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Souhrn

Cilem této prace bylo sledovani apoptézy a molekuldarnich zmén vyvolanych
mitoxantronem a mitoxantronem v kombinaci s kofeinem u lidskych nddorovych bunék.
Jako modelovy systém byla zvolena buné¢nd linie MOLT-4, odvozend od lidské
T-lymfocytarni leukémie. Nejprve jsme sledovali proliferacni aktivitu bunék MOLT-4
po vystaveni riznym davkdm mitoxantronu a ndsledn¢ jsme sledovali proliferacni
aktivitu bunék vystavenych plisobeni mitoxantronu spoleéné s kofeinem, jakoZto
inhibitorem ATM kin4zy.

Podrobnéjsi analyzu ovlivnénych bunék jsme provedli pomoci flow-cytometrie.
Vyuzivali jsme hodnoceni bunécného cyklu pomoci obsahu DNA v buiice a hodnoceni
apoptézy pomoci dudlniho znaceni za pouziti Annexinu V a propidium jodidu. Dale
jsme vyuzivali zmén optickych parametr rozptylu svétla. Zjistili jsme, Ze kofein rusi
blok v G2 fazi buné¢ného cyklu a v kombinaci s 0,5 nmol/l mitoxantronem mé na
bunky protektivni vliv, pozorovatelny zejména po 72 hodinich od ovlivnéni.

Nisledné jsme studovali zménu v mnoZstvi proteinii dileZitych pfi reparaci
buiiky a regulaci buné¢ného cyklu po ptsobeni cytostatika a inhibitoru ATM kindzy.
Zabyvali jsme se analyzou proteinu p53 a jeho fosforylovanych forem p53_serl5 a
p53_ser392, ddle jsme sledovali zménu v mnoZstvi proteinu p21, ERK1/2 a Stépeni
laminu B. Pro kontrolu nandsky jsme pouzivali stanoveni aktinu. Tyto zmény jsme
detekovali pomoci elektroforézy nasledované western blotem zakoncenym
imunodetekci. V této praci jsme potvrdili, Ze kofein zabraniuje fosforylaci proteinu p53
u bunék MOLT-4 a tim snizuje jeho stabilitu.

Teoretickd cast této diplomové prace charakterizuje apoptézu, mechanizmy
jejiho spusténi a regulace a déle pak regulaci bunééného cyklu zejména na molekularni
urovni. Jsou popsdny reparacni procesy vyvolané aktivaci ATM kindzy po poSkozeni
DNA. Popsano je také pusobeni mitoxantronu a kofeinu a nejsou opomenuty ani

metody detekce apoptézy at’ uz pomoci pritokové cytometrie nebo western blot

analyzy.

Kli¢ova slova: apoptéza, ATM kindza, pS3



Summary

The aim of the thesis was to observe molecular changes activated by
mitoxantrone and mitoxantrone in combination with caffeine (inhibitor of ATM kinase)
of human tumor cells. MOLT-4 cell line was selected as a model system; this cell line is
derived from human T-lymphocytic leukemia. At first we monitored the dynamics of
proliferation of MOLT-4 cells after exposure to different doses of mitoxantrone and
then we monitored dynamics of proliferation of cells after exposure to mitoxantrone in
combination with caffeine.

More detailed analysis was performed by flow-cytometry. We used evaluation of
cell cycle by measurement of DNA content in cell and apoptosis detection by dual
marking by Annexin V and propidium-iodide. We also used changes of optical
parameters of light scattering. We found that caffeine cancels the mitoxantrone-induced
G2 arrest of cell cycle and in combination with 0,5 nmol/l mitoxantrone has temporary
protective influence, detectable especially after 72 hours of exposition.

Subsequently, we studied changes in amount of proteins important for cell repair
and regulation of cell cycle after exposure to mitoxantrone and inhibitor of ATM
kinase. We analyzed protein p53 and its phosphorylated forms p53_serl5 and
pS3_ser392, then we observed changes in amount of protein p21, ERK1/2 and cleavage
of Lamin B. As loading control we used assessment of actin. These changes we detected
by electrophoresis followed by western blot and ended by immunodetection. We prove
in this thesis that caffeine blocks phosphorylation of protein p53 in cells MOLT-4 and
thereby lowers its stability.

The theoretic part of this diploma thesis characterizes apoptosis, mechanisms of
its initiation and regulation, and the regulation of cell cycle with special focus on
molecular mechanisms. Also described are repair processes triggered by activation of
ATM kinase, such as reaction to DNA damage and effect of cytostatic mitoxantrone and

ATM kinase inhibitor caffeine.

Key words: apoptosis, ATM kinase, p53
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1. Uvod

Znalost procest indukce a regulace apoptézy je velmi vyznamnd v moderni
1é¢bé nddorovych onemocnéni. Nddorovd onemocnéni pfedstavuji jednu z nejcastéjSich
piicin dmrti jak v Ceské republice, tak v celosvétovém méfitku.

Tato price je zaméfena na studium apoptézy, zabyvali jsme se zejména
prolifera¢ni aktivitou a mirou indukce apoptézy u ndadorovych bunék ovlivnénych
mitoxantronem a nespecifickym inhibitorem ATM kindzy (kofeinem). Nasledné jsme
studovali molekuldrni zmény k nimZ dochézi po ovlivnéni nddorovych bunék. Zaméfili
jsme se na expresi proteinli charakteristikych pro buné¢nou smrt a regulaci bunécného
cyklu (p53 a jeho fosforylované formy, Lamin B, ERK1/2 a p21).

V nasi prici jsme se zabyvali indukci apoptézy v modelovém systému, a to na
bunécné linii MOLT-4, jedna se o piiklad bunééné T-lymfocytarni leukémie. Maligni
lymfocyty, které se akumuluji u pacientll s chronickou lymfocytdrni leukémii, jsou
pfevazné klidové bunky vykazujici prodlouzenou Zivotnost diky selhdvajici
programované bunécné smrti (Reed, 1998).

V teoretické Casti je popsan soucasny stav problematiky souvisejici s indukci a
regulaci apoptézy. Je zde popsdna také regulace bunééného cyklu a plsobeni kofeinu,
jakozto inhibitoru ATM kindzy a cytostatika mitoxantronu. Zminka je také o
moznostech detekce apoptézy pomoci priitokové cytometrie a western blot analyzy.

K zjistovani miry indukce apoptézy jsme vyuzivali flow cytometrickych zmén a
k kvantifikaci exprese sledovanych proteint jsme pouZzivali elektroforézu a western blot

s naslednou imunodetekci.
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2. Teoreticka cast
2.1 Apoptoza

Termin apoptéza byl poprvé pouzit autory Kerrem,Wylliem a Curriem v roce
1972 (Krejsek a Kopecky, 2004). Definovali tak soubor specifickych morfologickych
zmén spojenych s atypickou formou bunééné smrti. Zd4d se, Ze apoptoza je
nejvyznamnéjsi forma patofyziologické smrti a nekréza je znacné vyjimecnéjsi nez se
pfedpokladalo v minulych letech. Vyznamnym znakem apoptézy, kterym se 1iSi od
nekrozy, je, Ze vznikaji bunécné fragmenty, které nejsou cilem velké imunitni odpovédi.
Apoptéza mé také pomalejSi mechanizmus smrti trvajici nékolik hodin az nékolik dni
v z4vislosti na iniciacnim podnétu.

Tato forma bunécné smrti mé velice podstatnou roli v rdmci imunitniho systému.
Za prvé je to je indukce imunologické tolerance. Pfi ziskdvani imunokompetence
prochdzeji bunky imunitniho systému fadou vyvojovych stiddii. Pokud jsou béhem
vyvoje identifikovany lymfocyty, jeZ jsou bud schopny interakce s télu vlastnimi
antigeny nebo jsou nefunkéni (pozitivni a negativni selekce T-lymfocytd v thymu)
dochdzi k jejich odstranéni apoptézou. A druhou, nemén¢ dilezitou roli je cytotoxické
ptsobeni CD8" T-lymfocytt a NK bunék. Cytotoxické buiiky imunitniho systému jsou
tak za urCitych okolnosti velice potentnimi induktory apoptdzy v cilovych (napf.
nadorovych) buiikdch. Dal$im stimulem k spusténi apoptézy mutze byt napadeni bunky
virovou infekci (Horejs a Bartiinkovd, 2005).

K indukci apoptézy dochdzi také pii odstranovani starych a nepotrebnych ¢i
nefunk¢nich bunék v pritbéhu ontogeneze.

Dle soucasnych poznatkil se apoptéza definuje jako konkrétni forma geneticky
fizené bunécné smrti. To znamend bunikou piisné stteZeny mechanizmus, regulovany na
Case zdavislou expresi a vzdjemnou interakci specifickych proteinii kddovanych vysoce
konzervovanymi geny. Principem je proteolytickd degradace bunécnych struktur a
zdarny prubéh je zdvisly na energii a udrZeni kontinuity cytoplazmatické membrany
(Krejsek a Kopecky, 2004).

Tato forma nedestruktivni programované bunécné smrti je dilezitd jak pro
embryondlni vyvoj a udrZzeni bunécné homeostazy, tak pro patogenezi mnoha nemoci
(Thompson 1995, Vaux a Korsmeyer, 1999).

Morfologicky je proces apoptézy charakterizovan svrasténim bunky v disledku

dehydratace, kondenzaci a fragmentaci jadra, puchytfkovaténim povrchové membrany
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pii zachovani jeji funkce a konecné vznikem apoptotickych télisek, kterd jsou in vivo
fagocytovédna fadou bunék (zejména makrofagy). DalSimi znaky bunécné apoptozy je
mobilizace intracelularnitho védpniku, aktivace transglutamindzy, kterd reaguje
s cytoplazmatickymi proteiny, ztrdta mikrotubuld a ztrdta asymetrie cytoplazmatické
membrany. VSechny tyto zmény zpusobuji, Ze se buiiky stavaji cilem fagocytdzy.

Pro vlastni destrukéni proces je nutnd pfitomnost dostatecné velkého mnozstvi
ATP, nedostava-li se ATP, buiiky hynou nekrézou.

Z hlediska pribéhu bunécného cyklu rozezndvame dvé formy apoptdzy, a to
¢asnou a odddlenou. K ¢asné apoptéze dochdzi béhem stejné faze bunécného cyklu, ve
které byly bunky poskozeny, tj. pted mitézou. Takto rychle do apoptdzy vétSinou
vstupuji bunky hematopoetického plvodu. K oddédlené apoptéze dochdzi béhem
bunééného cyklu nasledujictho po fazi bunééného cyklu, kde byly buiiky ovlivnény.
Obévuje se vétsinou, jsou-li buiikky vystaveny relativné nizkym davkam cytostatickych
latek. Bunka totiz nejprve vyhodnoti poskozeni jako subletdlni a poté béhem dalSiho
kola DNA replikace a mitézy je poskozeni piehodnoceno na letlni (Rezdcovd, 2004).

K aktivaci apoptézy dochdzi dvéma hlavnimi cestami a to vnitini
(mitochondridlni) a vné&j$i cestou. Po aktivaci nastupuje faze efektorovd, kterd je
charakterizovana postupnou aktivaci proteolytickych enzymu (kaspdz) a postupnym

Stépenim riiznych substrati.

2.1.1 Cesty indukce apoptozy
2.1.1.1 Vnéjsi cesta indukce apoptozy

Vné¢jsi cesta apoptézy vede pres tzv. receptory bunécné smrti. Mezi hlavni
receptory bunééné smrti patii CD95R a TNFRI1. Vedle téchto receptorti je mozné
apoptozu navodit pies receptor TRAIL-R1/DR4 a TRAIL-R2/DRS5 vazbou TNF-related
apoptosis-inducing ligand (TRAL, APO-2L), pficemz receptor TRAIL muze zpusobit
oba typy buné¢né smrti, jak apoptozu, tak nekrézu (Srivastava, 2001).

Za aktivaci apoptického signdlu je odpovédnd trimerizace ptislusného receptoru
smrti. Komplex proteinid spojenych s aktivaci CD95 je oznac¢ovan jako ,,smrt indukujici
signdlni komplex* - DISC (death inducing signaling complex). Komplex
CDI9SL/CD95R vaze pomoci adaptorové molekuly FADD (Fas-associated death

domain protein) mnoho molekul prokaspdzy 8, coz vede ke vzniku aktivni kaspazy 8,

procesem zvanym indukovand blizkost. Aktivni kaspidza 8 pak $tépi mnoho rtiznych
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substrat v buiitkdch a také prokaspdzu 3, kterd vede k aktivaci uplného smrticiho

programu buiiky (Rezdcovd, 2004).

2.1.1.2 Vniti'ni cesta indukce apoptozy

Vnitini cesta, nazyvana také mitochondridlni, je druhou moZnou cestou indukce
apoptdzy. Tato signdlni kaskdda je iniciovdna zejména v odpovédi na extraceluldrni
podnéty zpusobujici intraceluldrni poSkozeni, naptfiklad poskozeni molekul DNA. Je
aktivovdna ptes fosforylaci proteinu p53 a ddle pak aktivaci pro-apoptotickych ¢lenti
rodiny Bcl-2 (Bax, Bad, Bim a Bid).

Proteiny rodiny Bcl-2 jsou kliCové regulatory kontrolujici uvolnovani
cytochromu c a dal$ich faktorii z mitochondrii. Tyto polypeptidy maji vyznamny vliv na
apoptoticky proces, mutace v genech pro Bcl-2 mohou mit zdvazné nasledky pro
embryondlni vyvoj a patogenezi.

