlastnosti buné¢ného cyklu, vcetné doby
pozadované k ukonceni urcité faze, se znacné 1i$i u riiznych typt bunék i v ramci
stejného organismu. Zakladni organizace buné¢ného cyklu a jeho kontrolniho systému

je vSak v zasadé stejna ve vSech eukaryotnich bunikach (Alberts et al, 2008).

2.1.1 Kontrolni mechanismy bunécného cyklu

Regulace bunécéného cyklu je zodpovédna piedevsim za signaly k proliferaci
¢i diferenciaci bun¢k a k synchronizaci vnitinich déja, jako je replikace DNA, mitdza
nebo cytokineze. Jako nejvyznamngjsi regulatory bunééného cyklu jsou oznacovany
cyklin-dependentni kinazy (CDK) a jejich proteinové substraty — cykliny, tumor

supresorové geny a protoonkogeny.

2.1.1.1 Cykliny a cyklin-dependentni kinazy

CDK patii do skupiny serin-treonin proteinovych kinaz a jsou dulezité pfi
regulaci bunécného déleni. Jednotlivé CDK fosforyluji rizné substraty ve specifickych

fazich bunééného cyklu za pouziti ATP (adenosin trifosfat) jakozto donoru fosfatové
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skupiny (Alberts et al., 2008). Koncentrace cyklind, jak jiz nazev napovida, v prib¢hu
kazdého bunécného cyklu charakteristicky osciluje — tj. dochazi k jejich stfidavé
syntéze a degradaci Vv zavislosti na fazi bunétného cyklu. Je-li koncentrace cyklinid
nizka, dochazi k deaktivaci CDK. Naopak, pfi rostouci koncentraci cyklini se CDK

aktivuje a bunka vstupuje do dalsich fazi bunécného cyklu (Karp, 2013).

Tab. 1: CDK a cykliny — nomenklatura a jejich funkce v bunééném cyklu savcii
(podle Lodish, 2013).

CDK Cyklin Funkce Nazev

CDK1 Cyklin A, Cyklin B M faze Mitotické CDK

CDK2 Cyklin A, Cyklin E Vstup do bunééného cyklu CDK G1/S faze
S faze CDK S faze

CDK4 Cyklin D G1 faze CDK Gl faze

Vstup do bunécného cyklu

CKD6 Cyklin D Gl faze CDK G1 faze
Vstup do bunééného cyklu

Jsou znamy ctyii tiidy cyklini zapojenych do regulace bunécného cyklu. Tyto
ttidy jsou dale ¢lenény podle funkce a faze bunécného cyklu, ve které se vazi na CDK.

G1/S-cyklin se zapojuje na konci Gl-faze, ve které aktivuje CDK, ¢imz
umoznuje vstup buiikky do bunééného cyklu. V pribéhu S faze kleséd koncentrace Gl
cyklinti, naopak roste hladina S-cyklind, které ve vazbé na piislusné CDK indukuji
replikaci chromosomu. Zvysena hladina S-cyklinti je ptitomna i béhem M faze, kdy se
tyto cykliny uplatiiuji zejména v Casné udalostech. Vstup buiikky do mitdzy stimuluji
M-cykliny v kontrolnim budé G2/M vazbou na piislusné CDK (Alberts et al., 2008,
Hochegger et al., 2008). Piehled pari CDK/cyklin je uveden v Tab. 1.

2.1.1.2 Tumor supresorové geny

Mezi reguldtory bunécného cyklu jsou fazeny tumor supresorové geny,
respektive jejich proteinové produkty, jez se uplatiuji zejména pii inhibici rastu
a proliferace bun¢k a maji zasadni ulohu v malignim procesu. Typickym zastupcem je
gen Rb1 (retinoblastoma), jenz je lokalizovan na dlouhém raménku tfinactého

chromosomu 1314 (Giacinti et Giordano, 2006). Tento gen se vyznacuje U pievazné
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vétsiny somatickych bunék. Jeho produktem je jaderny transkripéni faktor Rb protein
(pRDb). pRb je aktivni pouze v pripadé, je-li fosforylovan malo nebo vibec. pRb hraje
klicovou roli pii regulaci bunééného déleni, indukci apoptdzy ¢i béhem diferenciace.
Hlavni ulohou aktivniho pRb je pfedevsim inhibice transkrip¢nich faktort z rodiny E2F.
Dale je prostiednictvim pRb regulovan také naptiklad restrikéni bod na konci G1 faze
u zivo¢isnych bunék, jenz je zodpovédny za kontrolu prechodu z Gl do S faze
bunééného cyklu (Otova et Mihalova, 2012).

Transkrip¢ni faktory rodiny E2F hraji zasadni roli v kontrole bunééného cyklu.
E2F proteiny reguluji aktivitu genti bunééného cyklu, syntézy DNA a apoptozy.
Komplex pRb-E2F potlacuje transkripci genti nezbytnych pro produkci cyklini E a D,
jez hraji roli v prichodu kontrolnim bodem G1/S. Tim dochazi k zastavé buné¢ného
cyklu. Hyperfosforylace pRb vede k inaktivaci pRb a jeho uvolnéni z vazby s proteiny
(naptiklad zminéné E2F). Transkrip¢ni faktory Rb jsou v somatickych bunikach neustale
ptitomny, dochazi pouze k regulaci aktivity pomoci fosforylace a defosforylace
v prubéhu cyklu. Neaktivni fosforylovana forma pRb je pfitomna v prib&hu fazi S, G2
a M (Viatour et al., 2011; Otova et al., 2012).

Dalsim genem spadajicim mezi nadorové supresorové geny je TP53 (Tumor
protein 53) lokalizovany na kratkém raménku sedmnéctého chromosomu (17pl3,
Petitjean et al., 2007). Produkt TP53 se podili na vlastni regulaci prichodu buiiky
buné&énym cyklem. Tim produktem je transkripéni faktor p53, jenz je vazbou na dalsi
geny schopen indukovat apoptdzu, zastavit bunéény cyklus ¢i spustit opravy poskozeni
DNA. Naptiklad bunky pfi poskozeni DNA vzniklé pisobenim ultrafialovym zafenim
zvySuji produkci proteinu p53. Mezi geny, které ve spolupraci s pS3 reguluji bunéény
cyklus, patti inhibitory CDK CDKNZ1A (cyclin-dependent kinase inhibitor 1A), INK4
(Inhibitor cyklin dependentni kinazy 4) a CIP1-WIF1 (CDK-interacting protein 1-Wnt
inhibitory factor 1; Bertheau et al., 2008, Petitjean, 2007).
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2.1.1.3 Protoonkogeny

Protoonkogeny predstavuji dal$i skupinu gend, které vyznamnym zplsobem
ovliviuji proces nadorové transformace bunék. Proonkogeny koéduji transkripéni faktory
¢i dalsi regulatory zodpovédné za priuchod bunééného cyklu a také se podili na regulaci
bunééného déleni. V piipadé protoonkogenti dochazi k aktivaci pozitivni zpétné vazby,
jenz je protipolem mechanismu G¢inku tumor supresorovych genti. Dojde-li k mutaci
¢ideleci v oblasti kodujici protein ¢i blizko regulacni oblasti, amplifikaci genu
nebo ke chromosomové translokaci, mohou se z protoonkogent stat takzvané onkogeny
(Pecorino, 2012). Tyto mutace mohou vést napfiklad k trvalé aktivaci onkogenu,
jenz vede ke zvysené expresi genu a to mize mit za nasledek abnormalni nardst exprese
strukturné nezménéného proteinu, expresi normalni hladiny abnormalniho genu,
popiipadé k expresi hyperaktivniho fizniho proteinu, coz v kone¢ném dusledku miize
vést k nekontrolovanému bujeni nadorové masy. Onkogeny jsou tedy geny obsazené
v genomech rakovinnych bunék, které prispivaji k produkei malignich vlastnosti bun¢k

(Pecorino, 2012).
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Obr. 1: Schéma bunééného cyklu. Jednotlivé faze bunécného cyklu...popis (pievzato z

http://csls-text3.c.u-tokyo.ac.jp/active/13_02.html).

