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Souhrn

CIL: V nasi praci jsme se vénovali studiu Gginku inhibitoru NU7441,
ktery specificky inhibuje DNA-dependentni protein kinazu (DNA-PK). Zabyvali jsme
se jeho efektem na inhibici reparace dvouietézcovych zlomi DNA (DSBs) a indukci
apoptdzy v kombinaci s ionizujicim zafenim (IZ). Inhibitor jsme pouzili v koncentraci
1 uM a zéfeni o davce 1 Gy. Dale jsme provedli doplitkové experimenty k piredchozi
studii s inhibitorem NU7026, ktery mén¢ specificky inhibuje DNA-PK a také ATM-
kinazu (ATM), ovSem za pouziti vy$si koncentrace (10 pM) a pokusili jsme se srovnat
ucinek obou inhibitora.

MATERIAL A METODY: Buiiky T-lymfocytarni leukemické bun&éné
linie MOLT-4 byly pro experimentalni ¢ast prace rozdéleny do ¢tyi skupin: kontrolni
bunky, buiiky ovlivnéné inhibitorem NU7441 a v n¢kterych (doplitkovych) pokusech
inhibitorem NU7026, buiiky ozaifené davkou 1 Gy a buiiky ovlivnéné kombinaci obou
nox. Vyuzili jsme Western blotting a ELISA stanoveni pro analyzu proteint
ucastnicich se reparace DNA a indukce apoptozy a epifluorescenéni mikroskopii pro
detekci kolokalizace proteini YH2AX a 53BP1; tzv. loziska indukovana IZ (ionizing
radiation-induced foci; IRIF). Pro zhodnoceni apoptézy jsme vyuzili prutokovou
cytometrii.

VYSLEDKY: Nepozorovali jsme signifikantni zmé&nu v mnozstvi DNA-
PK podjednotek Ku70/80. Samotné ozareni vedlo k narlstu exprese proteinu p53 a
jeho fosforylaci na pozicich Ser 392 a Ser 15. V dusledku toho byla zvySena exprese
proteinu p21. Pre-inkubace s NU7441 nevedla k inhibici fosforylace p53, jelikoZ je
provadéna soucasné také ATM. Mnozstvi cdc25A mirné kleslo po pouziti kombinace
nox. Inhibitor NU7026 v kombinaci s davkou 1 Gy tlumil fosforylace nékterych
substratt ATM a DNA-PK, ovSem vysledna mira apoptdzy byla vyssi po pouziti
inhibitoru NU7441. Co se ty¢e indukce apoptdzy, tak kombinace IZ a NU7441 vedla
ke snizeni mnozstvi anti-apoptického proteinu Mcl-1 a $tépeni poly (ADP-riboza)
polymerazy (PARP), coz je zndmkou probihajici apoptdzy. Mnozstvi pro-apoptického
proteinu Bad kleslo mirné pouze za 72 hod po ozafeni po pouziti kombinace.
Detekovali jsme zvySené mnozstvi apoptickych bunék 24 1 72 hod po ozéafeni ve
skupin€é bunck ovlivnénych kombinaci nox. MnoZstvi IRIF bylo také u kombinace

Zvyseno.



ZAVER: Kombinace 1Z a inhibitoru DNA-PK NU7441 zpisobila zvyseni
DNA poskozeni a ndsledné indukci bunécné smrti. Nevedla k sniZzeni exprese proteinu
p53, jeho fosforylovanych forem nebo proteinu p21. DoSlo ale ke snizeni anti-
apoptického Mcl-1 a byla vyznamné indukovana apoptéza 72 hod po ozareni. Protoze
jej lze pouzit v nizsich koncentracich nez inhibitor NU7026 a vede k intenzivnéjSimu
pro-apoptickému Uc¢inku, hodnotime inhibitor NU7441 jako perspektivni platformu

pro vyvoj dalSich a¢innych protinadorovych 1éCiv.

Klicova slova: DNA-PK, ATM, dvojité¢ zZlomy DNA, inhibitor NU7441, ionizujici

zafeni, apoptoza



Summary

BACKGROUND: In this study we describe the effect of NU7441, a
specific inhibitor of DNA-dependent protein kinases (DNA-PK), on molecular
mechanisms of inhibition of double strand breaks (DSBs) repair and induction of
apoptosis triggered by ionising radiation (IR). We studied the effect of pre-treatment
with NU7441 (1uM) prior irradiation (1 Gy). We also conducted some complementary
experiments to our previous study with inhibitor NU7026, which less specifically
inhibits DNA-PK and also ATM-kinase (ATM), however at higher concentration (10
uM) and we tried to mutually compare the effect of both inhibitors.

METHODS: The experimental design consisted of four groups: control,
NU7441 treated, IR-treated, and combination. We used flow-cytometry for apoptosis
assessment, Western-blotting and ELISA for detection of proteins involved in DNA
repair signalling pathways and epifluorescence microscopy for detection of co-
localisation of YH2AX and 53BP1, i.e. ionising radiation-induced foci (IRIF).