Proteiny této rodiny miiZeme rozd¢lit to tif skupin:

a) Antiapoptické ( Bcl-2, Bcl-Xp, Bcel-w, Mcl-1, A1/Bf 11, Nrf3, Boo/Diva
(Adams a Corry, 1998, Gross et al., 1999). VSechny tyto antiapopticti ¢lenové se
vyznacuji ctyfmi kratkymi Bcl-2 homolognimi doménami (BHI1-BH4), C-termindlnimi

hydrofobnimi konci, kterymi aktivuji cytosolovy povrch rtznych intraceluldrnich

membran.
b) Proapoptotické Bax-ptibuzné B2 Family
Anti-Apoptotic
faktory smrti jako Bax, Bak, Bok/Mtd —5 RS @——@- 502 BalxL
= Mel-1, CED-9
(Adams a Corry, 1998, Gross et al., 1999). ' e
. . Pro-Apoptofic
Tyto proteiny jsou svou strukturou & Bax, Bak
& 3 Diva
podobné prvni skupiné, ale postradaji BH4 e — e B X5
& @-Bix, Bim
koncovou doménu, av§ak maji diametralné s Bad, Bid. Egl-1
odliSny ucinek. I
oz e
Protein Bax z této podskupiny je @ onsmembring Do

schopen  pfivodit  smrt  bufiky i Obrézek 2.1: Prevzato 7 wikipedia
v pfitomnosti Sirokého spektra inhibitort

kaspdz. Bax se zacleni do mitochondridlni membrany a usnadni tak uvolnéni
cytochromu c. V odpovédi na integraci Bax do mitochondridni membrany dojde také
k uvolnéni endonukledzy G, coz zptsobi kondenzaci jaderného chromatinu a naslednou

apoptézu i v piitomnosti kaspazovych inhibitort.
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¢) BH3-ptibuzné proapoptotické faktory smrti majici jen doménu BH3: Bid,
Bik/Nbk, Blk, Hrk/DP5, BNIP3, BimL/Bod, Bad, Noxa, PUMA/Bbc3 a Bmf . Proteiny
této skupiny reaguji na rizné proapoptické signély (poSkozeni cytoskeletu, DNA).

V nepfitomnosti smrticiho signdlu je rodina Bcl-2 proteinti lokalizovdna
oddé€len¢ na organeldch. Anti-apopticti ¢lenové jsou soucdsti membranovych struktur
mitochondrii a endoplasmatického retikula. Pro-apoptoticti ¢lenové rodiny Bcl-2 jsou
lokalizovéni v cytosolu a cytoskeletu. Po pfijeti smrticiho signdlu dojde ke strukturnim
zméndm a pro- a proti- apoptoticti ¢lenové se setkdvaji na povrchu mitochondrii a tvoii
homo a heterodimery, které ptedstavuji prdh, urCujici, zda buiikka umie ¢i nikoliv
(Rezdcovd, 2004). Proteiny z rodiny Bcl-2 reguluji uvolnéni cytochromu c, ktery pak
aktivuje vlastni proces apoptézy. Dojde-li k pievaze proapoptickych ¢lentl, cytochrom c
se uvolni z mitochondrii a vytvofi komplex s Apaf-1 a prokaspdzou 9 (apoptozom).
Apoptozém pak nésledné aktivuje prokaspiazu 3. Aktivni kaspdza 3 pak Stépi cilové
proteiny jako napiiklad lamin B a dochdzi pak k rozstépeni jadra na apoptické kousky

(Rezdcovd, 2007).
Cesty indukce apoptozy:

Extrinsic
{receptor-mediated) [CDBEL} Intrinsic

|— Death ligand | TRAIL {mitochondria-mediated])
THNF -
FADD =
[TRADD]Ad ptor — Oeath receptor i
Pro- _
caspase-g ; : T
Caspase-g EHHEC 0 ¢ (Bak] _ Bcl-xL

Bid 0
L ochrome
l Caspase-9 S gyt

- i caspase-9 0
- I\Smacmmo

Cell death

Obrazek 2.2 prevzato z (www.dkfz.de)
2.1.2 Kaspazy

Kaspazy predstavuji velkou rodinu cysteinovych protedz. Jednotlivé kaspazy se

od sebe navzdjem 1iSi v primdrni struktufe aminokyselin a substratové specifité.
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V intaktnich bunikdch maji tyto protedzy minimdlni aktivitu, jelikoz jsou syntetizovany
ve formé inaktivnich proenzymt (Rezdcovd, 2004), které vyzaduji specifickou
enzymatickou aktivaci. Tyto zymogeny jsou tvofeny N-koncovou prodoménou a velkou
a malou podjednotkou. Mohou byt rozdé¢leny do dvou skupin - inicidtorové a
efektorové. Mezi inicidtorové kaspdzy fadime kaspdzu 8, 9, 10. Aktivni iniciaéni
kaspdzy se objevuji na =zaCatku receptorové 1 mitochondridlni cesty a jsou
charakterizovany piitomnosti rozsdhlych N-termindlnich domén DED (death effector
domain) nebo CARD (caspase recruitment domain), které pfispivaji k navozeni
proteolytické aktivity (Rudolfovd, 2008). Tyto kaspazy slouzi predevSim k aktivaci
kaspaz efektorovych. Mezi efektorové kaspazy patii kaspaza 3, 6, 7. Tyto kaspazy jsou
zodpovédné za vlastni vykon apoptické smrti. Kaspdzy selektivné $tépi cilové proteiny
na jedné nebo nékolika mdlo pozicich. Rozstépeni specifickych substrati méd za
nasledek nckteré charakteristické znaky apoptézy napt. St€peni jaderného laminu je
zodpovédné za zmensSeni jadra (Rao et al., 1996).

K aktivaci kaspdzové kaskddy miiZze dojit dvéma cestami - vné&jSi a vnitini.
Vnéjsi cestou pies receptory bunécné smrti dochdzi predevsim k aktivaci kaspazy 8,
kterd nasledné aktivuje prokaspazu 3. Kaspaza 3 je pak odpovédnd za vlastni apoptozu.
Pti aktivaci vnitini cestou dochdzi nejprve k aktivaci kaspazy 9, pfedevsim v disledku
uvolnéni nékterych faktorti jako napf. cytochromu c z aktivovanych mitochondrii.
Kaspaza 9 aktivuje zejména prokaspizu 3 a vysledkem je opét apoptéza (Rezdcovd,

2004).

Caspase Function
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1 @ & & D Inflammation
152 315 331 435
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Obrazek 2.3: upraveno dle www.nature.cz
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2.2 ATM kinaza a odpovéd’ na poskozeni DNA

Jedna se o proteinkinédzu, ktera je nepostradatelnd pro kontrolu bunééného cyklu
a opravu poskozené DNA. Tento 370 kDa velky fosfoprotein skladajici se
z 3056 aminokyselin patii do rodiny proteini piibuznych fosfatidylinositol-3-kindze
(Rotman a Shiloh, 1999). Bunécna lokalizace ATM je variabilni, primdrn¢ je ovSem
lokalizovéna v jadrech proliferujicich bunék. Je aktivovdna zejména dvoufetézcovymi
zlomy (double strand breaks-DSBs) DNA, které mohou byt zplisobeny napf.
ionizujicim zafenim nebo nékterymi cytostatiky. ATM muZe byt vSak aktivovédna i
slou¢eninami chromu (V), tyto slouceniny sice nezpusobuji DSBs, ale dokaZi aktivovat
tuto kindzu (Yang et al., 2003).

Ulohou ATM kindzy je zejména fosforylace dal§ich proteint. Fosforylace t&chto
proteinll je nezbytnd pro udrzovani genomické integrity, je vyznamnd pro spravnou
aktivaci kontrolnich bodii (checkpoints) bunétného cyklu a pro zahdjeni opravy
poskozené DNA. V kontrolnich bodech je provdadén dohled nad spravnou replikaci
genomu pred spuSténim vlastniho bunééného déleni. Tyto body ptedstavuji bariéru,
kterd chrdni organizmus pfed délenim a vznikem novych bunék s poSkozenym
genomem. Ztratou této bariéry dochdzi k destabilizaci genomu, kterd je charakteristicka
pro nadorové bunky. ATM dale funguje pti opravé DNA a regulaci apoptdzy a je tedy
kli¢ovym a kontrolnim ¢ldnkem bunécné odpovédi na vznik DSB (Khanna et al., 2001).

Za normdlnich okolnosti je tato kindza pfitomna v jadie ve
formé nefosforylovaného dimeru (Bakkenist a Kastan, 2003). Pii poskozeni DNA
disociuje na monomer a je fosforylovdna na serinu 1981. Je obecné pfijimano, Ze se
jedna o autofosforylaci, avSak neni dosud jasné, jak dojde k presmyku neaktivniho
dimeru na aktivni monomer.

U onemocnéni ataxia-teleangiectasia je gen kodujici tento enzym defektni. Jedna
se o autozomdlné¢ recesivni poruchu charakterizovanou imunitni nedostatecnosti,
neurodegeneraci, ndchylnosti k rakoviné a citlivosti k ionizujicimu zéafeni. Bunky
s chybéjici funkéni ATM kindzou projevuji defekty v opravach DNA, nedostatecnou
inhibici bunécného cyklu a maly nartst hladiny proteinu p53, coZ md za nasledek
zvysenou citlivost k ionizujicimu zéateni (Sun et al., 2007).

Mezi cile aktivované ATM kindzy patii pS3, Mdm?2 a Chk2, coZ ma za nasledek
blok v G1 f4zi. Déale pak Nbsl, Chk2 a Chkl, tyto fosforylace jsou zodpovédné za
hromadéni bun€k v S fazi. Dal$im cilem je Chkl, Brcal a hRad17, které zajistuji blok
v G2 fézi (Rezdcovd, 2004).

16



Mezi cile této kindzy patii také histon H2AX v okoli DSB, tato fosforylace se
pak Sifi po sousednim chromatinu, na ktery se pak vazi dalSi proteiny pottebné pro
reparacni a smrtici procesy (Vdvrovd et al., 2008).

ATM kindza fosforyluje také reparacni proteiny jako je Brcal (Breast cancer
gene product) na serinu 1423, Nbs1 a c-Abl. Brcal je fosforylovin ATM nepiimo (pies
Chk-2), aby se mohl nasledné spojit s proteinem Rad51 (Lee et al, 2000). Ten
katalyzuje ATP-dependentni pdrovini a vyménu vldken mezi homolognimi useky DNA
a jeho aktivitu moduluje fosforylaci dal§i ATM podftizeny substrat, c-Abl (Yuan et al.,
1998). c-Abl je onkoprotein, pfi jehoZ nedostatku nedochdzi k bloku v G1 ani G2 fazi
bunécného cyklu a neni iniciovdna apoptéza (Kharbanda et al., 1998). c-Abl muze také

aktivovat stresem aktivované protein kindzy (SAPK) vedouci k transkripni regulaci

genl odpovidajicich za stres.

2.2.1 Aktivace kontrolnich bodi bunééného cyklu

Bunécny cyklus je uspotfddany sled udélosti, pti kterych bunka zdvoji sviij obsah
a ndsledné se rozd¢€li na dvé bunky dcefinné.

Béhem bunécného cyklu musi byt genom zreplikovdn, organely a
makromolekuly adekvatn¢ zduplikoviany a ndsledné¢ rozdéleny do dvou dcefinnych
bungk.

Buiikka se pfipravuje na
bunééné déleni béhem interfaze,
kterd se skladd ze tif fazi: G1 a G2
faze (G z anglického gap = mezera)
a S-fize (syntetickd). Bunka v
nepiiznivych podminkach nebo pfi
obdrZzeni pfislusSnych inhibi¢nich
extraceluldrnich  signdlti, muze
setrvat v G1-fazi nebo vstoupi do
klidové GO faze. V této fazi bunky

obvykle nerostou a mohou v ni

zustat nékolik dnt, tydntl ¢i mésict.

Obrazek 2.4 ( prevzato .. . e .
z www biclogycorner.com) V Gl-fazi bunka zvétSuje svoji
Obrazek ilustruje faze bunécného cyklu velikost a zdvojuji se organely.
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Béhem S-fize buiika replikuje DNA a syntetizuje specifické proteiny asociované s
DNA. V G2-fazi probihd syntéza proteind potiebnych pro vstup do mitézy.

Dalsi fazi je faze mitoticka - M-faze, pfi niZ dochézi k rozdé€leni bunky na dvé
bunky dcefinné. M-fize zahrnuje jaderné dé&leni (mitézu) s ndslednym
cytoplazmatickym délenim (cytokinezi).

U eukaryotickych bunék se vyvinula komplexni sit’ regula¢nich proteind, které
fidi prab¢h bunécného cyklu. Tato sit musi reagovat na velikost buiky, replikaci
genomu a extracelularni signdly. Musi byt zajiSténo zduplikovdani DNA a rozdéleni
buiiky. Bunky si vyvinuly systém regulace zaloZeny na kontrolnich bodech — specificka
mista bunécného cyklu, kde buiika ovétuje, zda vSechny predchozi udélosti (napt. DNA
replikace) prob&hly spravné.

Poskozeni DNA aktivuje kontrolni body bunécéného cyklu, které zpomaluji
prostup buiiky bunénym cyklem, coZ poskytuje ¢as na opravu kritickych poSkozeni

DNA. Kontrolni body jsou na tfech mistech buné¢ného cyklu: G1/S piechod, prostup
pies S fazi a G2/M rozhrani.

—
& H2AX .
DNArepair
% " Radsl<— DRCAI
/

Nibrin/RadS0/Trell
T IkBE
Ku70/Ku86 /
33
NFxE pl
\ 5 “/
Apoptosis

Obrazek 2.5: (pfevzato z atlasgeneticsoncology.org)- Odpovéd na
dvoutetézcové zlomy DNA (DSBs). ATM ovliviiuje mnohé proteiny, které zpusobi
zastavu bunécného cyklu v kontrolnich bodech, zvySeni opravy DNA a zabrinu

apoptozy.
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2.2.1.1 Protein p53 a G1/S kontrolni bod

Lidsky gen pro nddorové-supresorovy protein p53 je lokalizovdan na kratkém
raménku chromozomu 17. Celkova délka genu je ptfiblizné 20kb a je sloZen z 11 exond,
znichZz jeden je nekddujici, a 10 intronti. Tento fosfoprotein sklddajici se z 393
aminokyselin byl objeven roku 1979. Obsahuje 4 hlavni funkéni domény. Na N-konci
proteinu je transkripéné-aktivni doména, v centralni ¢asti je DNA-vaznd doména a na
C-konci se nachazi oligomeriza¢ni a regulacni doména (Kotala et al., 2002).

Protein p53 je jaderny transkripéni faktor, ktery ma schopnost pusobit proti
nadorové transformaci bunék. U vice neZ poloviny lidskych nadort dochdzi k deleci
nebo mutaci v genu p53 (Uldrijan et al., 2002).
nejruzngjsi formy bunécného stresu. Je vyznamny v nékolika fazich bunécného cyklu
pocinaje zdstavou bunécného cyklu, pfes inhibici replikace DNA, fizeni diferenciace,
regulaci transkripce a reparace DNA. V pfipad¢ rozsdhlého poskozeni DNA, které jiz
nelze opravit, indukuje tento protein smrt bunky apoptdézou a tim brani pienosu
poskozené DNA do dcefinych bunék.