2.2 Apoptoza

Apoptoza predstavuje zékladni typ programované bunécné smrti (diive uvadeéna
jako bunécna smrt typu I), jenz je kliCovy pro spravny vyvoj organismu (Vaux
et Korsmeyer, 1999). Naproti tomu stoji z (klasického pohledu) neregulovatelny,
nahodny proces — nekréza (typ Ill), ktera vede k odumfeni bunky vlivem infekce,
fyzikéalniho poskozeni a jinych stavi neslucitelnych s zivotem buniky. Dnes vSak vime,
ze 1 nekroza muze byt regulovana (Galluzzi et al., 2012). Pfi smrti buiiky apoptézou
dochézi k typickym morfologickym zménadm (cytoplazmatické smrsténi, externalizace
fosfatidylserinu, kondenzace chromatinu a smrStovani jadra a pozdéji 1 celé bunky a jeji
kontrolovany rozpad na apoptoticka téliska). Existuji dvé zakladni apoptotické drahy —
dréha vnéjsi (receptorovd) a vnitini (mitochondridlni) rozdélené podle zptisobu aktivace
(obr. 2).
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Kli¢ovou ulohu v regulaci apoptdzy maji cysteinové protedzy nazyvané kaspazy.
Kaspazy jsou exprimované jako neaktivni proenzymy a mohou byt dile clenény
Iniciaéni kaspazy (-2, -4, -9) obsahuji CARD doménu (caspase recruitment domain),

jenz umoznuje interakci s adaptorovymi molekulami. Toto umoznuje agregaci

......

vnejsi draha Ligand

ﬂ Receptor

DIsC

—
kaspaza-8 \

mitochondrie

© clenové Bel-2 rodiny
© prokaspaza-9

6 Apaf-1

l apoptozém

\, apoptoza

Obr. 2: Schématické znazornéni vnitini a vnéjsi drahy apoptézy (upraveno podle
Sendoel et Hengartner, 2014).

2.2.1 Vnéjsi draha apoptozy

Vnéjsi draha apoptdzy je aktivovana navazanim ligandl na povrchové receptory,
tzv. receptory smrti (Slaby, 2015). Mezi receptory smrti patii receptory z rodiny TNF
(tumor necrosis factor), Fas (apoptosis-stimulating fragment) jakozto CD95 (cluster
of differentiation 95), TRAIL-R1 a R2 (TNF-related apoptosis-inducing ligand
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receptor). Vazbou ligandu smrti na ptislusny receptor dochazi ke zformovani komplexu
DISC (death-inducing signaling complex) skladajiciho se z FADD adaptorové domény
(FAS-associated death domain), prokaspazy-8/prokaspazy-10 a proteinu c-FLIP
(cellular FLICE-inhibitory protein). Toto vede Kk aktivaci kaspazy-8, ktera S$tépi
a aktivuje kaspazu-3 a iniciuje apoptozu (Varfolomeev et al., 1996).

2.2.2 Vnitini draha apoptozy

U bunék, které maji nizs$i hladinu kaspéazy-8, musi byt signél zesilen a veden
vnitini drahou (Esposti, 2002). V tomto pfipadé kaspaza-8 §tépi proapoptoticky protein
Bid na tBid (BH3 interacting-domain), coz vede k aktivaci vnitini drahy. Vnitini draha
je spojena se zménami na mitochondriich a je aktivovana i intracelularné, naptiklad
poskozenim DNA nebo oxidacnim stresem. Mitochondrie jsou nepostradatelné organely
pro zivot bunky, Gcastni se tvorby energie ve formé ATP. V piipad¢ aktivace vnitini
drédhy apoptozy dochdzi ke zméndm na mitochondridlnich membranéch,
coz V kone¢ném disledku vede k depolarizaci vnitini mitochondridlni membrany
a inhibici respirace, produkce reaktivnich radikald kysliku, ztrat¢ produkce ATP
a uvolnéni proapoptotickych molekul (Crompton, 1999). Mezi uvolnénymi molekulami
je i cytochrom c, ktery se v cytosolu vaze na Apaf-1 a spolu s prokaspazou-9 tvoti
apoptosom, ktery posléze $tépi exekucni prokaspazy 3 a 7 na aktivni kaspdzy a spousti
apoptotickou kaskadu (Liu et al., 1996).

2.3 Triterpeny

Triterpeny tvoii rozsahlou podskupinu terpenoidii. Terpenoidy piedstavuji
skupinu latek, které jsou velmi rozsifeny v pfirodé. Tyto slou€eniny, jez se vyskytuji
pfevazné v rostlinach, jsou podstatnou soucasti vonnych silic; jako tékavé vonné latky
v listech, plodech, kvétech, oddencich a kotenech. Nachdzi se také
vV mikroorganizmech, plisnich, houbach, fasach a nékterych moiskych zivociSich
(Butterworth, 1968). Terpenoidy se vyznafuji fadou jedineénych a biologicky
vyznamnych U¢inkd. JiZ v prvnich herbafich lze najit zminky o pouzivani rostlin
S vysokym obsahem saponintl, €i triterpent, jez se bézn¢ vyskytuji v rostlinach nebo

Vv ovoci (naptiklad smetanka lékafska, hruska, jablko nebo brusinka).
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2.3.1 Obecna charakteristika triterpeni

Nékteré¢ biologické ucinky triterpend byly odvozeny =z lidové zkuSenosti
a fytoterapeutické praxe (Sarek, 2003). Mezi nejvyznamnéjii triterpenoidni struktury
Z biologického hlediska patii oleananova (oleanolova kyselina, boswellova kyselina),
ursanova (ursolova kyselina, B-amyrin), lupanova (lupeol, betulin, betulinova kyselina
(BetA) a dammaran-eufanové triterpenoidy (obr. 3, Salvador, 2010). Kazdym rokem
jsou identifikovany nové triterpeny (Hill et Connolly, 2015).
analgetickymi, antimikrobialnimi, virostatickymi, hypoglykemickymi,
hepatoprotektivnimi, antimykotickymi, imunomodulaénimi a v neposledni fadé
I tonizujicimi (Hajduch et al., 2004). Vyznamnou ulohu maji i pfi prevenci a 1écbé
hepatitidy, parazitarnich a n€kterych dalsich infekci. V stale vétsim zajmu jsou mimo
jiné i jejich cytostatické ucinky (Laszczyk, 2009). Jednim z prvnich triterpent
s protinadorovymi u¢inky byla popsana pravé betA (Pisha et al., 1995), jenz spole¢né
s kyselinou platanovou, betulinem a lupeolem tvofi Cast vrstev biezové kiry platant
(Sarek et al., 2003). Vzhledem k tomu, Ze se predkladana prace vénuje vlivu vybranych

triterpentt odvozenych od kyseliny betulinové, bude nejvétsi pozornost vénovana pravé

if.