Aktivaci a stabilizaci proteinu pS3 provazi fada posttranslacnich modifikaci této
molekuly zahrnujicich fosforylaci na Ser-15, 20, 33, 37, 392, defosforylaci Ser-376
(Waterman et al., 1998) a acetylaci Lys-382 (Sakaguchi et al., 1998).

ATM zajistuje fosforylaci proteinu p53 na Ser-15, ddle pak neptimo pies Chk2
kindzu na serinu 20 (Chebab et al., 1999). Pozd¢jsi udrzeni fosforylace na Ser-15
zprostiedkovava ATR. Aktivace protein-kindzy C puasobenim UV A zéfeni (nikoliv
vSak UV B a UV C) vede k fosforylaci p5S3 na serinu 371, 376, 378. Kasein kindza II
vazbou na p53 v dusledku ptsobeni UV i ionizujiciho zafeni fosforyluje p53 na serinu
392, zvySuje tetramerizaci a reguluje na pS3 zavislou transkrip&ni represi (Sakaguchi et
al., 1997, Szkanderovd et al., 2003). Dale je za potiebi k defosforylaci Ser-376, ktery
tvofi vazebné misto pro proteiny 14-3-3. Spojeni proteinu pS53 s 14-3-3 postupné
zvySuje afinitu p53 k sekvencné-specifické DNA (Waterman et al., 1998).

DuleZitou molekulou pro degradaci p53 je Mdm2 onkoprotein. Exprese proteinu
Mdm?2 je transkripcné indukovana proteinem p53, a protoze se Mdm2 zarovei podili na
jeho degradaci, vznikd tak zpétnovazebnd regulacni smycka, kterd omezi plisobeni
proteinu p53 jen na dobu nutnou pro iniciaci transkripce cilovych genii (Uldrijan et al.,

2002). Mdm?2 se vdze na N-termindlni konec proteinu p53, potlacuje jeho aktivitu a
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zprostiedkovdava jeho odstranéni z jadra bunky. Takto oznaCeny protein p53 je
pfedurcen k likvidaci v proteazému.

Funkce Mdm2 je rovnéZz regulovdna pomoci fosforylaci. Fosforylace
katalyzovand ATM kindzou vede k inaktivaci Mdm?2 a akumulaci p53. Musi vSak byt
zduraznéno, Ze indukce fosforylace na Ser-15 a akumulace p53 v A-T buiikdch je sice
zpomalena, vSak ne zcela zruSena. Toto pozorovani ukazuje, Ze ATM kindza neni jedina
proteinkindza kterd indukuje p53 odpovéd’ na bunény stres (Rotman a Shiloh, 1999).

Dal§im vyznamnym proteinem podilejicim se na degradaci p53 je komplex
bunééného proteinu E6-AP (E6-associated protein) s onkoproteinem E6 nékterych
lidskych papilomavirti. V nepiitomnosti E6 se bunécny protein E6-AP na degradaci p53
nepodili, ale interakce s E6 méni pravdépodobné jeho substratovou specifitu a umozni
tak ubikvitinaci p53. Predpokladd se, Ze tento mechanizmus degradace p53 je jednim
z kritickych faktort pro vznik karcinomu délozniho ¢ipku (Uldrijan et al., 2002).

G1/S kontrolni bod u sav¢ich bunék je zavisly na proteinu p53. Pfi poskozeni
DNA se aktivita tohoto transkripcniho faktoru zvysuje. Efektem p53 na G1/S prechod je
zvySovani exprese p21, coZz je inhibitor cyklin-dependentnich kindz, které kontroluji
vstup do S féze.

Protein p21 je 164 aminokyselin dlouhy polypeptid a molekulové hmotnosti
21 kDa, ktery je lokalizovany v jadfe buiiky. Za normadlnich fyziologickych podminek
md protein p21 schopnost vytvafet komplexy s riznymi cyklin/CDK komplexy (N-
koncova doména proteinu, aminokyseliny (1-80) a s proliferacnim jadernym antigenem
PCNA (C-koncovd doména proteinu, aminokyseliny 142-163). Tento proliferacni
jaderny antigen se ucastni procesu replikace (jako soucdst DNA-polymerazy),
rekombinace a reparace DNA. Interakce proteinem p21 brani PCNA vytvafet aktivni
komplex s DNA-polymerdzou, jehoz piitomnost je nezbytnd pro spravny prubéh
replikace, nenarusuje vSak reparacni funkce PCNA. Timto mechanizmem se tedy p21
podili na inhibici syntézy DNA a navozeni zastavy bunécného cyklu v G1/S kontrolnim
bod¢ (Pospisilovd, Vojtések, 2004).

P21 je inhibitor cyklin-dependentnich kinédz, jeZ fosforyluji a tim inaktivuji
retinoblastoma protein - RB. Funkce RB proteinu spo¢ivd v negativni expresi
transkripcniho faktoru E2F, jeZ je nezbytny pro aktivaci transkripce genii specifickych
pro S-fazi. Nefosforylovany RB protein vaze E2F faktor a tim brani jeho vazbé na DNA
(Rezdcovd, 2004). E2F ma viak dudlni funkci. Jednak #di vstup bundk do S fize a
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jednak pfi poskozeni DNA gama- nebo UV-zafenim se vaze na pS3 a tim je iniciovana

apoptoza.

2.2.1.2 G2/M Kkontrolni bod

Blok bunécného cyklu v G2 fazi je dulezity pro opravu poskozené DNA pied
vstupem do mitdézy (M féze). Zastava cyklu v G2 fazi je zajiSténa cestou na p53
zavislou (p53 dokdze redukovat fosforylaci tyrosinu Cdc2) a na p53 nezdvislou
(naptiklad Kastan et al., 1991) .

Mechanizmus, kterym p53 reguluje G2/M kontrolni bod zahrnuje regulaci cyklin
dependentni kindzy Cdc2, kterd je nepostradatelnd pro vstup pro vstup do mitdzy
(Nurse, 1990). K aktivaci Cdc2 jsou potiebné vazba k cyklinu B a fosforylace na
threoninu 161 CDK-aktiva¢ni kindzou (CAK) (Pines, 1995). Béhem G2 faze je komplex
Cdc2/Cyklin B udrzovin v neaktivni formé diky fosforylaci Cdc2 na tyrosinu 15 a
threoninu 14. Na zacitku mitézy jsou ob¢ tyto rezidua defosforylovdna pomoci
fosfatdzy Cdc25 (Draetta a Eckstein, 1997). Cdc2/Cyklin B pak muZe fosforylovat
Cdc25, pozdéji aktivovat a iniciovat pozitivni zpétnovazebnou smyCku (Izumi a Maller,
1993). Fosforylace Cdc2 na tyrosinu muzZe byt redukovana diky proteinu 53, nicméné
tento ucinek na aktivitu Cdc2 je zavisly na bunécném typu (Tailor a Stark, 2001).

Dobte popséna je také p53-nezdvisla cesta inhibice Cdc2 aktivity v odpovédi na
DNA poskozeni. DNA poSkozeni stimuluje aktivitu ATM a ATR, které aktivuji Chkl a
Chk2, které poté fosforyluji Cdc25, coz zpusobi vytvoreni vazebného mista pro protein
rodiny 14-3-3, které kotvi Cdc25 vcytoplazmé, kde nemtize defosforylovat
Cdc2/Cyklin B (Kumagai a Dunphy, 1999). Tak ATM a ATR inaktivuji Cdc2 —
snizovanim defosforylace na reziduich tyrosinu 15 a threoninu 14. Proto u A-T bunék
selhdva zastava v G2 fazi po ozafeni ptred vstupem do mitdzy.

Farmakologické odstranéni G2 bloku po vystaveni bun¢k cytotoxickému
poskozeni muze byt jednou z terapeutickych strategii ke zvySeni citlivosti nddorovych
p53 negativnich bun€k k danému agens. Mezi latky, které zptsobuji zkraceni G2 bloku

bunécného cyklu, patii naptiklad kofein.
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2.2.1.3 Kontrolni bod S faze

Aktivace kontrolniho bodu S faze poSkozenim DNA je manifestovdna jako
pfechodnd redukce syntézy DNA. Tato inhibice se projevuje regulaci na drovni iniciace
replikace (Larner et al., 1994). Molekularni mechanizmus, ktery signalizuje pfitomnost
poskozeni DNA replikaCnimu apardtu zistidva zatim nejasny. Rychld inhibice DNA
syntézy béhem S faze je ve vztahu s down-regulaci aktivity cyklinA/Cdk2 komplexu.
Molekularni jev, ktery spojuje ATM s inhibici aktivity cyklinA/Cdk2 je nejasny, je
vSak zfejmé, Ze pro regulaci zastavy cyklu v S fazi je ATM kindza nezbytnd. ATM
fosforyluje Chkl, Chk2 a Nbsl. Je mozné, Ze Chk2 je zapojena do inhibice vSech ti{
Cdc25 fosfataz (A, B a C) (Rotman a Siloh, 1999).

Dalsi potenciondlni efektor zastavy cyklu v S fazi je replikacni protein A (RPA),
heterotrimericky komplex s vysokou afintou k jednovldkné DNA. RPA je potiebny pro
DNA replikaci, rekombinaci a opravu. Podjednotka tohoto proteinu RPA2 je
fosforylovdana Cdc2 na Ser-23 a Ser-29 béhem S a G2 faze bunééného cyklu (Rotman a

Siloh, 1999).

2.2.1.4 Check point kinazy
bodech, patii Chkl a Chk2, jejichZ fosforylace ATM kindzou vede k inhibici funkce
fosfatdz Cdc25A a Cdc25C odpovédnych za prichod pres G1/ Sa G2/M klicové
kontrolni body. Obé tyto serin/threonin kindzy jsou strukturné nepiibuzné, avsak jejich
funkce se prekryvaji.

Chkl je evolucné starou kindzou identifikovanou poprvé u kvasinek. Jde o
labilni protein objevujici se prevdzné v S a G2 fazi, jeji sprdvna funkce mé zdsadni
vyznam pro spravny prubéh bunéného cyklu u zdravych bunék. Chkl  brani
hyperfunkci Cdc25A fosfatazy, protoze piimym cilem této fosfatizy je komplex cdk2
s cyklinem E, jehoZ nekontrolovand exprese vede k chromozomélnim aberacim.

Chk1 kinéza je po ozéreni fosforylovana pomoci ATM na serinech 317 a 345,
coz vede k jeji aktivaci. Jeji aktivace po poskozeni DNA nevyZaduje dimerizaci ani
autofosforylaci. Chk1 kindza pak reguluje interakci mezi Cdc25¢ a proteinem 14-3-3,
fosforylaci Cdc25c na serinu 216 (Graves et al., 2000). Protein 14-3-3 odpovida za
export Cdc25 fosfatdz z jadra a jejich degradaci v cytoplazmé. Nefunkéni Chkl1 kinédza
tedy zptsobi defektni odpovéd’ na poskozeni DNA buiiky. Bunika nevstoupi do bloku

v Sa G2 fazi a neumi odbourat Cdc25A fosfatdzu a tak dochazi k vzestupu hladiny
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Cdc25A vysoko nad fyziologické hodnoty. Tento vzestup ma vyznamné nésledky pro
prichod bun€k bunéénym cyklem, neprogramovanou syntézu DNA a pro bunécnou
smrt.

Chk2 kinéza je stabilni protein exprimovany v prabéhu celého bunécného cyklu.
K jeji aktivaci dochdzi v disledku odpovédi ATM/ATR na dvojité zlomy DNA.
Aktivace této kindzy na rozdil od Chkl zahrnuje autofosforylaci a dimerizaci.
Predpoklada se, ze ATM fosforyluje threoninova a serinové rezidua v regulacni Casti
molekuly Chk2, zejména threonin 68. Fosforylace threoninu 86 je nezbytnym
pfedpokladem pro dalsi aktivacni krok, autofosforylaci Chk2 na tyrosinu 383 a 387
v aktivaéni kliéce kindzové domény (Rezdcovd, 2004).

Cdc25A fosfatdza je protoonkogenem regulujicim bunécny cyklus. Ve zvySené
mife je exprimovana v agresivnich tumorech a je cilem Chk1 a Chk?2 kindz, které plisobi
jako tumor supresory. Tyto tumor supresory (Chk1 a Chk1 kindza) jsou Casto mutovany

u nadorovych bunék (Rezdcovd, 2004).

2.3 Reparace dvouvlaknych zlomi DNA

V reparacnich procesech dvouvldknych zlomi DNA prevlddaji dva zakladni
mechanizmy. Prvnim mechanizmem je homologni rekombinace (HR) a druhym je
nehomologni rekombinace (nehomologenous end-joining, NHEJ).

K homologni rekombinaci dochdzi zejména v G2/M fazi bunécného cyklu
v misté replikaéni vidlicky. Tento typ repara¢niho procesu vyuZivaji predevSim
jednoduché organizmy jako jsou kvasinky. Homologni rekombinace pouziva
homologickou DNA sesterské chromatidy jako matrici pro znovuspojeni DSB, to
umoziuje opravit a spravné spojit poSkozené konce DNA. Je realizovdna predevSim
ptes proteinovy komplex Mrel1/Rad50/Nbs1. K HR jsou ddle nutné zejména proteiny
Rad52, Rad51 a jeho homologni proteiny - XRCC2 a 3. Aktivita Rad51 mtze byt pfimo
stimulovdna Rad54 a DNA-dependentni-ATPé4zou. Existuje 1 moZnost pfimé interakce
Rad51 a XRCC3. Tyrosinkindza cAbl moduluje aktivitu Rad51 pomoci fosforylace.
Zde existuje i spojeni s ATM, kterd po poskozeni DNA zpusobuje fosforylaci BRCA1 a
c-Abl (Vdvrovd et al., 2008 ).