Obr. 3:  Strukturni skelet lupanu, betulinu a betA, pfevzato
z http://lwww.chemspider.com/. Struktura uvedenych pentacyklickych triterpent je

tvofena izoprenovymi jednotkami.
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2.3.2 Vyznam a mechanismy ucinkii BetA a jejich derivati

rrrrr

1995), protivirové (De Clercq, 1995) a protinadorové ucinky (Pisha et al., 1995, Fulda
et al., 1999). Vyzkumna skupina Pisha et al. (1995) jako prvni popsala cytotoxické
ucinky betA u lidského melanomu in vitro i in vivo. Z vyzkuma dale vyplyva,
ze protinadorova aktivita betA a jejich derivati je znama vysokou aktivitou u mnoha
dalsich nadorovych linii, naptiklad bunécné linie neuroblastomu, ovarialniho, plicniho
karcinomu i karcinomu délozniho ¢ipku (shrnuto v Santos et al., 2011). Tyto ucinky
se pii srovnatelné koncentraci latky jevi selektivné toxické pro nadorové bunky (Zuco
etal., 2002, Kommera et al., 2011). Fakt, Zze zdravé bunky zistavaji nepoSkozeny,
zvysuje terapeuticky potencial betA a jejich derivata (Sarek et al., 2003).

K hlavnim prokazanym protinadorovym mechanismim ucinki betA a jejich
derivatl patii zejména regulace bunééného cyklu a indukce apoptdzy nezavisla na p53
(Wick et al., 1999). Spolu s dalsimi védeckymi skupinami prokazal Santos et al. (2011)
inhibici ristu nadorovych bunék po ovlivnéni betA a odvozenych derivati; konkrétné
napiiklad in vitro u HepG2 bunék (karcinom jater) nebo HeLa bunék (karcinom
délozniho ¢ipku) dochazi k zastavé bunééného cyklu v S fazi po pusobeni derivata
betA, ktera je doprovazena apoptdzou.

V ramci apoptotickych zmén dochazi ke zvyseni exprese proteintt Bel-2, Bel-xL,
k aktivaci kaspaz a zmén v membranovém potencialu mitochondrii (Fulda et al., 1998).
Tim dojde k uvolnéni faktoru AIF (apoptosis inducing factor) indikujiciho apoptozu
a cytochromu ¢ s naslednou aktivaci kaspaz 3 a 8, kdy dochazi ke S$té€peni substrati
a nuklearni fragmentaci (Fulda et al., 1998, Kommera et al., 2011). Mezi dal$i popsané
mechanismy patii indukce autofagie (Xu et al., 2007) a regulace DNA polymeraz
¢i topoizomeraz (Chowdhury et al., 2002, Mizushina et al., 2003).

Ptima aktivace apoptotickych zmén na mitochondriich a zmény v bunééném
cyklu vyluéné u nadorovych bunék zvySuji klinicky vyznam derivatd betA (Fulda
et Kroemer, 2009). Nevyhodou pro vyuziti betA v klinické praxi vSak zlstava jeji
Spatnd rozpustnost, a tedy biologickd dostupnost. Z tohoto divodu se vyzkumné
skupiny snazi o modifikace derivata betA, jez by zlepS$ily jejich farmakokinetické

ucinky a terapeuticky index (Borkova et al., 2016).
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Material

3.1.1 Bunééna linie CCRF-CEM

Pro studium vlivu triterpentt byla pouzita lidskd nadorova linie CCRF-CEM
(American Type Culture Collection, ATCC), ktera je odvozend od lymfoblastické
leukémie. Bunécénd linie CCRF-CEM byla kultivovana v médiu RPMI 1640
(RNBF1543, Sigma-Aldrich, USA) s piidavkem antibiotik penicilinu-streptomycinu
(10 mg/ml, 115M4795V, Sigma-Aldrich, USA) a 10 % fetalniho bovinniho séra (FBS,
P110704, PAN-Biotech, Némecko). Bunky byly kultivovany v plastovych kultiva¢nich
lahvich T75 (TPP Trasadigen, Svycarsko) v inkubatoru pii teploté 37°C, 95% vihkosti
a 5% CO, atmosféte. K dosazeni vysoké zivotnosti byly pasazovany tiikrat tydné.
Nejprve byla vyloucena kontaminace pod inverznim svételnym mikroskopem (Olympus
IX51). Buiiky byly poté centrifugovany pii 500 g, 5 minut s naslednou vyménou média.
Viabilita a pocet bun¢k byl stanoven pomoci pfistroje Vi-Cell XR (Beckman Couter).
Pro dalsi kultivaci se bunky uchovavaly v Kkultiva¢nich lahvich v koncentraci
3,3x10* bungk/ml, pro experimenty byly pouzity buiiky v 17. az 24. pasazi a viabilité
97,7—-98,8 % (obr. 4).
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Obr. 4: Ukdzka stanoveni poc¢tu bunék a viability pomoci pristroje Vi-Cell.
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Vychozi latkou pro syntézu testovanych derivati byla betA. Pro tucely
bakalarské prace byly vybrany derivaty z Tab. 2. Struktury latek jsou chranény, a proto

jsou latky ozna¢eny LEM kody (Laboratof experimentalni mediciny).

Tab. 2: Seznam derivatii betA vybranych pro pilotni experimenty.

Koédové oznaceni LEM

2717
2718
2719
2720
2721
2722
2723
2724
2725

3.1.3 Chemikalie

5-bromo-2"-deoxyuridin, BrdU (125H0932, Sigma-Aldrich, USA)
5-bromouridin, BrU (850187, Sigma-Aldrich, USA)

bovinni sérovy albumin (BSA, A 7906, Sigma-Aldrich, USA)
citrat trisodny dihydrat (S4641, Sigma-Aldrich, USA)

etanol bezvody p.a. (605458, Dr Kulich Pharma s.r.o., CR)
formaldehyd 35% (20120625, Dr Kulich Pharma s.r.o., CR

glycin (14864, Serva, Némecko)

HCI (A150273/01, Lachema, CR)

KCI (APO-30076, Sigma-Aldrich, USA)

KH,PO, (APO-30016, Lach-Ner, s.r.o., CR)

MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2(4-sulfonyl)-2H-
tetrazolium, reak¢ni pudr, G1111, Promega, USA)

Na,B407 - 10H,0 (30870, Lach-Ner, s.r.o., CR.)