NHE]J je zodpovédnad za reparaci ve vSech fazich bunééného cyklu. Tento systém
neni schopny piesn¢ rozpoznat, které Casti maji byt spolu spojeny, coZ muze vést

k Siroké skdle zmén ve strukture DNA. NHEJ je dulezitd pfedevSim pro vyssi
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eukaryotni organizmy. V procesu reparace pomoci NHEJ jsou dilezité predevSim
DNA-dependentni proteinkinédzy, heterodimer Ku70 a Ku80, DNA-ligaza IV a XRCC4.

Zatimco NHEJ reparace je rychly proces, HR je relativné pomalejsi. Funkce
ATM je spojena s HR, coz dokazuje, Ze ATM kontroluje predevsim klicovy kontrolni
bod pro HR a Ze NHEJ reparace neni zavisla na bloku buné¢k v klicovych kontrolnich
bodech (Rezdcovd,2004).

V bunééné odpovédi na poskozeni DNA jsou dillezité také geny Brcal a Brca2,
mutace spojené s témito geny jsou v souvislosti s vétsi predispozici ke karcinomim prsu

(Martin a Weber, 2000). Buiiky s mutacemi Brcal a Brca2 Spatné reparuji DSB.

2.4 Mitoxantron (mitoxantroni dihydrochloridum, MTX)
Mitoxantron, 1,4-dihydroxy-5,8-bis[[2-[(2-
H hydroxyethyl)amino]-ethyl]amino]9,10-antracendion

N
.-"‘""-\“'_,,.a
QH © HN 7 OH dichlorid, je pevnou tmavé modrou krystalickou latkou

C‘G rozpustnou ve vod¢, kterd se podoba svou chemickou

strukturou antracyklinovym antibiotikim a mé i
OH O HN._~ ~_OH VIHmovy
H podobny mechanizmus dcinku (interkalace a dcinek na

topoizomerazu II). To vede ke zlomim molekuly DNA
Obrazek 2.6

Strukturni vzorec MTX a k poruchdm transkripce 1 replikace DNA pied

rozdélenim bunky. Mimo to se na cytotoxickém ucinku

muZe podilet i jeho pevnd vazba na cytoskeletdlni protein cytokeratin 8. MTX na rozdil

od antracyklinii nepusobi tvorbu kyslikovych radikald, piesto vSak ma toxické ucinky

na myokard. Z hlediska bunécného cyklu patii mezi nespecifickd cytostatika, s urcitou

pfevahou inhibice ve fazi G2. V plazmé se rychle vdZze na proteiny a pronikd do
krevnich elementd.

Pouziva se kindukcéni 1écbé akutni myeloblastické leukémie (v kombinaci

s cytarabinem), jako cytostatikum druhé volby u Hodgkinovy choroby a nehogkinskych

vvvvv

Dopliikovym lékem muze byt téZ u sarkomti mekkych tkani, u mezoteliomu, karcinomu

zaludku, u malobunééného karcinomu plic a u karcinomu mocového méchyie (Klener,

1996).
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2.5 Kofein jako inhibitor ATM kinazy

Jedna je o alkaloid s purinovym jadrem (1, 3, 7-

)
CH . . . " ix o -
H / ®  trimethylxanthin), ktery je obsaZen v celé fadé produkti jako
3 N
C\N | > je kdava, c¢aj ¢i kakao. Kofein je schopny ruSit zdstavu
o )\N N/ bunécéného cyklu v G2 fazi v odpovédi poskozeni DNA. Diky
|

schopnosti rusit blok v G2 f4zi byl pouzivan k identifikaci
CH
? role pS3 v G2 kontrolnim bodu. Bylo zjiSténo, Ze kofein

Obrazek 2.7 dokdaze inhibovat G2 blok 1 u bunék, kterym chybi p53, proto
Strukturni vzorec

. lze usuzovat, Ze pasobi mechanizmem na p53 nezdvislym.
kofeinu

(Rezdcovd, 2004). Kofein zamezi reparaci v G2 fizi a ma
radiosenzibilizujici efekt, predev§im u bun€k, kde je poSkozeni reparovano
mechanizmem homologni rekombinace (Rezdcovd, 2004).

Mechanizmus pisobeni kofeinu neni zcela zndm. Podle starSich teorii autori
Tempela & Zallingera (1997) je efekt kofeinu pravdépodobné podloZen tvorbou adukta
s DNA. V soucasné dobé vSak pfevlddd nédzor, Ze kofein inhibuje ATM a také ATR
kindzu. Mira inhibice ATM je =zavisla na koncentraci kofeinu. Vé&tSina jeho
fyziologickych ucinki je vysvétlovana interakci s cAMP fosfodiesterazou (Kaufmann et

al., 2003).

2.6 Bunécna linie MOLT-4

Buiikky hematopoetické nddorové linie MOLT-4 jsou odvozeny od lidské T-
lymfocytarni leukémie. Bunky MOLT-4 maji wild formu proteinu p53 (Szkanderovd et
al., 2003) a dojde-li k apoptéze v disledku oziteni, je podobné jako u T-lymfocytil
navozena apoptéza vnitini (mitochondridln{) cestou (Rezdcovd et al., 2005).

Tato bunéénd linie je vhodnym modelovym systémem pro studium
molekuldrnich mechanizmti apoptézy u T-lymfocyth a leukémii. T- lymfocyty patii do
skupiny leukocyti pochdzejicich z lymfoidni linie. Nachdzeji se v krvi, lymfé a
lymfatickych tkanich. Jednd se o bunky podilejici se na spravné funkci imunitniho
systému. Hlavni ¢ast vyvoje T-lymfocyti probiha v thymu. Thymus opoustéji dvé
hlavni subpopulace: prekurzory pomocnych T-bunék (Ty), které maji na povrchu
receptor CD4 a prekurzory cytotoxickych T-bunék (Tc), které maji misto receptoru
CD4 receptor CD8 (Horejs a Bartuinkovd, 2005). Specificky rozpozndvaji antigen a i
jako zralé buiiky si zanechdvaji proliferacni potencidl. Charakteristickou vlastnosti

zralych lymfocytl je schopnost cirkulace mezi krvi a lymfou.
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2.7 Metody detekce apoptozy

V poslednich letech je apoptoza velice diskutovanym tématem bunécné smrti,
proto i zdjem o metody detekce je veliky, zejména v oblasti onkologie a imunologie.
Tento zdjem vychdzi zejména z faktu, Ze apoptdza se objevuje fyziologicky, nebo je
manifestaci patologického stavu, je aktivnim regulovatelnym postupem bunécné smrti.
Zajmem onkologie je pfedevSim zjistit, jakd je spontdnni schopnost jednotlivych
nadorovych bunék hynout apoptézou i schopnost protinddorovych latek tuto apoptézu
navodit. Agresivita nddoru muiZe byt totiZ spojena se zménami schopnosti bunék
prodélat apoptézu. Strategii onkologie je je modulovat citlivost nddori a normalnich
bunék k protinddorovym latkdm tak, aby doslo ke zvySeni UCinnosti 1écby a snizeni
toxicity na normalni tkané.

V soucasné dob¢ existuje mnoho metod umoznujicich sledovani bunécné smrti.
Vybér urcité metody pro monitorovani apoptdzy (nekrdzy) zavisi zejména na bunécném
systétmu a zplusobu jakym byla apoptéza vyvoldna a v neposledni fad¢ také na
technickych a finan¢nich moZnostech pracoviste.

K detekci apoptézy se vyuzivd zmén, ke kterym v jejim pribéhu dochdzi.
Typicky se rozviji dehydratace, v dtsledku niz dochézi ke ztratdm intracelularni vody a
tim ke zméné tvaru buiky (svrasténi). Dal§i zménou je kondenzace jaderného
chromatinu. Je-li DNA kondenzovand, vykazuje pak chromatin hyperchromazii a barvi
se vice fluorescencnimi nebo svétlo absorbujicimi barvami. Dal§im vyuzivanym
znakem je naruSeni jaderné membrany, Stépeni laminu, aktivace endonukledz,
zachovani funkce plazmatické membrany, ztrata jeji asymetrie a dalsi.

Apoptoéza je charakterizovdna aktivni tcasti bunék na své destrukci, oproti tomu
nekréza je pasivni degradaéni proces. Casné znamky nekrézy jsou spojené se zvétsenim
mitochondrii ndsledovanym prasknutim plazmatické membrény a uvolnénim
proteolytickych enzymu. Nekréza vyvolava zanétlivou reakci a muze v tkdnich vést

k tvorbé jizev.
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Cell dehydration (shrinkage) Apoptotic bodies

o

APOPTOSIS =3

Chromatin condensation

Nucigar fragmentation

Obrazek 2. 8: Prevzato od Darzynkiewicz et al., 1997

Schéma ilustruje morfologické a biochemické zmény béhem apoptdzy a nekrozy

2.7.1 Metody vyuzivajici mikroskopu

Apoptézu je mozné definovat jako sled uddlosti vedouci ke zméndm tvaru
buiiky, jako svrasténi v dlisledku dehydratace, tvorba vyénélkii na cytoplazmatické
membrané (tzv. ,blebs®), jadernd fragmentace, tvorba apoptickych télisek a nésledna
desintegrace bunky. VétsSina morfologickych metod je zaloZena na vizualizaci produktt
intranukleozomadlniho $tépeni DNA. Procentudlni zastoupeni bunck s morfologickymi
znaky apoptézy je mozno pocitat napf. na cytospinovych prepardtech barvenych
Gimsovym barvivem (Kravtsov et al., 1999).

Velmi spolehlivou metodou detekce apoptézy je pozorovani fragmentace DNA

pomoci elektronového mikroskopu.

2.7.2 Metody vyuzivajici pritokového cytometru
Pritokova cytometrie umoziuje rychlou, objektivni a kvantitativni metodu pro
studium bunécéné smrti
Morfologické zmény, ke kterym béhem apoptézy dochdzi maji souvislost se
zménami rozptylu svételného signdlu v pritokovém cytometru. Analyza rozptylu svétla
poskytuje informaci o velikosti a struktufe buiiky. Intenzita svételného rozptylu

v pfednim sméru (forward scatter - FS) dobte koreluje s velikosti bun¢k a intenzita

27



svételného rozptylu métend v pravém tuhlu (side scatter - SS) koreluje s granularitou
bun€k. Zatimco bunéfnd nekréza je spojena s pociteCnim zvétSenim a naslednym
rychlym poklesem schopnosti bun€k rozptylovat svétlo jak ve sméru FS, tak ve sméru
SS, béhem apoptdzy se ukazuje zmenSeni rozptylu svétla ve sméru FS, které vSak na
rozdil od nekrézy neni paralelné spojeno s poklesem SS. Naopak u nekterych bunék
dochazi k prechodnému zvétSeni granularity (SS).

Zmény svételného rozptylu nejsou vSak specifické pouze pro apoptozu.
ZmenSenou schopnost rozptylovat svétlo maji 1 mechanicky rozbité bunky, izolovana
jadra a nekrotické bunky. Identifikace apoptézy a nekrézy pomoci zmény rozptylu
svétla vSak pfindsi kontrolu a mize doplnit dalsi specifické zkousky.

Dalsi metodou vyuZzivajici pritokové cytometrie je detekce apoptézy pomoci
Annexinu V a PI (propidium jodid). Annexin se specificky vdze na fosfatidylserin, ktery
je za normdlnich okolnosti na vnitini stran¢ bunééné membrany. V Casné fazi apoptdzy
dochazi ke ztrat¢ fosfolipidové asymetrie a tim k expozici fosfatidyserinu na vnéjsi
stranu membrany, a proto miiZe byt detekovdn pomoci Annexinu V konjugovaného
s fluoresceinem. Barvenim buné&k s kombinaci fluorescein-Annexin V a PI je moZné
rozliSit zZivé bunky (negativni na Annexin i PI), Casn¢ apoptické buiiky (pozitivni na

Annexin a negativni na PI), pozd¢ apoptické bunky (pozitivni na Annexin i PI).

1 = Plasma membrane
B = Phosphatidyl serine
@ =Plor TAAD

'ﬁ =AnnexinV-FITC
[

Obrazek 2. 9: Pievzato z www.dundee.ac.uk

Priatokova cytometrie mize byt také vyuZita pro analyzu obsahu DNA. Jednim
ze zdkladnich znakid apoptézy je Stépeni DNA. Pfi apoptéze dochdzi k aktivaci
endonukledz, které preferencné Stépi DNA v internukleozomdlni (spojovaci) sekci
(Vdvrovd et al., 2002). Toto Stépeni vede ke vzniku fragmentii s nizkou molekuldrni
hmotnosti, které opoustéji buiikku. Vysledkem je redukce celkového mnoZstvi DNA

v burice a z tohoto diivodu vznik tzv. ,,sub-G1 vrcholu®, ktery tvoii bunky apoptické
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(Vindelov, 1977; Darzynkievicz, 1995). Stupen degradace DNA zdvisi na stavu
apoptdzy a také na typu bunck a latek, které apoptézu vyvolaly. Méfeni obsahu DNA
v bunice dédle ddva informace o pozici Zivych bunék v bunééném cyklu. Je vSak nutné si
uvédomit, Ze sub-Glvrchol muze vedle apoptickych bunék obsahovat i buiky
mechanicky poskozené buniky nebo buiiky s odliSnou strukturou chromatinu (napf.
bunky jdouci do erytroidni diference), které mohou mit také nizsi obsah DNA.

K barveni DNA po permeabilizaci buniky ethanolem se pouZziva vétSinou PI,
ktery se kvantitativn¢ interkaluje mezi baze DNA.

Dal$im znakem apoptdézy, ktery je vyuZivan pro jeji detekci, jsou zmény na
mitochondriich. Casnym  znakem apoptézy je pokles mitochondridlniho
transmembrdanového potencidlu, v jehoz dusledku dojde k poklesu akumulace
rhodaminu 123 v mitochondriich. Tato udalost je spojena se vzestupem produkce
superoxidovych aniontli a zvySenim obsahu redukované formy bunééného glutaminu.
Produkt bcl-2 genu hraje pravdépodobné kritickou tlohu v prevenci poklesu
transmembranového potencidlu béhem apoptdzy.

K detekci apoptdzy lze také pouZzit stanoveni mitochondridlntho membranového
antigenu APO 2.7, ktery se objevuje na mitochondridlni membran¢ pii indukci
apoptozy.