Na,HPO, - 12H,0 (APO 30017, Lach-Ner, s.r.0., CR)

NaCl (A131428, mikroChem, Slovensko)

nonidet P 40 (NP-40,74385, Sigma-Aldrich, USA)

propidium jodid (PI, SLBH8362V, Sigma-Aldrich, USA)
ribonukleaza A (060M7000V, Sigma-Aldrich, USA)

triton X-100 (1000009002931, Sigma-Aldrich, USA)

tween-20 (37470, Serva, Némecko 37470)
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3.1.4 Roztoky

1. izotonicky fosfatovy pufr (PBS): 8 g NaCl, 3,21 g Na;HPO, - 12H,0, 0,2 ¢
KH,PO, doplnéno do 1 | H,O, pH 7,4

2. 70% etanol

3. MTS reakéni pudr: 8,5 mM roztok v PBS

4. citratovy pufr: 0,5 M roztok citratu trisodného monohydratu v H,O

5. roztok Pl

(PI 1) pro analyzu BrdU: 70 mM roztok v PBS

(PI 2) pro analyzu BrU: 7 mM roztok v PBS

(PI 3) pro analyzu fosforylace histonu: 14 mM roztok v PBS

6. pracovni roztok ribonukleazy A: 0,7 mM roztok v PBS

7. 1mM roztok BrdU v RPMI 1640 médiu

8. 100mM roztok BrU v RPMI 1640 médiu

9. 2MHCL +0,5%Triton X-100 v H,O

10. 0,1 M NazB,Oy - 10 H,O

11. PBS-T (PBS + 0,5% Tween-100 + 0,1% BSA) v PBS

12. 1% formaldehyd + 0,05% NP-40 v PBS

13. 0,1% BSA+0,1% NP-40 v PBS

14. 1% roztok glycinu v PBS

15. 1% FBS v PBS

3.1.5 Priprava protilatek

Pro analyzu BrdU: Redéni primarni protilatky Anti-BrdU-FITC (11-286-C100, Exbio,
CR) bylo 1:250, sekundarni protilatky Anti-mouse-lgG-FITC (F2883, Sigma-Aldrich,
USA) také 1:250 do promyvaciho roztoku.

Pro analyzu BrU: Redéni primarni protilatky Anti-BrdU-FITC je 1:500, fedéni
sekundarni protilatky Anti-mouse-IgG-FITC je 1:250.
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Pro analyzu fosforylace histonu: Redéni priméarni protilatky Anti-H3P**"°-FITC(06-
570,Merck Millipore, Canada) je 1:200, fedéni sekundarni latky Alexa Fluor 488
F(ab")2 fragment of goat anti-rabbit 1gG (H+L) (A11070, Thermo Fisher Scientific
USA,) 1:250.

3.1.6 Spotiebni material

plastové kultivaéni lahve (TPP Trasadigen, Svycarsko)
panely 6-ti jamkové (TPP)

panely 1536-jamkové (Perkin Elmer)

cytometrické zkumavky 5 ml (BD Falcon, USA)

3.1.7 Pristrojové vybaveni

laminarni box HeraSafe (ThermoScientific, USA)
CO; inkubétor (ThermoScientific, USA)

inverzni mikroskop (Olympus 1X51, Japonsko)
Vi-Cell XR (Beckman Couter)

¢tecka mikrotitracnich desticek EnVision Multimode Plate Reader (Perkin Elmer)
Echo 555 (LabCyte, USA)

prutokovy cytometr FACS Calibur (BD, USA)
centifuga 5810R (Eppendorf)

analytické vahy (Scaltech, USA)

pH metr (P-LAB, CR)

vodni lazen Sub aqua 12 plus (Grant)

vortex genie 2T komplet (Scientific industries)
multi-rotator multi RS-60 (Biosan)

magnetic stirrer MSH 300 (Biosan)
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3.2 Metody

Pro ucely této bakalarské prace byly vyuzity metody méfeni cytotoxicity latek
pomoci MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2(4-sulfonyl)-
2H-tetrazolium) testu a prutokové cytometrie. Pomoci MTS testu byla nejprve zjisténa
toxicita latek na bunécné linii CCRF-CEM, na zaklad¢ vysledki testu byly vybrany
latky, které jsou aktivni, ale zaroven nejsou cytotoxické v nizSich koncentracich

(Tab. 3) a ty pak byly pouzity pro dalsi analyzy pomoci prutokové cytometrie.

Pratokova cytometrie je metoda, ktera umoznuje simultanni méteni a analyzu
fyzikalné-chemickych vlastnosti jednotlivych bunék. Lze ji pouzit i k analyze éstic,
jako naptiklad bakterii, vir, jader, chromosomi, apod. Tato metoda ma Siroké
spektrum aplikaci, jako napiiklad imunofenotypizace bun¢k, hodnoceni syntézy DNA,
RNA, aktivace apoptdzy, a tim i monitorovani vlivu protinadorovych 1é¢iv na bunéény
cyklus. Suspenzni butiky jsou pii prichodu pritokovou celou vstiikovany do stiedu
proudu oplastovaci (nosné) kapaliny, ktera proudi rychleji a soustied’'uje bunky
v centralnim kanalku (hydrodynamicka isofokusace). Takto jsou buinky dopraveny
az do méfici cely, kde je detekovan fluorescencni signal laserovym paprskem (Rahman,

2013).

3.2.1 Cytotoxicky MTS test

Principem testu je pfeména MTS pomoci mitochondrialnich dehydrogenaz
v metabolicky aktivnich buiikach pii teploté 37°C na ve vodé rozpustny formazanovy
produkt, jenz se kvantifikuje pomoci spektrofotometrie (Lai et al., 2014).

Pii MTS testu se vyuzivd zaporny naboj formazanového produktu, jenz je
rozpu$tén v médiu a k omezeni bunééné permeability oSetfen tetrazoliem. Tetrazoliové
reagencie se pouzivaji v kombinaci s meziprodukty ¢inidel akceptort elektronu, jako
jsou fenazin metylsulfait (PMS) nebo fenazin etylsulfat (PES), jez pronikaji pies
membranu zivé bunky a redukuji se. Dochazi k ptevodu tetrazolia na rozpustny
formazan (Berridge et al., 2005; Riss et al., 2013). Tento formazanovy produkt ma
maximalni absorbanci pii 490 nm, ktera je pfimo umérna poctu zivych bunék v kultuie

(Lai et al., 2014).
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Pro testovani cytotoxicity byly buiiky p¥ipraveny v koncentraci 1x10° bungk/ml
a naneseny na 1536-jamkové panely. Panely byly uchovavany pii teploté 37°C, vlhkosti
95 % a obsahu CO, 5 % a O, 20 % 24 hodin v inkubatoru. Po této dobé byly k buiikam
ptidany latky v koncentraci 50 uM a po 72 hodinach pusobeni nasledovalo ptidani 1 ul
MTS (8,5 mM) a inkubace po dobu 90 minut v inkubatoru. Poté byla na pfistroji
EnVision Multimode Plate Reader (Perkin Elmer) zméfena absorbance pti vinové délce
A =490 nm. Pro ucely bakalaiské prace byla zkouména cytotoxicita deviti vybranych
derivatu triterpent. Pokud byla zkoumana sloucenina schopna inhibovat proliferaci
nebo snizit viabilitu bun¢k, byla vyhodnocena jako aktivni a zafazena do sekundarniho
testovani.
V druhém kroku byly vSechny aktivni latky testovany v koncentra¢nim rozmezi 0,12 —
50 uM (v nasobku 4) pro stanoveni hodnot ICsq (stfedni inhibi¢ni koncentrace), jenz je
koncentrace, pii které dochazi k 50% inhibici Zivotaschopnosti bunék (Stepanenko
et Dmitrenko, 2015). Vysledky byly zpracovany pomoci MS Office Excel 2007
a vyhodnoceny v programu Dotmatics. Derivaty triterpend, jejichz hodnota 1Cso byla
mensi jak 10 uM (Tab. 3), byly pouzity pro nasledujici analyzy. Cytotoxicita vSech

derivatl byla testovana ve tiech nezavislych opakovanich.

3.2.2 Analyza bunécéného cyklu

Pomoci pritokové cytometrie byla provedena analyza bunéfného cyklu.
Jednotlivé faze bunétného cyklu byly stanoveny pomoci barveni PI, jenz jako
fluorescenéni barvivo interkaluje do dvoufetézcové DNA a umozZiuje tak
semikvantitativni stanoveni celkového obsahu DNA a distribuce bunéné populace
Vv jednotlivych fazich cyklu: GO/G1 faze (nereplikovany obsah), S faze (syntéza DNA),
G2/M faze (replikace DNA, Darzynkiewicz et Juan, 1997). Pii analyze buné¢ného
cyklu byl zaroven pouzit citratovy pufr k extrakci nizkomolekularnich fragmentt
a stanovena subdiploidni populace subGO0, typicka pro probihajici apoptozu.

Buiiky v 6-jamkovych panelech v hustoté 2,5x10° bundk/ml byly vystaveny
pusobeni derivati o koncentraci ICso nebo 5xI1Csy po dobu 24 hodin v inkubatoru.
Nésledovalo zpracovani vzorkli podle uvedeného postupu. Bunky byly sesbirany
do cytometrickych zkumavek, centrifugovany 5 minut pii 500 g, promyty nesterilnim

PBS a fixovany v 2 ml 70% etanolu pii 4°C. Takto pfipravené vzorky byly uchovany
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do druhého dne pii — 20°C. 24 hodin po fixaci byl etanol odstranén centrifugaci
(5 minut, 500 g), buiiky byly promyty PBS a rozsuspendovany v 1 ml citratového pufru,
poté byly piidany dalsi 3 ml tohoto pufru. Po centrifugaci (500 g, 5 minut) nasledovalo
pridani 500 ul roztoku Pl 1, po zvortexovani a 15 minutové inkubaci ve vodni lazni
pti 37°C ve tmé, bylo pfiddno 200 pl roztoku ribonukleazy A (0,7 M, 060M7000V,
Sigma-Aldrich, USA) a opét nasledovala 15 minutova inkubace za stejnych podminek.
Takto inkubované vzorky byly uchovany nejméné 1 hodinu pfti 4°C.

Analyza byla provedena na pritokovém cytometru FACS Calibur s pouzitim
argonového laseru (excitace pii 488) a softwaru CellQuest. K vyhodnoceni méfeni byl
pouzit program ModFit verze 2 (Verity Software House). Zastoupeni jednotlivych fazi

bunécného cyklu bylo zpracovéno v programu Excel (Microsoft Office 2010).

3.2.3 Analyza DNA syntézy

Princip metody je zalozen na detekci mnozstvi 5-bromo-2°-deoxyuridinu (BrdU)
zabudovaného do DNA bunék. BrdU je jako pyrimidinovy analog inkorporovan
namisto tymidinu do nové syntetizované DNA bunck a odrézi tak jejich schopnost
proliferovat. Mnozstvi inkorporované¢ho BrdU, a tedy mnozstvi bun¢k nachazejicich se
v S-fazi bunécného cyklu, je detekovano pomoci fluorescencné znacené protilatky

konjugované s BrdU.

Buiiky byly vysety na 6-jamkové panely v denzité 2,5x10° bundk/ml a 24 hodin
inkubovany s vybranymi derivaty 0 koncentraci 1Csy nebo 5xICsy pii 37°C
Vv inkubdatoru. Buniky byly v panelech znaceny 1 mM roztokem BrdU po dobu 30 minut.
Nasledovalo ptfevedeni do cytometrickych zkumavek a cenrtifugace pii 4°C a 500 g
5 minut. Po promyti PBS byly bunky fixovany do 2 ml 70% etanolu (4°C), vzorky byly
uchovany do druhého dne pii — 20°C. Nasledovala centrifugace (pfi laboratorni teplot¢,
500 g, 5 minut), postupné piidani 2 ml 2 M HCI/Triton X-100 (X100, Sigma-Aldrich,
USA) a 30 minut inkubace pifi laboratorni teploté. K inkubovanym vzorkim byly
ptidany 2 ml 0,1 M Na,B40O7 - 10H,0. Po zvortexovani a centrifugaci (5 minut, 500 g)
byly buniky promyty 2 ml pracovniho roztoku PBS-T, opét centrifugovany a po odsati
supernatantu bylo pfidano 200 upl nafedéné primarni protilatky (1:250) anti-BrdU
konjugované s IgG-FITC (clone MoBu -fluorescein izothiokyanat, S0030807, Exbio)

avzorky byly inkubovany 30 minut pii laboratorni teplot¢ ve tmé. Po inkubaci
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nasledovalo opétovné promyti 2 ml PBS-T a centrifugace (5 minut, 500 g). K ziskané
pelet¢ bylo piidano 200 pl zfedéné sekundarni protilatky Anti-Mouse-IgG-FITC
(025K60841, Sigma) v poméru 1:250 a inkubace probihala 30 minut ve tmé. K promyté
pelet¢ bylo pfidano 100 pl ribonukleazy A o koncentraci 10 mg/ml a buniky byly
ponechany 15 minut ve vodni 1azni pfti teplot¢ 37°C, ve tm¢. Na dalSich 15 minut bylo

ptidano 400 pl roztoku PI 2.

Takto ptipravené vzorky byly po 30 minutové inkubaci pii 4°C piipraveny
k analyze syntézy DNA pomoci prutokového cytometru FACS Calibur (argonovy laser,
excitace pii 488 nm) a softwaru CellQuest. Mira syntézy DNA byla zpracovana

v programu Excel.

3.2.4 Analyza RNA syntézy

Analyza RNA syntézy pomoci 5-bromouridinu (BrU) je zaloZena
na imunocytochemické detekci zaclenéného BrU do RNA bunék pomoci fluorescencné
znacené protilatky. Nukleotid BrU je v bunice fosforylovan a inkorporovan do nové
vznikajici RNA, jejiZ mnozstvi je pak pfimo imérné mnozstvi zabudovaného BrU.