Déle mohou byt znaceny pro pritokovou cytometrii lysozémy. Lysozémy
znac¢ime pomoci AO (akridinova oranz). Pfijem tohoto barviva lysozémy Zivych bunék
se projevi ¢ervenou fluorescenci. Pfijem barviva je vysledkem funkce aktivni protonové
pumpy lysozémi. Mrtvé buiiky s nizkou koncentraci AO pak vykazuji pouze nizkou
zelenou a minimdlni ¢ervenou fluorescenci. Tato zkouska je uZite¢nd pro bunky, které
maji vysoky pocet aktivnich lysozémi, jako jsou napiiklad monocyty a makrofagy

(Darzynkiewicz et al., 1997).

2.7.3 Metody vyuzivajici western-blot analyzy

Pfi apoptéze dochdzi ke zméndm v expresi ruznych proteinll, které mizeme
detekovat po elektroforetickém rozdéleni pomoci western-blot analyzy.

Jednou skupinou sledovanych peptidi mohou byt kaspdzy. Kaspdzy se po
aktivaci apoptickym signalem rozd¢€li na aktivni Stépy 20 a 17 kDa (Inanami et al.,
1999), které nasledné Stépi specifické proteinové substraty v misté kyseliny aspargové.
Mezi tyto cile patii napt. poly-(ADP-ribosa)-polymerdza (PARP) a jaderny lamin.

Laminy jsou dobfe charakterizovanou skupinou proteint a jsou fragmentovany zejména
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pusobenim kaspazy 6 (Vdvrovd et al. 2002). Lamin B je protein s molekulovou
hmotnosti 76 kD a ionizujicim zafenim je degradovan na fragmenty velikosti 28 kD.
Stépeni laminu je zodpovédné za kondenzaci chromatinu v apoptickych buiikach.
Western-blot analyza mize byt vyuZita i k zjiStovani zmény exprese ruznych
proteinil. Jednim z nejvice sledovanych proteinti v souvislosti s apptézou je protein pS3
a jeho fosforylované formy p53_392 a p53_15, pficemz pii vstupu bunék do apoptozy
dochdzi z zvySovani jejich exprese. Ddle mize byt sledovdna exprese proteinu p21,

proteinti rodiny Bcl-2, mapt. Mcl-1, MAPKindz, napt. Erk1/2 a dalSich.
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3. Metodicka cast
3.1 Material a metodika
3.1.1 Kultivace a pasazovani bunék MOLT-4
Linii MOLT-4 tvoii bunky T-lymfocytarni leukémie, které jsme ziskali
z American Type Culture Collections (Manassas, VA, USA). Pro kultivaci bunék
MOLT-4 jsme pouZzivali Iscovu modifikaci Dulbecova media suplementovaného 20 %
fetalniho teleciho séra, glutaminem a antibiotiky.
v Kultivaéni medium:

Ptiprava 50 ml kompletniho kultivacniho media IMDM:

Fetalni teleci sérum FTS.................. 10 ml
Glutamin.......ooeeeeiiiiiiiiee i, 0,5 ml (20 mM glutaminu)
Penicilin+Streptomycin.................... 0,5 ml (smés ATB Sigma)
Medium Sigma..............ccooiiiinL. 39 ml

Pasazovani, viabilita:

Pocitani bun¢k: Do zkumavky jsme napipetovali 50 ul trypanové modii a 50 ul
bunécné suspenze. Dikladné jsme protfepali, suspenzi naplnili Biirkerovu komiirku a
spocitali buniky v padesati Ctvercich. Vysledek je pocet bunék #10*/ml. Mrtvé bunky
maji porusenou cytoplasmatickou membranu, kterou mtize pronikat trypanova modf, a
proto se barvi modie.

Bunky jsme pasdzovali kazdy druhy den, vZdy jsme je natedili kultivaénim

mediem do vysledné koncentrace 2.10° bun&k/ml. Asi po dvaceti pasdzich jsme

rozmrazili dal§i zkumavku a pouZzivali nové bunky.

3.1.2 Mitoxantron (mitoxantroni dihidrochloridum - MTX)

Z mitoxantronu (MW= 517,4 g/mol, rozpustnost ve vodé¢ az 5 mg/ml)
SigmaAldrich, jsme pfipravili zdsobni roztok o koncentraci 1 mmol/l (1,3 mg MTX do
2,5 ml sterilni vody). Dal§im fedénim zdsobniho roztoku jsme si pfipravili pracovni
1 pmol/l roztok (10 pl 1 mmol/l nafedit 990 ul sterilni vody). Z tohoto nafedéného
pracovniho roztoku jsme odebirali vypocltené objemy do kultivacnich rakvicek,

abychom dosahli poZadovanou findlni koncentraci MTX.
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3.1.3 Kofein (inhibitor ATM kindzy)
Z kofeinu (MW = 194,19 g/mol) jsme piipravili zasobni roztok o koncentraci
0,02 mol/l (195 mg kofeinu do 50 ml IMDM-bez séra). V pokusech jsme pouZivali
kofein o vysledné koncentraci 2 mmol/l (1 ml zdsobniho roztoku na 10 ml média).

Kofein jsme aplikovali 45 minut pfed ptiddnim MTX.

3.1.4 Priitokova cytometrie (flow cytometry)

Pratokova cytometrie je metoda umoziujici analyzovat velké mnoZstvi Castic
(bun¢k) v suspenzi na zdkladé rtznych presné¢ definovanych parametrt (fyzikalni,
chemické vlastnosti, struktury, které Ize oznacit monoklondlni protilatkou). Nejcastéji
detekovanym parametrem je rozptyl svétla v malém thlu — Celni rozptyl (FS), rozptyl
svétla v 90° tihlu — bo¢ni rozptyl (SS) a fluorescence rizné vinové délky. Buriky, které
jsou obarvené fluorochromem, jsou undSeny lamindrnim proudem nosné kapaliny (sheat

fluid). Fluorescence se excituje paprskem svétla — nejcastéji argonovym laserem.

. Analyza obsahu DNA

Jednim ze zdkladnich znaki apoptdzy je Stépeni jaderné DNA. V ¢asnych fazich
apoptézy dochdzi k aktivaci endonukledz, které preferencné Stépi DNA
v internukleozomalni (spojovaci) sekci. Toto $tépeni vede ke vzniku fragmentti s nizkou
molekuldrni hmotnosti, které opoustéji bunku. Vysledkem je redukce celkového
mnozstvi bunééné DNA a vznik tzv. ,,sub-G1 vrcholu®, ktery tvoii bunky apoptotické.
Ke stanoveni mnoZstvi DNA v buiice jsme pouzivali propidium jodid (PI). PI je
interkalacni barvivo, které se vaze kvantitativné mezi baze DNA. PI se do bunky

dostane diky permeabilizaci pomoci 70% ethanolu.

Piiblizné 5.10° kontrolnich a ovlivnénych bungk v suspenzi jsme 2x promyli
ledovym fosfitovym pufrem (PBS) a permeabilizovali 70% ethanolem (alespoi
30 minut, nejlépe vSak 24 hodin). Odstranili jsme etanol centrifugaci pti 2300 otackach
(15 minut). Slili supernatant a buiiky jsme promyli fyziologickym roztokem a PBS.
Opct jsme slili supernatant a piidali 0,5 ml citrt-fosfatového pufru a nechali 5 minut
inkubovat pfi pokojové teploté. Ddle jsme do zkumavky ptidali asi 3 ml PBS a
centrifugovali pfi 2300 otdckach (15 minut). Dikladné jsme slili supernatant a piidali
0,5 ml Vindelova roztoku a nechali inkubovat 1 hodinu v termostatu pii 37 °C. Suspenzi

jsme pielili do kyvetky a proméfili na flow cytometru.
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Vysledky jsme zpracovali pomoci programu WinMDI2.8 a programu
Multicycle AV (Phoenix Flow Systém, San Diego, USA) a stanovili jsme procentudlni

zastoupeni v jednotlivych fazich bunééného cyklu a v apoptoze.

v Poutzité roztoky:
Citrat-fosfatovy pufr pH 7,8:
0,2M Na,HPOy...ooovveenl 192 ml (14,32 g na 200 ml vody)
0,1M kyselina citronova........... 8 ml (0,21 g na 10 ml vody)
Po smichéni ulozit v lednici, ale pfed pouZzitim vZzdy vcas vyjmout, aby

se rozpustily vysrazené krystaly.

Vindeluv roztok: 1M TRIS......... Iml............ 1,2114 g/ 10ml
RNaza............. 1 mg/1ml PBS
NaCl............... 60 mg
PL.............. 5 mg/ml PBS

Doplnit do 100ml vodou, uchovévat v lednici ve tmé.

o Méfeni Annexinu a PI

Annexin se specificky vdZe na fosfatidylserin, ktery je za normdlnich okolnosti
na vnitini stran¢ bunééné membrany. V Casné fdazi apoptézy dochdzi k expozici
fosfatidyserinu na vn&j$i stranu membrdny a proto miZe byt detekovdn pomoci
Annexinu V konjugovaného s fluorochromem. Ke znaceni jsme pouzivali kit Apoptest
(Dako) s Annexinem konjugovanym s fluoresceinisothiokyanitem (FITC).

Barvenim bunék kombinaci Annexin V-FITC a propidium jodid (PI) je moZné
rozliSit Zivé bunky (negativni na Annexin 1 PI), Casné apoptotické bunky (pozitivni na
Annexin a negativni na PI), pozdé apoptotické bunky (pozitivni na Annexin 1 PI).

Asi 5.10° ovlivnénych bun&k jsme zcentrifugovali (1100 ot., +4 °C), supernant
jsme slili, bunky jsme promyli 2 ml PBS a znovu centrifugovali (1100 ot., + 4 °C).
Naredili jsme vapenaty pufr a k buiikdm jsme piidali 90 ul ledového vipenatého pufru,
1 pl annexinu, 2,5 pul propidium jodidu a inkubovali 10 minut na ledu ve tm¢. Na zavér
inkubace jsme ptidali 500 pl vapenatého pufru. Suspenzi jsme pielili do kyvetek a

proméfili na priutokovém cytometru (pokud mozno hned).
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v Pouzité chemikalie a roztoky:

v" ANNEXIN V-FITC Kit (Apoptest, Dako)
Set obsahuje: Annexin V-FITC 100 pl
Vépenaty pufr 10x koncentrovany 3 x 1,7 ml — fedit 1 dil pufru +
9 dilt destilované vody — pfipravuje se vZdy Cerstvy

Propidium jodid 250 pl — rozpustit v 1 ml deionizované vody

3.1.5 Elektroforéza a Western blotting

Elektroforéza je metoda zaloZend na migraci elektricky nabitych Castic ve
stejnosmérném elektrickém poli. Vlivem odliSné rychlosti migrace sloZzek vzorku se
v pribéhu separace vytvafeji odd€lené zény se separovanymi sloZkami.
K nejpouzivanéjsim elektroforetickym technikdim v soucasnosti patii elektroforéza
v polyakrylamidovém gelu (PAGE).

Velkého rozsiteni se PAGE dockala v kombinaci suZitim aniontového
detergentu dodecylsulfatu sodného (SDS — PAGE). SDS se pevné védze k proteinim a
méni jejich tvar do vélcovité podoby. Vysoky negativni ndboj navdzaného SDS
prekryva vlastni naboj proteinu a vysledné komplexy SDS — bilkovina pak maji shodné
pomeéry poctu ndbojli na jednotku hmoty a podobny tvar. Nasledkem toho se pii SDS —
PAGE proteiny déli na principu ,,molekulového sita“, tzn. jejich pohyblivost klesd se
stoupajici molekulovou hmotnosti.

Western blotting je technika umoZznujici pienos elektroforézou separovanych
proteini na membrdnu (v nasem piipad¢ polyvinylidenfluoridovou). Nésledn¢ dojde
k hybridizaci s piisluSnymi protilatkami a k vizualizaci sledovanych proteinii pomoci
chemiluminiscecniho kitu. Denzita byla hodnocena pomoci programu Bio-Rad

Laboratories Quantity One 1-D Analysis Software.

o Lyza bunék

Potiebujeme 10’ bunék, které mame obvykle v objemu 20 ml.

Buriky jsme centifugovali 10 minut pii 1300 otackdch (+4 °C), ndsledné jsme
slili supernatant a k sedimentu ptfidali 5 ml PBS s 1 mM orthovanadi¢nanem sodnym,
poté jsme opét suspenzi centrifugovali 10 minut pfi 1300 otickach (+4 °C). Po
centrifugacmi jsme diikladné supernetant slili a k sedimentu pfidali 0,5 ml ledového

lyzovaciho pufru (denné Cerstvy nebo zmraZeny). Suspenzi jsme dikladné protiepali a
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inkubovali 30 minut na ledu pii dikladném protiepani na vortexu kazdych 5 minut.
Takto vznikly lyzat jsme resuspendovali injekéni 2 ml stiikackou a pfendali do
ependorfky. Resuspendovany lyzét jsme centrifugovali 30 minut pfi 14000 otackéich
(+4° C, centrifuga BR4) a nakonec jsme supernatant slili do kryozkumavky a zamrazili

pii -80° C.

v Lyzovaci pufr

137 mM NaCl 800,6 mg

10% glycerol 10g

1% oktyl-B-D-glukopyranosid 2 ml

50mM fluorid sodny 210 mg

Doplnit do 100 ml 20 mM Trisem pH 8,0 (242,28 mg/100 ml)

Takto pfipraveny lyzovaci pufr jsme rozplnili po 10 ml do zkumavek a
zamrazili. Pfed pouzitim jsme ho rozmrazili a pfidali 1 tabletu COMPLETE MINI

(Roche) a 10ul orthovanadi¢nanu sodného.

e Stanoveni bilkoviny a priprava vzorku

Stanoveni je zaloZené na reakci peptidové vazby s kyselinou bicinchoninovou a
Cu®* za vzniku barevného produktu.

Do mikrotitraéni desticky TTP (96 jamek) jsme napipetovali reagencie v potadi:
voda, vzorek (resp. protein standard BIORAD), pracovni roztok, nechali inkubovat
30 minut pii 37 °C a proméfili absorbanci pifi 562 nm na TECAN INFINITE M200.
Z namétenych dat jsme sestavili kalibracni kiivku a z rovnice piimky jsme si vypocitali
potfebnd mnoZstvi pro pipetovani vzorki (vzorky se nanasi tak, aby mnozstvi bilkoviny
bylo v kazdé jamce stejné - 20 ng).