Buiiky byly vysety na 6-jamkové panely o koncentraci 2,5x10° bungk/ml. Po 24
hodinové inkubaci s vybranymi derivaty o koncentraci ICsy a 5xICsy pii 37°C
Vv inkubdtoru, bylo pfidano 40 ul 100 mM roztoku BrU po dobu 30 minut. Nasledovalo
pfevedeni do cytometrickych zkumavek a centrifugace pii 4°C (500 g, 5 minut). Po
promyti 1XPBS byly buiiky fixovany do 2 ml 1%formaldehydu. Fixované bunky byly
uchovany pii 4°C. Po 24 hodinach byly buiiky odstiedény pii 500 g a 4°C, 5 minut. Po
odsati supernatanu nasledovalo promyti 3 ml 1xPBS + 1%glycin, centrifugace a odsani
supernatantu. Buiiky byly inkubovany 45 minut se 100 pl protilatky anti-BrdU-FITC
(fedéni 1:250) pii laboratorni teploté. Nasledovalo promyti PBS s 0,1%NP-40 + 0,1%
BSA (bovine serum albumin) a centrifugace (500 g, 5 minut). Po odsati supernatantu
byly bunky inkubovany se sekundarni protilatkou anti-mouse-lIgG-FITC (100 pl,
1:250), 30 minut ve tm¢ pii laboratorni teploté. Nasledovalo promyti PBS s 0,1%NP-40
+ 0,1%BSA. K peleté byl po kapkach ptidavan 1 ml 1% formaldehydu na mechanickém
rotatoru. Bunky byly homogenizovany 15 minut ve tmé za laboratorni teploty

a nasledné ponechany 1 hodinu v lednici pfi 4°C. Po centrifugaci a odsati supernatantu
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bylo ke vzorkim ptiddno 100 pl ribonukleazy A (0,7 M) a po dalSich 15 minutach 600
pl PI 2 snaslednou 15 minutovou inkubaci. Takto pfipravené vzorky byly zméteny

pomoci pratokové cytometrie jako v ptipadé analyzy syntézy DNA.

3.2.5. Detekce fosforylace histonu

Hlavni ulohou histonti je regulovat uspofadani DNA v chromosomech. Nejvyssi
urovné kondenzace dosahuje chromatin v pribéhu metafaze mitdozy. Tyto chromatinové
zmény jsou zahajeny béhem G2 faze (Slaby et al., 2015) Méieni fosforylace histonu H3
na Serl0 (H"**°) umoziuje detekci mitotickych bunék a tim jejich odligeni od bundk
v G2/M fazi.

Buiikky CCRF-CEM byly nasazeny na 6-jamkové panely a ovlivnény latkami
jako u pfedchozi metody. Vzorky byly sbirany do zkumavek a sto¢eny pii 4°C a 500 g
po dobu 5 minut. Po promyti PBS nasledovala fixace do 2 ml 70% etanolu pii 4°C.
Vzorky byly uchovany do druhého dne pii -20 °C. Nasledujici den byly buiiky promyty
PBS s 1 % FBS a po stoceni byl ke vzorkiim pfidan 1 ml vychlazeného roztoku 0,25%
Tritonu X-100 v PBS a vzorky byly 15 minut inkubovany pti 4°C. Poté byly vzorky
promyty PBS s 1% FBS a inkubovany se 100 pl sekundarni protilatky Alexa Fluor 488
goat anti-rabbit IgG (1705868, Life Technologies) v poméru 1:50 po dobu 30 minut
ve tmé pii laboratorni teploté. Buniky byly znovu promyty PBS s 1 % FBS a inkubovany
30 minut s 600 ul PI 3 roztoku ve tmé pti 37°C. Takto pfipravené vzorky byly zméieny
pomoci pritokové cytometrie jako V pfipadé¢ analyzy syntézy DNA. Pro méfeni
apoptozy byly pouZity vzorky zpracovany stejnym zplsobem. Mé&feni bylo provedeno
pomoci pratokového cytometru a softwaru CellQuest. Data byly zpracovany

v programu Excel.
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4. Vysledky

4.1 Cytotoxicky test MTS

Derivaty triterpent (Tab. 2) byly nejprve analyzovany z hlediska cytotoxicity
U bunééné linie CCRF-CEM. VSechny testované latky vykazovaly v koncentraci 50 uM
aktivitu na urovni inhibice proliferace ¢i snizeni viability bun¢k a byly pouzity pro
sekundarni testovani ke zjisténi hodnoty ICso. Vysledky MTS testu jsou uvedeny
v Tab. 3. véetné smérodatnych odchylek. Bunky CCRF-CEM byly ovlivnény derivaty
po 24 hodin, nasledné byl proveden MTS test a vyhodnocena ICso. Uvedené hodnoty

Vv tabulce ¢. 2 jsou primérem ze tii nezavislych opakovani; Cervené jsou vyznacené

derivaty majici hodnotu ICsp < 10 uM byly pouzity do dalSiho testovani.

Tab. 3: Hodnoty ICsq ziskané pomoci MTS testu. Cervend jsou uvedeny latky, které

mély hodnoty ICsg nizsi nez 10 uM a byly pouzity pro dalsi analyzy.

Kodové oznaceni LEM 1Cso (LM) + SD
2717 0,50 0,13
2718 12,25 2,11
2719 1,71 0,39
2720 8,96 2,63
2721 17,6 4,37
2722 >50
2723 34,36 6,73
2724 37,12 8,21
2725 28,8 5,96

4.2 Analyza bunécného cyklu a apoptozy

Bunéény cyklus byl analyzovan u derivatdh LEM2717, LEM2719 a LEM2720
po 24 hodinach pisobeni v koncentracich IC50 a 5xIC50. Analyza byla provedena ve
ttech nezavislych opakovanich. Ukéazané vysledky jsou reprezentativnim vzorkem

jednoho opakovani (obr. 5), hodnoty jsou shrnuty v grafu (obr. 6).

V porovnani s kontrolnim vzorkem vykazovala latka LEM2719 (1x) sniZeni
po¢tu bun¢k v GO/G1 fazi (nereplikovany obsah), k nartstu v S fazi (syntéza DNA)
dochazelo u LEM2717 (1x) a 2720 (1x), naopak vétsi pokles poctu bunek v S fazi byl
zaznamenan u latky LEM2719 (5x). Byl také zaznamenan narust v G2/M fazi (replikace
DNA) po ovlivnéni bunék CEM-CCREF latkami LEM2719 (1x i 5x) a LEM2720 (5%).
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Obr. 5: Histogramy znadzorniujici distribuci
bunécéného cyklu pro populaci bunécné
linie CCRF-CEM ovlivnéné derivity betA
V koncentraci ICx a 5x1Csp.

a) kontrola

b) LEM2717 ICs, (vlevo), 5x ICsq (Vpravo)
¢) LEM2719 ICs, (vlevo), 5x ICsq (vpravo)
d) LEM2720 ICsq (vlevo), 5x ICsq (vpravo)
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Obr. 6: Analyza bunécného cyklu.

. 4

LEM 2719 LEM 2720 LEM 2720

35,62 39,73 37,36
32,75 42,61 38,81
31,63 17,66 23,83

Graf shrnujici zmény v jednotlivych fazich bunééného cyklu po ovlivnéni latkami
LEM2717, 2719 a 2720 v koncentraci 1x a 5x1Csp. Primérné hodnoty jsou uvedeny
v procentech, je znazornéna smérodatna odchylka, data jsou vysledkem tii

nezavislych opakovani.

U stejnych derivatd byla analyzovdna také subGl populace typicka

pro apoptotické zmény v bunice. Analyza apoptozy (subG1l populace) po 24 hodinach

od ovlivnéni ukazuje narust v subG1 u derivatd LEM 2719 a 2720 v koncentraci 5xICsy,

Vv ostatnich pifipadech nebyla nalezena vyznamna zména (Tab. 4). Na Obr. 7 jsou

ukazany histogramy znazoriujici subGl populaci pro kontrolni vzorky (a) a latky

LEM2717 (b), LEM2719 (c) a LEM2720 (d) v koncentraci 1xIC50 (vlevo) a 5xIC50

(vpravo).

Tab. 4: Detekce subG1 populace po oviivnéni uvedenymi latkami u bunécéné linie
CCRF-CEM, shrnujici tabulka. Uvedeny procentualni vysledek je primérem ze tii

nezavislych opakovani.

derivaty subG1l (%) | +SD

kontrola 2.43 0.18
LEM 2717 1x 2.75 0.08
LEM 2717 5x 3.66 0.28
LEM 2719 1x 4.64 0.27
LEM 2719 5x 24.48 0.93
LEM 2720 1x 4.77 0.55
LEM 2720 5x 9.06 0.45
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Obr. 7: Analyza subGl1 populace
u bunécné linie CCRF-CEM.
Kontrolni vzorek (a), vysledky po
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4.3 Analyza syntézy DNA

Mnozstvi inkorporovaného BrdU je pfimo Umérmé mnozstvi bunék
nachdzejicich se v S fazi bunééného cyklu, tedy bunky pozitivné znacené BrdU jsou
povazovany za aktivn¢ syntetizujici DNA. Vysledky ukazuji, ze nejvyssi schopnost
indukce syntézy DNA ze zkoumanych latek ma po 24 hodinach inkubace s derivaty
LEM2717, naopak po ovlivnéni bunék CCRF-CEM latkami LEM2719 a LEM2720
v koncentraci 5xICsp dochazi ke snizeni syntézy DNA na minimum (Tab. 5, Obr. 8).

Tab. 5: Analyza syntézy DNA u bunécéné linie CCRF-CEM po ovlivnéni vybranymi
latkami. Uvedené vysledky jsou primérem ze tii nezavislych opakovani

se sm¢erodatnou odchylkou (SD).

derivaty ICs0 (uM) £ SD

kontrola 4556  0.19
LEM 2717 1x 48.49 0.31
LEM 2717 5x 47.22 0.70
LEM 2719 1x 41.51 0.20
LEM 2719 5x 1.40 0.25
LEM 2720 1x 41.11 0.02
LEM 2720 5x 0.34 0.20
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Obr. 8: Histogramy analyzy syntézy DNA u bunécné linie CCRF-CEM po ovlivnéni
uvedenymi latkami. Uvedeny histogram je vzdy reprezentativnim vzorkem ze tii

opakovani.
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4.4 Analyza syntézy RNA

Dalsim krokem byla analyza syntézy RNA pomoci detekce inkorporace BrU
do nové vznikajici RNA. Po 24 hodinach inkubace buné¢k CCRF-CEM s latkami
LEM2717, LEM2719 a LEMZ2720 byla vyhodnocena mira syntézy RNA pomoci
fluorescencné znacené protilatky specifické vici BrU.

Vsechny derivaty v koncentraci 1xICsy a 5xICsy vykazovaly snizeni RNA
syntézy (Tab. 6). K markantnimu snizeni doslo zejména u latky LEM2719 v porovnani

s kontrolnimi vzorky (Tab. 6, Obr. 9), a to v koncentra¢ni zavislosti.

Tab. 6: Procentudlni zastoupeni aktivné RNA syntetizujicich bunék v ramci S fize

bunééného cyklu. Uvedené hodnoty odpovidaji primérmym hodnotdm ze tii

nezavislych opakovani.

syntéza RNA

derivaty (%) + SD

kontrola 49.16 0.15
LEM 2717 1x 43.36 0.21
LEM 2717 5x 40.09 0.30
LEM 2719 1x 35.37 1.10
LEM 2719 5x 0.31 0.22
LEM 2720 1x 34.80 0.44
LEM 2720 5x 27.95 0.61
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Anti-BrU FITC
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Obr. 9: Bodové grafy zndzoriiujici monitorovdni aktivni syntézy RNA
po 24 hodinovém piisobeni uvedenych derivatii betA u bunécné linie
CCRF-CEM. Uvedeny histogram je vzdy reprezentativnim vzorkem ze tfi

opakovani.
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4.5 Detekce fosforylace histonu H3

Pomoci analyzy fosforylace histonu H3 na Serl0 je mozné detekovat zmény
v G2/M fazi bunééného cyklu, tedy bunky vstupujici do mitdzy. Stejné jako
u predeslych metod byly buitkky CCRF-CEM vystaveny pusobeni derivata betA po dobu

24 hodin, nasledné byla zméfena fosforylace histonu H3 pomoci pritokové cytometrie.

Oproti kontrole vykazovaly derivaity LEM2719 a LEM2720 zvySenou hladinu
fosforylovaného histonu H3 na Serl0, pfi¢emz nejvy$si hodnoty (zhruba 3x oproti

kontrole) vykazovala latky LEM2719 v koncentraci 1xICsq (Tab. 7, Obr. 10).

Tab. 7: Detekce fosforylace histonu H3%*°

po 24 hodindch piisobeni derivatit betA
U bunék CCRF-CEM. Uvedené hodnoty odpovidaji primérnym hodnotam ze tii

nezavislych opakovani.

derivaty pH3% (%) | +SD

kontrola 1.25 0.07
LEM 2717 1x 1.69 0.06
LEM 2717 5x 1.65 0.09
LEM 2719 1x 4.17 0.10
LEM 2719 5x 2.87 0.09
LEM 2720 1x 3.29 0.12
LEM 2720 5x 3.53 0.16
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Anti-BrU FITC
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Obr. 10: Bodové grafy zndzoriiujici distribuci pozitivné Anti-H3">*"'° -FITC
znacenych bunék po piisobeni uvedenych derivitit betA po 24 hodindch.
Vybrané histogramy jsou vzdy reprezentativnim vzorkem ze tfi nezéavislych

opakovani.
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5. Diskuze

Tato prace se zabyva studiem uCinkl derivati odvozenych pravé od betA
sohledem na jejich protinddorové ucinky u nadorové bunééné linie odvozené
od T-lymfoblastické¢ leukémie CCRF-CEM. Tato nadorova linie vykazuje vysokou
chemosenzitivitu a byla proto vybrana jako vhodny model ke studiu protinddorovych

u¢inkt derivatu.