Pracovni roztok (WS): roztok CuSO, : BCA = 1:50

Koncentra¢ni fada standardt: (kazdy standard v duplikatu)

protein standard [ul] | destilovand voda [ul] | WS [ul]
S1 0 10 200
S2 2 8 200
S3 4 6 200
S4 6 4 200
S5 8 2 200
S6 10 0 200
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Vzorek: (kazdy vzorek v tripletu)
1ul vzorku
9 ul destilované vody
200 ul WS

Vypocet pipetovaného mnoZstvi nandSeného vzorku z rovnice piimky: y =

0,0559x + 0,1084, R’= 0,9924 ( nanaska vzorku na elektroforézu byla 20 ug).

Kalibraéni primka

0.6 1 y = 0,0559x + 0,1084
R? = 0,9924

Absorbance
o
N
|

0,3
0,2 1
0,1 ¢«
0 ‘ !
0 2 4 6 8 10
koncentrace [pg/pl]
Graf 3.1.5.1 Kalibraéni pfimka standart pro stanoveni celkové bikoviny
4 hodiny
kontrola | 0,5 nM MTX kofein kofein+ MTX
Absorbance 0,255 0,2589 0,2518 0,2344
Vypocteny nandseny 11,44 11,14 11,69 13,31
objem [ul]
24 hodin
kontrola 0,5 nM MTX kofein kofein+ MTX
Absorbance 0,2833 0,2218 0,2142 0,2145
Vypocteny nandseny 9,59 14,78 15,85 15.80
objem [ul]
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Ptiprava vzorki:

Rozmrazili jsme marker molekulové hmotnosti (Precision Plus Protein™
Standards, BIORAD nebo Prestained SDS-PAGE Standards, BIORAD) a vzorky. Pro
elektroforézu jsme pouzivali nandsku 20 pg vzorku, kterou jsme si vypocitali
z kalibra¢ni piimky a naméfenych absorbanci. Ke kazdému vzorku jsme ptidali 3krat
koncentrovany vzorkovy pufr s f-merkaptoethanolem v poméru 2:1. Takto pfipravené
vzorky jsme diikladné vortexovali a 5 minut zahfivali ve vodni 1dzni na 95 °C. Na z4dvér

jsme je sto€ili kratkym impulsem SHORT (10 s) na centrifuze MPW.

o Priprava gelu — rozpis na 2 gely
Rozdé&lovaci 12% Zaostifovaci 4%

dH,O 5,0 ml dH,O 3,05 ml
TRIS pufr 1,5M pH TRIS pufr 0,5M pH

3,75 ml 1,25 ml
8,6 6,8
Akrylamid (30% Akrylamid (30%

5,0 ml 0,65 ml
roztok) + 0,8% BIS roztok) + 0,8% BIS
SDS 75 ul SDS 75 ul
APS 37,5 ul APS 37,5 ul
TEMED Sul TEMED 3,75 ul

Elektroforézu jsme provadéli v zafizeni MiniProtean3 od firmy BioRad. Dle
rozpisu jsme piipravili rozdélovaci gel, ktery jsme po zpolymerovani prevrstvili gelem
zaostfovacim. Do néj jsme zasunuli hiebinky pro vytvofeni jamek na nandseni vzork.
Po naneseni vzorkli jsme komoru naplnili running pufrem a spustili elektroforézu za
uvedenych podminek: 200 V, 0,24 A, pfiblizn€¢ 50 minut. Béhem elektroforézy jsme
aktivovali PVDF membrany minutovym tfepdnim v methanolu. Po rozdé€leni proteinti
jsme gely promyli v transfer pufru, spolu s membranami sloZzili do blotovacich sendvici

a spustili transfer (120 V, 0,35 A, 120 min).
Po blottingu jsme rozloZili sendvi¢ a podle markeru molekulové hmotnosti

ov¢tili spravnost a efektivnost blottingu. Membrany jsme promyli v TBS-Tween 0,05%

(2x5 minut), pak je hodinu blokovali v 10% mléce, opét promyli v TBS-Tween 0,05%.
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Za mirného tfepani jsme membrany inkubovali pfes noc pii 4 °C v primarni protilatce
(rozpis fedéni viz tabulka). Druhy den jsme membrany promyli 5x10 minut v TBS/T a
1x10 minut v TBS a 60 minut inkubovali pii pokojové teploté se sekundarni protildtkou
(fedénou v 5% mléce). Membrany jsme opét hodinu promyvali. Mezitim jsme si
pripravili ECL roztok (substrdt pro kfenovou peroxiddzu)- BM Chemiluminiscence
Blotting substrat (ROCHE), ve kterém jsme po promyvani membrdny inkubovali 1
minutu. Na zdvér jsme membrany slozili do fotografickych kazet a v temné komote
vyvolali signdl na modrocitlivych filmech (Foma, Hradec Krélové). Filmy jsme

zpracovavali v chemikdliich Adepo a vyvoldvacim automatu Fomei.

Roztoky a chemikalie:

v" RUNNING PUFR

Na ptipravu 11 21 31 41 51
TRIS (USB) [g] 6 12 18 24 30
GLYCIN (INC)[g] | 28,8 | 57,6 | 86,4 |1152 | 144
SDS (FLUKA) [g] |1 2 3 4 5

v" TRANSFER PUFR

Na ptipravu 11 21 31 41 51
TRIS (USB) [g] 3,03 | 6,06 |9,09 | 12,12 | 15,15
GLYCIN (INC)[g] 14,4 | 28,8 43,2 | 57,6 72
Methanol (Kulich) [ml] | 200 |400 |600 | 800 1000

v 10x koncentrovany TBS (pH 7,6) — TRIS-base (48,0 g), NaCl (160,0 g),
Imol/1 HCI, dH,O (doplnéno na celkovy objem 21)

v' TBS-0,05% TWEEN- 10x koncentrovany TBS:TWEEN: dH,O=
200:1:1800
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v Primérni a sekunddrni protilatky:
e Sekundarni protilétky:
o Polyclonal Swine Anti- Rabbit Immunoglobullins

o Polyclonal Goat Anti- Mouse Immunoglobulins

Vyrobce: DAKO

® Primdrni protilatky:

protilatka puvod | primarni | sekundarni | kDa vyrobce
lamin B mys 1:100 1:1000 68/48 | Calbiochem
pS3 mys 1:2000 | 1:2000 53 Exbio
p53_392 mys 1:2000 | 1:2000 53 Exbio
B-aktin mys 1:20000 | 1:9000 40 Sigma
p21 myS$ 1:1000 | 1:1000 21 Sigma
p53_15 kralik | 1:1000 | 1:1000 53 Calbiochem
Erk-nefosfo | mysS 1:2000 1:2000 42/44 | Cell
p44/42MAPK Signaling
3.2 PriStroje

e Inkubdtor 16150 Juan

e Centrifuga Hermle Z 323 K

e (Centrifuga BR4

e Centrifuga MPW

e Protean 3 (Biorad, Praha, CZ)

® Minihybridizér Probiot Jp.

e (ell Lab Quanta SC (Beckman-Coulter, Fullerton, USA)
e Lamindrni box MSC 12 Juan

e Hlubokomrazici box Sanyo

e Vyvoldvaci automat Fomei
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4. Vysledky a diskuse
4.1 Proliferace a viabilita MOLT-4
4.1.1 Vliv mitoxantronu na buitkky MOLT-4
Prvnim dkolem pii feSeni diplomové prace bylo zjistit vhodnou pracovni
koncentraci MTX pro nésledujici pokusy. Testovali jsme koncentraci MTX v rozmezi
0,1-10 nmol/l. Ke stanoveni kiivky preZiti bylo pouZito stanoveni viability bunék
MOLT-4, které byly kultivovany vIMDM mediu ainkubovany pifi +37 °C v 5%
atmosféfe CO,. Béhem pokusu jsme kultury fedili tak, aby byly zajiStény optimalni
rustové podminky.
Ve sledovanych intervalech (24, 48, 72, 96 hodin a 7. den po ovlivnéni) jsme
odebirali odpovidajici ¢ast bunéné suspenze a pomoci trypanové modie jsme urovali
pocet mrtvych a zZivych bunék. Provedli jsme 3 na sobé nezavislé pokusy, vypocitali

jsme primérnou hodnotu a smérodatné odchylky a hodnoty jsme ndsledné vynesli do

grafu.
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Graf 4.1.1 Graf zavislosti poc¢tu Zivych buné€k na €ase po aplikovani MTX

Obr. €. 4.1.1. zachycuje vliv stoupajicich koncetraci MTX na celkovy pocet
zivych bunék v kultufe. U skupiny kontrolnich bun¢k je mozné sledovat logaritmicky
narast populace v cCase, coz zjevné sveéd¢i o zachovani optimdlnich podminek pii

provadéni pokusu. Z ostatnich kiivek je patrné, Ze se zvySujici se koncentraci MTX se
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postupné sniZuje proliferacni aktivita bunék MOLT-4. Koncentrace MTX 0,2 nmol/l
zcela inhibuje proliferaci, pfi expozici vys$Sim koncentracim MTX (0,5-10 nmol/l) pocet

Zivych bunék klesa.

—e— kontrola
—a— 0,1 NnMMTX
0,2 nM MTX
—%— 0,5 nMMTX
—%— 0,7 nMMTX
—— 1 nMMTX
—+— 10 nM MTX

% mrtvych bunék

Graf 4.1.2 Graf zdvislosti procent mrtvych bunék na case po aplikovani MTX

Obr. 4.1.2. zaznamenéva pokles viability kultury (tedy procentuelni zastoupeni
bunék s propustnou plasmatickou membréanou, které se barvi trypanovou modii) po
expozici stoupajicim koncetracim MTX. U skupiny kontrolnich bunék vidime pokles
procentudlniho zastoupeni mrtvych bunék, coz je dano tim, Ze buitky MOLT-4 jsou
citlivé na manipulaci, proto pfi nasazovani pokusu dochézi k malému poskozeni, které
je ovSem nésledné reparovano a znaci to tedy o zachovéni optimélnich podminek béhem
pokusu.

Na ostatnich kiivkdch miiZeme pozorovat postupny nartist mrtvé populace
bunék v zavislosti na stoupajici koncentraci MTX a dobé inkubace. MTX v koncentraci
5 a 10 nmol/l vede k eradikaci kultury do ti{ dnli, koncentrace MTX 0,7 a 0,5 nmol/l
eradikuji kulturu béhem 7 dnii. U koncentraci MTX 0,2 a 0,1 nmol/l dochazi béhem
7 dnti k nértistu procenta mrtvych bunék na 45,3 + 3,9% resp. 21,4 £ 12,7%.

Pro dalsi pokusy jsme si vybrali rozmezi koncentrace MTX 0,1 a 0,5 nmol/l,

protoZe u vySSich koncentraci dochazi k prili§ vysokému sniZeni proliferace a zvySeni
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thynu bunék jiz po 24 hodiniach, proto by tyto skupiny nebyly vhodné pro dalsi

experimenty.

4.1.2 Vliv mitoxantronu a kofeinu na buiikky MOLT-4

Po nalezeni optimdlni pracovni koncentrace MTX jsme se zaméfili na aplikaci
inhibitoru ATM kindzy kofeinu spolecné s MTX. Opét jsme zjiStovali proliferacni
aktivitu bunék a jejich umrtnost. Kofein jsme aplikovali vZdy 45 minut pfed pfidanim
MTX a to v koncentraci 2 mM, bunky jsme kultivovali v IMDM mediu a inkubovali pfi
+37 °C v 5% atmosféie CO,. B&hem pokusu jsme kultury fedili tak, aby byly zajiitény
optimélni podminky.

Ve sledovanych intervalech (24, 72 hodin a 6. den) jsme odebirali potfebné

mnoZstvi bunééné suspenze pro zjisténi viability bunck.
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Graf 4.1.3 Graf zdvislosti poctu Zivych bun€k na ¢ase po aplikovani MTX a kofeinu

U kontrolni skupiny bunék je patrny logaritmicky narast poctu bunék v case, coz
znacCi, 7Ze experiment prob¢hl za vhodnych podminek. Kofein sim o sobé vyrazné
sniZuje proliferacni potencidl bun€k. Prvni den po aplikaci cytostatika nartstaji kiivky

ovlivnénych bunék v €ase srovnatelné s kontrolni skupinou (rozdil je nesignifikantni,
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p>0,1), ale 3. a 6. den po ovlivnéni je viditelny pokles proliferace. K nejvyraznéjsimu
poklesu poctu bunék dochézi po expozici 0,5 nmol/l MTX. Bunky ovlivnéné 0,5 nmol/l
MTX v kombinaci s kofeinem vykazuji vEtsi proliferaci neZ bunky vystavené
samotnému 0,5 nmol/l MTX (rozdil je vysoce signifikantni , p<0,01), coZ naznacuje, Ze
kofein chrani ovlivnéné bunky MOLT-4 pied plsobenim zejména vysokych davek
cytostatika. MTX v koncentraci 0,1 nmol/l snizuje proliferaci bunék MOLT-4, efekt

kombinace s kofeinem je srovantelny s piisobenim samotného kofeinu. (Obr. 4.1.3).
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Graf 4.1.4 Graf zavislosti procent mrtvych bunék na case po aplikovani MTX a kofeinu

Z grafu zdvislosti procentudlniho mnozstvi mrtvych bunék (obr. 4.1.4) miZeme
vypozorovat klesajici tendenci kiivky u skupiny kontrolnich bun€k, coz znaéi o
zachovani vhodnych podminek pii pokusu. Nejvy$§i procento mrtvych bunék u
ovlivnénych skupin nachazime u 0,5 nmol/l MTX a nejnizsi pak u 0,1 nmol/l MTX.
Kofein sdm zvySuje procentudlni zastoupeni mrtvych bun€k dokonce vice, nez samotny
MTX o koncentraci 0,1 nmol/l. Skupina bunék ovlivnéna 0,5 nmol/l MTX v kombinaci
samotnym, a to zejména 3. den po ovlivnéni (rozdil je vysoce signifikantni p<0,001).
Inhibice ATM kinazy tedy chrdni bunky ptred apoptézou v pritomnosti vysoké

koncentrace cytostatika, tato ochrana je vSak pouze do€asnd, jelikoZ 6. den po ovlivnéni
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dochdzi k dhynu bunék i v pfitomnosti kofeinu. U skupiny bunék ovlivnénych
0,1 nmol/l MTX v kombinaci s kofeinem dochazi k aditivnimu efektu, coz je patrné

zejména 6. den po ovlivnéni.