Hlavnim cilem mé bakalafské prace byla identifikace moznych mechanismi
protinddorového pusobeni novych derivati triterpenti na urovni regulace bunécného
cyklu, syntézy nukleovych kyselin a fosforylace histonu H3. Pro studium ucinkl
derivati betA byly vybrany pouze ty derivaty, které vykazovaly cytotoxické hodnoty
ICs0 pod 10 uM.

Analyza bunééného cyklu ukazala zmény distribuce bunck v jednotlivych fazich
zejména po pusobeni derivatt LEM2719 a LEM2720. Jejich ucinky jsou vSak odlisné
Vv zévislosti na pouzité koncentraci (1% nebo 5xICsg). U latky LEM2719 dochézi pii
pouziti koncentrace 1x1Csq ke snizeni poctu bun¢k v GO/G1 fazi a naopak ke zvysené
akumulaci bun¢k v G2/M fazi, kterd je pozorovatelnd rovnéZ u koncentrace latky
odpovidajici hodnoté¢ 5xICso. U latky LEM2720 pii koncentraci 1xICsy doslo
k zablokovani bunék v S fazi a niz§i pocet bun¢k vstupoval do G2/M, pii pétinasobné
koncentraci pouzité latky doSlo ke snizeni poétu bun¢k v GO/G1 a S fazi a k nartstu
bun¢k v G2/M. V souvislosti s bunéénym cyklem byla také detekovana populace subG1
ukazujici na apoptotické zmény. Ziskané vysledky ukazuji mirny nardst bunék v subG1
populace po pisobeni vSech latek 1 v koncentraci 1xICsp, avSak nejvice patrné jsou
zmeény u latek LEM2719 (t¢mét 25 %) a LEM2720 (ptiblizné 9 %) v koncetraci 5x1Csy.
Tyto efekty jsou znamy i z literatury. Mezi hlavni popsané protinadorové ucinky betA
a jejich derivatu patii pravé regulace bunééného cyklu a indukce apoptozy (Wick et al.,
1999). Co se tyce bloku v S fazi, zjisténé vysledky u latek LEM2717 a LEM2720
Vv koncentraci 1xICsg koreluji s vysledky jinych skupin, naptiklad Santos et al. (2011).

Analyza syntézy DNA a RNA ukazala také zmény na urovni tvorby nukleovych
kyselin po ptisobeni derivat betA. Ke snizeni syntézy DNA doslo po ovlivnéni latkami
LEM2719 a LEM2720, pti¢emz snizeni DNA syntézy téméef na nulovou hodnotu
zpiisobila koncentrace 5xICsp. S témito vysledky souhlasi i vysledky syntézy RNA,

kdy doslo ke snizeni RNA syntézy u stejnych latek v koncentracni zavislosti. Pokud se
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podivame zpétné na vysledky analyzy bunééného cyklu pomoci PI, snizeni bunék
v S fazi je patrné zejména u latky LEM2719. Z literatury je znama regulace DNA
polymeraz ¢i topoizomeraz derivaty betA (Chowdhury et al., 2002, Mizushina et al.,
2003).

Detekce fosforylované formy histonu H3 na SerlO ukdzala zmény na urovni
G2/M faze a poctu bunck vstupujicich do mitézy. Ke zvyseni fosforylace H3 doslo
zejména u latek LEM2719 a LEM2720, nejvyssi hodnoty (zhruba 3x oproti kontrole)
vykazovala latky LEM2719 v koncentraci I1Csy. V piipadé¢ obou latek LEM2719
a LEM2720 doslo také k naristu bun¢k v G2/M fazi cyklu pii analyze pomoci PI.

Zjisténé vysledky méteni ukazuji na to, Ze ackoliv jsou si analyzované derivaty
triterpenoidl podobné strukturou, jejich G¢inek na nadorové bunky miize byt odliSny.
Vzhledem k ziskanym vysledkim je mozno fici, Ze mechanismy u¢inki jednotlivych
derivatl pasobi na trovni zmén v bunééném cyklu, indukce apoptézy a na trovni

syntézy nukleovych kyselin.

Tab. 8: Souhrnnd tabulka biologickych aktivit testovanych derivatii betA. Tabulka
shrnuje vysledky analyzy bunécného cyklu, syntézy DNA a RNA a fosforylace histonu

H3. Uvedené hodnoty jsou primérem ze tff nezavislych opakovani.

cytotoxicita| apoptoza | bundeny cyklus (%) | pH3>*™° S}[])nliﬁia S}énlile:\a

derivaty ICso (M) | sSubG1 (%) [GO/G1 S G2/M (%) (%) (%)
kontrola 2,43 40,48 40,83 18,69 1,25 45,56 49,16
LEM 2717 1x 0,50 2,75 3791 44552 17,58 1,69 48,49 43,36
LEM 2717 5x 3,66 41,54 40,80 17,66 1,65 47,22 40,09
LEM 2719 1x 1,71 4,64 31,74 39,18 29,08 417 41,51 35,37
LEM 2719 5x 24,48 | 3562 32,75 31,63 2,87 1,40 0,31
LEM 2720 1x 8,96 4,77 39,73 42,61 17,66 3,29 41,11 34,80
LEM 2720 5x 9,06 37,36 38,81 23,83 3,53 0,34 27,95
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Na zaklad¢ ziskanych vysledkt shrnutych v Tab. 8 mizeme usuzovat na dobrou
korelaci mezi snizenou akumulaci bunék v S fazi a snizenim syntézy nukleovych
kyselin po ptusobeni derivath LEM2719 a 2720. Zaroven je patrna dobra korelace mezi

Zjisténym procentem bunék v mitoze (pH3%™

) a zvySenou akumulaci bun¢k v G2/M
fazi. Dosazené vysledky mohou byt vyuzity pro dalsi pokrocilé testovani téchto latek
a k ziskani prospésnych informaci, které by do budoucna mohly pomoci pii vyzkumu

a 1é¢bé nadorového onemocnéni.
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6. Zavéry

o Byla vypracovana literarni reSerse shrnujici poznatky tykajici se triterpent a jejich
protinadorovych u¢inkti zejména na bunéény cyklus a apoptozu. Triterpeny se
antimikrobidlnich a  cytostatickych. Mezi prvni  popsané triterpeny

s protinadorovou aktivitou patii betA, jeji efekty byly popsany v fadé praci.

o V experimentalni Casti prace probchla identifikace mechanismi moznych
protinadorovych u¢inki novych derivata triterpent in vitro pomoci metod
prutokové cytometrie na bunééné linii CCRF-CEM u tii vybranych derivati betA.
Zejména latky LEM2719 a LEM2720 ukazovaly zmény v bunééném cyklu,
hlavné v S a G2/M fazi. S témito vysledky koreluji také data z analyzy syntézy
nukleovych kyselin a fosforylace histonu H3. U danych latek byl také zjistén
nariist populace v subGl fazi spojené s apoptotickymi pochody. Vysledky
bakalarské prace shrnuté v Tab. 8 jsou v souladu s vysledky jinych vyzkumnych

skupin zabyvajicich se derivaty betA.
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