4.2 Analyza apoptdézy pomoci pritokové cytometrie

Pritokova cytometrie zajistuje rychlou objektivni metodu pro analyzu apoptdzy.
Analyza apoptézy pomoci pritokové cytometrie vychdzi ze zachovdni funkce
plazmatické membrany v ¢asné fazi apoptézy. Casné apoptické buiiky jsou
charakteristické ztratou fosfolipidové asymetrie membrany, coZ se projevi expozici
fosfatidylserinu na vné¢j$i strané membrany, pficemz funkce membrany je zachovana.
Tohoto jevu se vyuZziva k analyze pomoci Annexinu V a PI. Annexin V se selektivné
vaze na fofatidylserin, zatimco PI pronikd pouze do bun€k s poSkozenou plazmatickou
membrinou a nésledné se vaZe na DNA. Touto metodou je mozné rozliSit Zivé bunky
(negativni na Annexin i PI), Casné apoptické buiiky (pozitivni na Annexin a negativni
na PI) a pozdé apoptické buiiky (pozitivni na Annexin 1 PI).

Béhem apoptézy dochdzi také ke zménam v rozptylu svételného signdlu
v pratokovém cytometru. Jsou sledovany dva optické parametry: side scatter (SS), ktery
souvisi s granularitou bunék a forward scatter (FS). Forward scatter koreluje s velikosti
bun¢k. U pratokového cytometru CellLab Quanta tomuto parametru odpovida hodnota
elektronického objemu (EV). Béhem apoptézy se diky svrastovani bunék ukazuje
zmenSeni rozptylu svétla ve sméru FS, které vSak na rozdil od nekrézy neni paralelné
spojeno s poklesem SS, naopak u nékterych bunék dochézi k pfechodnému zvétSeni
granularity (vzestup SS).

Cytometrickou analyzu jsme provedli u bunck 24 a 72 hodin po ovlivnéni,
vysledky jsou pfehledné uvedeny v grafech, ve kterych je vidét procentudlni zastoupeni

apoptickych buné¢k.

4.2.1 Analyza SS/EV
Nize uvedené grafy ukazuji vysledky dvouparametrické analyzy apoptdzy
pomoci zmén v rozptylu svételného signdlu v pratokovém cytometru. U apoptickych
bunck je detekovan pokles objemu (EV) doprovdzeny ndrGstem granularity - zvySenim
SS. Oproti tomu buiiky nekrotické nejprve sviij objem zvétSuji a ndsledné dojde k lyze a

vyliti intracelularniho obsahu do vnéjSiho prostiedi.
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Prométfenim sledovanych parametrti 24 hodin po ovlivnéni (obr. 4.2.1.1.) jsme
podle piedpokladu detekovali nejméné apoptickych bunék v kontrolni skuping, relativné
vySsi hodnota 17% je dana tim, Ze buiiky MOLT-4 jsou velmi citlivé k manipulaci.
Pomérné vysoké procento bunék, které jsou pouze pod vlivem kofeinu, prechdzi také do
apoptézy (27%) Procentudlni zastoupeni apoptickych bunék vzristd se vzruastajici
koncentraci MTX (19% u 0,1 nmol/l, 25% u 0,5 nmol/l). U skupiny bun¢k vystavenych
pusobeni 0,5 nmol/l MTX v kombinaci s kofeinem je po 24 hodindch viditelnd

kombinace smrtictho u¢inku cytostatika s toxickym efektem kofeinu.
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Obr. 4.2.1.1 Analyza SS/EV 24 hodin po ovlivnéni

Analyza zavislosti SS/EV u skupin bun€k 72 hodin po ovlivnéni (obr. 4.2.1.2)
vykazuje nejnizsi procento apoptickych bun€k podle pfedpokladu u kontrolni skupiny.
Kofein sdm o sobé zpusobuje znatelnou apoptézu (46%). U skupiny bunék ovlivnénych
0,1 nmol/l MTX dochazi k mirnému nartstu apoptickych bunék (23%), zatimco u
skupiny bun€k ovlivnénych 0,1 nmol/l MTX v kombinaci s kofeinem je efekt
srovnatelny s ptisobenim samotného kofeinu (49%).

U skupiny bunék ovlivnénych 0,5 nmol/l MTX dochdzi po 72 hodindch k thynu

populace (95% apoptickych bunék), avSak porovndme-li toto zjiSténi se skupinou bunék
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ovlivnénych 0,5 nmol/l MTX v kombinaci s kofeinem, zjistime vyrazny protektivni
ucinek inhibice ATM kinédzy kofeinem. Procento apoptickych bunék je o 33% niZsi nez
po pusobeni samotného MTX.

Zaverem této analyzy lze fici, Ze pies toxicky ucinek samotného kofeinu dochazi
v kombinaci s vyssi koncentraci cytostatika (0,5 nmol/l MTX) po 72 hodindch k
prokazatelnému ochrannému ucinku kofeinu na bunky MOLT-4. Jak ale vyplyva

z vysledkil proliferace a viability, je tato ochrana pfed indukci apoptézy MTX pouze

docasna.
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Obr. 4.2.1.2 Analyza SS/EV 72 hodin po ovlivnén{

4.2.2 Analyza Annexin V/ PI
Analyzou pomoci dudlniho znaceni PI a Annexinem V jsme zjistili rozloZeni
bunék v jednotlivych kvadrantech. Prvni kvadrant odpovida Zivym buiikdm negativnim
na obé barviva, ve druhém kvadrantu jsou pfitomny ¢asné apoptické bunky pozitivni na
Annexin V, tfeti kvadrant reprezentuji bunky pozitivni na obé barviva (pozdné
apoptické/nekrotické). Procentudlni zastoupeni bunék v jednotlivych kvadrantech je

uvedeno na prisluSném rohu grafu.
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Analyza Annexin V/PI 24 hodin po ovlivnéni

U kontrolni skupiny bun€k se naprostd vétSina znaCenych bunék nachazi
v prvnim kvadrantu (80%) a dalSich nékolik procent buné€k v kvadrantu 2 (10%) a 3
(9%). Udaje koreluji s procentem apoptickych bunék zji§ténych pomoci zmén EV a SS
a sveédci o citlivosti bunek MOLT-4 k zachdzeni. Opét je tfeba poukdzat na vliv kofeinu
samotného, procento Casn¢ apoptickych bunck v pfitomnosti tohoto inhibitoru ATM
kindzy stoupd vuci kontrolni skupiné o 10%.

Grafy reprezentované skupinou bunck ovlivnénych 0,1 nmol/l MTX a 0,1 nmol/I
MTX v kombinaci s inhibitorem kindzy AMT potvrzuji vysledky ptedchdzejici analyzy
— mitoxantron o koncentraci 0,1 nmol/l vede buniky do apoptdzy a v pfitomnosti kofeinu
je efekt kombinace srovnatelny s pusobenim samotného kofeinu. Po 24 hodinich
sledujeme vzestup poctu ¢asné apoptickych bunck (kvadrant dva), pfiemz pomérné
vysoké procento bun¢k zlstava negativni na ob¢ barviva.

Skupina bun¢k ovlivhénych 0,5 nmol/l MTX a 0,5 nmol/l MTX je
reprezentovana jiZ po 24 hodindch pomérné vyraznou apoptdzou, u bun€k ovlivnénych
pouze MTX je pozorovatelnd zejména Casnd faze apoptézy (29%, celkové Annexin V
pozitivnich bun€k 39%) a u skupiny bunék ovlivnénych 0,5 nmol/l MTX v kombinaci
s kofeinem je znatelny pfechod do pozdni apoptézy (20%, celkové Annexin
V pozitivnich bunék 34%), pficemz se bunky zacinaji pfesouvat do oblasti mezi
kvadrantem tii a Ctyfi (5%), coz mize byt zpisobeno pozvolnym rozpadem bunééné

membrény.
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Analyza Annexin V/PI 72 hodin po ovlivnéni

Po ovlivnéni samotnym kofeinem stoupd procento ¢asné apoptickych buné€k vici
kontrolni skupiné€ o 20%.

U skupiny bun¢k ovlivnénych 0,1 nmol/l MTX po 72 hodindch je méné bunék
v ¢asné fazi apoptdzy nez u téZe skupiny po 24 hodindch, buiiky totiz piesly do pozdni
faze apoptozy, kde je jejich zastoupeni o néco vyssi. Celkem vSak nedoslo k vyraznému
poklesu Zivych bunék. U bunék ovlivnénych 0,1 nmol/l MTX v kombinaci s kofeinem
pozorujeme aditivni efekt, v ¢asné fazi apoptozy se nachdzi 39% bunék.

U skupiny bun¢k ovlivnénych 0,5 nmol/l MTX dochdzi téméf ke stoprocentnimu
prechodu bun¢k do kvadrantu dva a tfi, pouze 2% bunéck jsou buiiky neapoptické .
Ovsem u bunék vystavenych této koncentraci cytostatika spole¢né s inhibitorem ATM

kindzy kofeinem je viditelny protektivni efekt (zstane 37% Zivych bungk).
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Obr. 4.2.2.3 Analyza Annexin V/PI 72 hodin po ovlivnéni
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Obr. 4.2.2.4 Analyza Annexin V 72 hodin po ovlivnéni

4.2.3 Analyza obsahu DNA

Analyza obsahu DNA v bufice ndim umozni zjistit procentudlni zastoupeni bunék
v jednotlivych fazich bunécného cyklu. Metoda je zaloZena na poznatku, Ze bunky
jsouci v Gl fdzi maji jednu sadu chromozémul, v S fazi dochdzi k duplikaci
chromozémt a tudiZ i k narGstu mnozstvi DNA v buiice. Ddle mtizeme identifikovat G2
fazi, vtéto fazi predchédzejici mitézu ma buiika diploidni mnoZstvi chromozémi
(nejvyssi obsah DNA v bunice).

Béhem apoptézy dochazi ke specifickému Stépeni jaderné DNA pomoci
specifickych enzymt zvanych endonukledzy. Malé casti takto rozstépené DNA mohou
opoustét bunku a dochézi tak ke snizovani obsahu DNA, a tak se pii analyze obsahu
DNA objevuje specificky sub-G1 vrchol reprezentovany buiikami apoptickymi.

U kontrolni skupiny bunék mulZeme pozorovat klasické rozmisténi bunék
v jednotlivych fazich bunécného cyklu. Nevyssi procento bunék je v G1 fazi bunécného
cyklu (59%).

Na obrazku 4.2.4.1b miZeme sledovat kumulaci bun¢k v G2 fdzi bunécéného
cyklu po 24 hodindch u skupiny bun€k vystavenych piisobeni MTX (0,1 nmol/l 14%;
0,5 nmol/l 37%; kontrola 8%), je tedy patrné, Ze mitoxantron je cytostatikum

zpusobujici blok v G2 fazi. Toto zjiSténi je v souladu s pltisobenim MTX jakoZto
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inhibitoru topoizomerazy Il (Klenner, 1996) a obecné predpoklddanym mechanizmem
zastavy bunécného cyklu po poSkozeni DNA DSB. Dale jsme studovali, zda kofein,
jakozto nespecificky inhibitor ATM kindzy, dokaze tento blok rusit a znesnadnit tak
buitkkdm opravu poSkozené DNA. Prokazali jsme, Ze po pfidani kofeinu dochdzi k ruSeni
bloku v G2 fazi, tento efekt je patrny zejména u skupiny bunck ovlivnénych 0,5 nmol/I
MTX v kombinaci s kofeinem, dochézi ke snizeni poctu bunék v G2 fazi na 12%, coz je
0 25% méné nez-li u skupiny bunck vystavenych pouze piisobeni 0,5 nmol/l MTX. U
skupiny bunék vystavenych 0,1 nmol/l MTX a 0,1 nmol/l MTX v kombinaci s kofeinem
24 hodin po ovlivnéni tento efekt patrny neni, z obrazku 4.2.4.1a je vSak patrné sniZeni
poctu bunc¢k v S+G2 fazi bunécného cyklu. U bunék vystavenych pouze 0,1 nmol/l

MTX je procentudlni zastoupeni bun€k v S+G2 fazi 34% a u bunék ovlivnénych

0,1 nmol/l MTX spole¢n¢ s kofeinem dochdzi ke snizeni na 23%.
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Obr. 4.2.4.1a Analyza obsahu DNA 24 hodin po ovlivnén{
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Obr. 4.2.4.1b Analyza obsahu DNA 24 hodin po ovlivnéni, hodnoceni programem Multicycle AV

Po 72 hodindch od ovlivnéni dochézi k rozpadu bunék, a tak data naméfend na
prutokovém cytometru nebylo mozné vyhodnotit v programu Multicycle AV, proto
jsme pro vyhodnoceni pouZili pouze histogramy z programu WinMDI2.8. Opct je
patrné klasické rozmisténi buné€k v jednotlivych fazich bunééného cyklu u kontrolni
skupiny, kdy nejvétsi pocet bun€k je v Gl fazi bunécného cyklu. U dalSich skupin
v diisledku rozpadu buné¢k neni mozné urcit presné procentudlni zastoupeni bunck
v jednotlivych fazich bunécného cyklu. Obr. 4.2.4.2 vSak prokazateln¢ ilustruje
protektivni efekt kofeinu v kombinaci s 0,5 nmol/l MTX po 72 hodindch. U skupiny
bunck vystavenych pouze 0,5 nmol/l MTX ziistdva v cyklu pouze 10% bunék, avSak u
bunék vystavenych 0,5 nmol/l MTX v kombinaci s kofeinem zustdva v cyklu 38%

bunék, coz je rozdil o 28%.
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Obr. 4.2.4.2 Analyza obsahu DNA 72 hodin po ovlivnéni

Zavérem lze konstatovat, ze MTX zpisobuje u bunék MOLT-4 zastavu
bunécného cyklu v G2 fiazi ndsledovanou rozvojem apoptézy. Inhibice ATM kindzy
kofeinem tuto zastavu bunécného cyklu znemoZzni. Zaroven je patrny kritkodoby

ochranny efekt kofeinu pted MTX zptlisobenou apoptézou.

4.3 Elektroforéza a Western blot analyza

Pomoci elektroforézy a western blotu jsme zjiStovali zmény v expresi proteinil
souvisejicich s apoptézou a kontrolou bunééného cyklu. Zaméfili jsme se na sledovani
exprese proteinu p53 a jeho fosforylovanych forem p53_serl5 a pS3_ser392. Déle jsme
sledovali proteiny p21, ERK1/2 a Stépeni laminu B. Pro kontrolu nandsky jsme
pouzivali aktin. Zamé¢fili jsme se na sledovani zmén exprese u bunék ovlivnénych
0,5 nmol/l mitoxantronem, kofeinem a u bunék ovlivnénych kombinaci 0,5 nmol/l MTX
a kofeinu. Exprese vybranych proteinii byla sledovdna v intervalu 4 a 24 hodin po
ovlivnéni.

Vystupem western blotu jsou fotografické snimky, na kterych je viditelny signél
odpovidajici jednotlivym proteintim z membrédn. Ke kvantifikaci jsme ndsledné pouzili

pocitacové mefeni integrované optické denzity, grafickym zpracovanim téchto dat jsme
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ziskali sloupcové grafy, které nazorn¢ ukazuji kvantitu exprese proteinti u sledovanych
skupin ovlivnénych bunék.

Nejprve jsme sledovali zmény v expresi proteinu pS53 a jeho fosforylovanych
forem u bunck MOLT-4 v intervalu 4 a 24 hodin po ovlivnéni. Protein p53 je tumor-
supresorovy protein. Tento transkripéni faktor ma schopnost ptisobit proti nddorové
odpovédi na nejriznéj$i formy bunécného stresu. V odpovédi na poskozeni DNA
dochdzi k fosforylaci p53 ATM/ATR kindzami, podminujici vzestup jeho hladiny
(Nakano et al., 2007) a kumulaci proteinu v buiice.

Nejnizsi expresi proteinu pS3 jsme zaznamenali u kontrolni skupiny bun¢k a u
bunck vystavenych pisobeni kofeinu. Hladina proteinu p53 stoupala zejména u skupiny
bun¢k vystavenych 0,5 nmol/l MTX (obr. 4.3.1). Ze sloupcového grafu kvantifikujictho
opickou denzitu blotu je vidét, Ze hladina p53 stoupd jiZ po 4 hodinach, vSak k daleko
vys§i expresi dochdzi po 24 hodindch od ovlivnéni (obr. 4.3.2). Po pfidaini MTX a
kofeinu o koncentraci 2 mmol/l jsme sledovali zmény v expresi pS3 po zablokovani
funkce ATM kindzy. Prokézali jsme, Ze u bunék MOLT-4 inhibice ATM kindzy po
ptidani kofeinu zabrafuje vzestupu hladiny p53 po 4 i 24 hodinéach ptisobeni MTX (obr.
4.3.1.24.3.2).

Aktivaci a stabilizaci proteinu p53 provazi fada posttranslacnich modifikaci.
V této praci jsme sledovali fosforylaci proteinu p53 na serinech 15 a 392.

Fosforylace p53 na Serl5 je povazovdna za hlavni misto posttranslaéni
modifikace spojené s odpovédi na DSB, kterd vede k zastavé bunécného cyklu. Tato
fosforylace na Serl5 inhibuje aktivitu Mdm2, brani jeho funkci jako ubikvitin ligazy a
tim stabilizuje protein pS3 (Toledo, 2007). Na obr. 4.3.1. je patrné, Ze po vystaveni
bunék 0,5 nmol/l MTX dochdzi k fosforylaci p53 na Serl5. Kofein tuto fosforylaci
v odpovédi na poskozeni bunnky MTX inhiboval (obr. 4.3.1. a 4.3.3).

Fosforylace na Ser392 je vyznamna pro usnadnéni funkce p53 jako
transkripéniho faktoru. Na obr. 4.3.1. je patrné, Ze po vystaveni bunc¢k 0,5 nmol/l MTX
dochazi k fosforylaci p53 na Ser392. Navzdory tomu, Ze dle praci jinych autoru je tato
fosforylace katalyzovana kaseinkindzou Il (Sakaguchi et al., 1997, Szkanderovd et al.,
2003), ptidéani kofeinu tuto fosforylaci opét tlumilo (obr. 4.3.1. a 4.3.4), coZ naznacuje,

Ze ac tato fosforylace neni ptimo katalyzovana ATM, jde o d¢j ATM zavisly.
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Obr. 4.3.1 Fotografické snimky western blottingu 4 a 24 hodin po ovlivnéni zamétené na sledovani zmén

v expresi pS3 a jeho fosforylovanych forem
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Obr. 4.3.2 Integrovana optickd denzita. Exprese proteinu p53 4 a 24 hodin po ovlivnéni
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Obr. 4.3.4 Integrovana optickd denzita. Exprese proteinu p53_ser392 4 a 24 hodin po
ovlivnéni

Zmény v expresi po ovlivnéni bunék jsme sledovali i u dal§ich protein -
zaméfili jsme se na sledovani hladiny proteinu ERK1/2, p21 a St€peni laminu B.

Protein p21 je vyznamny reguldtor bunécného cyklu. V dasledku zvySovani
exprese proteinu p53 dochdzi k zvyseni exprese proteinu p21, coZ je inhibitor cyklin-
dependentnich kinaz, které kontroluji vstup do S faze. Dokazali jsme, Ze tento protein je
v dtsledku zvySené exprese proteinu p53 exprimovan u bunek ovlivnénych 0,5 nmol/l
MTX po 4 i 24 hodinach od ovlivnéni. V ndvaznosti na ATM-p53 signélni drdhu jsme

téz zkoumali inhibicni efekt kofeinu na MTX zpiisobenou up-regulaci proteinu p21. Po
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4 hodindch od vystaveni MTX spolecné s kofeinem nebyl protein p21 detekovéan .
Exprese proteinu p21 u bunék ovlivnénych kofeinem spolu s MTX byla prokdzina za
24 hodin, avSak i tak inhibice ATM kindzy zptsobila niz$i narst p21 ve srovndni s
nartstem u skupiny bun€k ovlivnénych pouze 0,5 nmol/l MTX (obr. 4.3.5. a 4.3.6).

Lamin B je 68 kDa velky protein nachédzejici se v blizkosti jaderné membrany.
Pti aktivaci apoptickych drah v bunice dochazi k jeho Stépeni pomoci kaspaz. K Stépeni
tohoto proteinu dochédzelo u bunék MOLT-4 vystavenych ptsobeni 0,5 nmol/l MTX. Po
4 hodinach od ovlivnéni se objevuje pouze jeden Sté€p, avSak po 24 hodindch dochdzi
k St€peni Laminu B na 2 Stépy. Pfi¢emz nejvyssi je hladina 26 kDa §tépu, je tedy patrny
postupny rozvoj apoptézy. NaSe vysledky ddle prokédzaly, Ze kofein tlumi Sté€peni
laminu B v prvnich 4 a 24 hodiniach po ovlivnéni, coZ koreluje s prokdzanym
protektivnim efektem vici indukci apoptézy. Pravdépodobné to ale neznamend, Ze by
vlivem kofeinu dochéazelo k celkové protekci bunék MOLT-4 pted pisobenim MTX.
Jak naznacila prace Vavrové et al. (2003), Slo by o zkreslenou interpretaci dat, protoze k
apoptéze indukované DSB v pfitomnosti inhibitoru ATM kindzy nedochdzi celkové v
niz8i mite, nybrZ je indukovéna az ve velmi pozdnich intervalech (3-6 dni po ozafeni),
jde o tzv. druhou vInu apoptézy, coZ jsme v nasi praci nesledovali.

Déle jsme sledovali také expresi proteinu ERK1/2. Zjistili jsme, Ze nedochdzi

k vyznamnym zméndm hladiny tohoto proteinu u Zadné skupiny sledovanych bunék

(obr. 4.3.5.).
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Obr. 4.3.5 Fotografické snimky western blottingu 4 a 24 hodin po ovlivnéni
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Obr. 4.3.6 Integrovand optickd denzita. Exprese proteinu p21 4 a 24 hodin po ovlivnéni
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Obr. 4.3.7 Integrovana opticka denzita. Exprese $tépu laminu B o velikosti 26 kD 4 a 24
hodin po ovlivnéni
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5. Zavér

V této praci jsme se =zabyvali studiem apoptézy u bunék ovlivnénych
mitoxantronem a mitoxantronem Vv kombinaci s kofeinem, jakoZto nespecifickym
inhibitorem ATM kinazy. Nejprve jsme sledovali prolifera¢ni aktivitu bunék MOLT-4.
Podrobn¢jsi analyza byla proveden pomoci pratokové cytometrie. Zmény na
molekuldrni drovni byly sledovany pomoci western blotu s ndslednou imunodetekeci.

V prvni fazi na$i prace jsme se zamé&fili na sledovéni viability. Zjistili jsme, Ze
kofein a mitoxantron u bun¢k MOLT-4 sniZuji proliferaci a zvySuji umrtnost.
K vyraznému poklesu proliferace dochdzi u bunék vystavenych pusobeni 0,5 nmol/l
MTX. Bunky ovlivnéné 0,5 nmol/l MTX v kombinaci s kofeinem vykazuji veétsi
proliferaci neZ buiiky vystavené samotnému 0,5 nmol/l MTX, coZ naznacuje, Ze kofein
chrani ovlivnéné bunky MOLT-4 pted pisobenim zejména vysokych davek cytostatika.

Nisledné jsme sledovali apoptézu u ovlivnénych bunék pomoci pritokové
cytometrie. Analyza SS/EV a dudlni znaceni pomoci Annexinu V a PI ukdzalo, Ze po
24 hodinach vzrista procentudlni zastoupeni mrtvych bunck se vzrlstajici koncentraci
MTX. U skupiny bun€k vystavenych pisobeni 0,5 nmol/l MTX v kombinaci s kofeinem
byla po 24 hodindch viditelnd kombinace smrtictho ucinku cytostatika s toxickym
efektem kofeinu. OvSem po 72 hodindch dochdzi k protektivnhimu tc¢inku inhibice ATM
kindzy u bunék ovlivnénych 0,5 nmol/l MTX v kombinaci s kofeinem. Tato ochrana je
vSak pouze docasna.

Pomoci pritokové cytometrie jsme provadéli i analyzu obsahu DNA v buiice po
24 a 72 hodindch. Z DNA analyzy je patrné, Ze MTX zplsobuje u bunék MOLT-4
zastavu bunécného cyklu v G2 fazi nésledovanou rozvojem apoptézy. Inhibice ATM
kindzy kofeinem tuto zdstavu bunééného cyklu znemozni. Zarovei je patrny kratkodoby
ochranny efekt kofeinu pfed MTX zpiisobenou apoptdzou.

V této prici jsem se také zaméfili na zmény v expresi proteinii souvisejicich
s apoptozou a kontrolou bunécného cyklu. Sledovali jsme expresi proteinu p53 a jeho
fosforylovanych forem p53-serl5 a p53_ser392, dile pak protein p21, lamin B a
ERKI,2.

Pti sledovéni exprese proteinu p53 jsme pozorovali jeho nartist zejména u bunék
ovlivnénych MTX a prokazali jsme, Ze u bunék MOLT-4 inhibice ATM kindzy po
pridani kofeinu zabranuje vzestupu hladiny p53 po 4 i 24 hodinidch ptusobeni MTX.

Déle jsme zjistili, ze u bunék ovlivnhénych MTX dochédzi k vzestupu hladiny
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fosforylovanych forem p53_serl5 a p53_ser392, kofein vSak tuto fosforylaci
v odpovédi na poSkozeni buitkky MTX inhibuje. Inhibice fosforylované formy proteinu
pS3_ser392 naznacuje, Ze ac tato fosforylace neni piimo katalyzovdna ATM kindzou,
jde o d&j ATM z4visly.

Sledovanim proteinu p21 jsme dokdazali, Ze tento protein je v dusledku zvysSené
exprese proteinu pS3 exprimovan u bunck ovlivnénych 0,5 nmol/l MTX po 4 1 24
hodinidch od ovlivnéni. Déle jsme zjistili, Ze po pfiddni kofeinu v disledku inhibice
ATM kindzy dochdzi zamezeni exprese po 4 hodinach a ke sniZeni exprese po 24
hodinéch.

Sledovanim Stépeni laminu B jsme zjistili postupny rozvoj apoptézy u bunck
ovlivnénych 0,5 nmol/l MTX a potvrdili jsme protektivni efekt kofeinu sledovany
v pfedchozich analyzéch.

Zavérem lze fici, Ze tato prace pfinesla potvrzeni jiz zndmych fakt, ze MTX
zpusobuje apoptézu a zdstavu bunck v G2 fazi a kofein se chova jako inhibitor ATM
kindzy a rusi tento blok. Zajimavé je, Ze u vysSich koncentraci cytostatika dochazi
k protektivnimu dcinku kofeinu na ovlivnéné bunky, tento efekt vS§ak muize byt pouze

docasny.
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6. Seznam zKkratek

AOQO - akridinov4 oranz

APS — peroxodisiran amonny

ATM - ataxie telangiektasie mutovand kinadza
ATP — adenosintrifosfat

ATR - ataxie telangiektasie a Rad3-related kindza
BRCA - breast cancer gene produkt

CARD - caspase recruitment doména

CD - cluster of differentiation

cyt-c — cytochrom ¢

DED - death effector doména

DISC — death inducing signaling komplex
DNA - deoxyribonukleova kyselina

DBS — dvouvldknovy zlom

E6-AP — E6-associated protein

FADD - Fas-associated death domain protein
FS — forward scatter

FITC — fluorescein isothiokianat

HR - homologni rekombinace

IMDM - Iscova modifikace Dulbeccova média
MTX — mitoxantron

Mcl-1 - protein myeloidni buné¢né linie 1
NHEJ — nehomologni end-joining

NK - natural killer

PAGE - polyakrylamidova gelové elektroforéza
PI — propidium jodid

PBS - fosfatovy pufr

PCNA - proliferating cell nuclear antigen

RB - retinoblastoma

SDS — sodium dodecylsulfat

SS — side scatter

TEMED - tetramethylethylendiamonium

TNFa — tumor necrosis factor o
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TNFR 1 — tumor necrosis factor receptor 1

WS — pracovni roztok
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