RESULTS: We did not observe any significant changes in the amount of
DNA-PK subunits Ku70/80. IR alone led to up-regulation of p53 and its
phosphorylation at serine 15 and 392 (crucial for DNA-binding and its function as a
tumour suppressor). This subsequently resulted in up-regulation of p21. However, the
combination did not induce decrease, since phosphorylation of p53 can be performed
also by ATM. The amount of cdc25A decreased slightly after combination of IR with
NU7441 72 h after irradiaiton.

In the terms of cell death, combination of IR with NU7441 induced
decrease in anti-apoptotic Mcl-1 and a significant hallmark of apoptosis - cleavage of
poly (ADP-ribose) polymerase (PARP). The amount of pro-apoptotic Bad slightly
decreased only 72 h after irradiation and pre-treatment with NU7026. We detected
significant increase in apoptotic cells in the group with combination of NU7441 and
IR also by flow-cytometry and combination led to substantial increase in the
accumulation of IRIF.

CONCLUSIONS: Taken together, combination of DNA-PK inhibitor
(NU7441) with IR causes accumulation of DNA damage and subsequent cell death. It
does not lead to decrease in amount of p53 phosphorylation or p21, but to decrease in
anti-apoptotic Mcl-1 and significantly induces apoptosis 72 h after irradiation. Since
NU7441 can be used at lower concentration than NU7026 and it is capable of



intensive pro-apoptotic effect, we conclude that NU7441 could provide a perspective

platform for development of radio-sensitizers in radiotherapy.

Key words: DNA-PK, ATM, DNA double-strand breaks, inhibitor NU7441, ionising

radiation, apoptosis



Seznam pouzitych zkratek

53BP1
AlF

APS

A-T
ATM
ATP
ATR
ATRIP
BH

CDK
CLL
cyt-c
DED
DIABLO
DISC
DNA
DNA-PK
DNA-PKcs
DSBs
EDAR
ER
FADD
FITC
Gln

Gy

HR
HtrA2
IAPg
IRIF

Lig IV

p53-vazebny protein 1

apopticky indukéni protein

amonium persulfat

ataxia telangiectasia
ataxie-telangiektasie-mutovana kinaza
adenosintrifosfat

ataxia telangiektasie a Rad3- ptibuzna kinaza
ATR interagujici protein

Bcl-2 homologni doména

cyklin dependentni kindza

chronicka lymfocytarni leukémie

cytochrom ¢

efektorova doména smrti

direkt IAP binding protein with Low pl

smrt indukujici signalizacni komplex
deoxyribonukleova kyselina
DNA-dependentni protein kindza

katalyticka podjednotka DNA-dependentni protein kinazy
dvouretézcové zlomy DNA

ektodysplasin A receptor

endoplazmatické retikulum

protein spojujici Fas receptor s doménou smrti
fluorescein isothiokyanat

glutamin

Gray

homologni rekombinace

Omi/high temperature requirement protein A
inhibitor apoptickych proteinti

loZiska indukovana ionizujicim zafenim
ionizujici zafeni

DNA ligdza IV



LMDS lokalni mnohonasobné poskozené oblasti

Mcl-1 protein myeloidni buné¢né linie-1

Mdm2 murine double minute protein2

MRN Mrell/Rad50/Nbsl komplex

mTOR mammalian target-of-rapamycin

NGFR receptor nervového rastového faktoru

NHEJ nehomologni spojovani koncti

NU7026 inhibitor DNA-PK (2-(morfolin-4-yl)-benzo[h]chomen-4-on)

NU7441 inhibitor DNA-PK (8-dibenzothiophen-4-yl-2-morpholin-4-yl-
chromen-4-on)

p53 protein kodovany tumor-supresorovym genem TP53

PARP poly (ADP —ribdza) polymeraza

PBS fostatovy pufr v médiu fyziologického roztoku (pH 7,4)

PI3K fosfatidylinositol 3-kinaza

PIKKg fosfatidylinositol 3-kinaza piibuzné protein kinazy

PIP3 fosfatidylinositol-3,4,5-trisfosfat

RPA replikacni protein A

SDS dodecylsiran sodny

Ser serin

Smac second mitochondria-derived activator of caspase

SSBs jednotetézcové zlomy DNA

sSDNA jednotetézcova DNA

TBS Tris-HCI pufr (pH 7,6)

TBS/T Tris-HCI pufr s 0,05% Tweenem 20

TEMED N,N,N",N" - tetramethylendiamin

Thr threonin

TNFRI TNF receptor |

TNF-a tumor nekrotizujici faktor o

TOPBP1 topoizomeraza vazajici protein 1

TRADD protein spojujici TNF receptor s doménou smrti

TRAF2 adaptor protein TNF receptor associated faktor 2

wt wild type

vyH2A.X histon H2A.X fosforylovany na Ser'®®



Obsah

1 Predmluva ..o 16
2 Teoreticka CASt............ccoeeviiiiiiii 18
2.1 1ONMIZUJICT ZATENT ...veiieeeeiii ettt n et nne e 18
2.2  Poskozeni DNA — vznik dvoufetézcovych zloml DNA ..........cccooeiiniiiieiiiicnee, 19
2.3 ROGINA PI3-K ...ttt 20
2.3.1 ATM kindza a Jeji SUDSIIALY ......cccviiiieiiiiiiiieiese e 21

2.3.2 AR s 24

2.3.3  DINA-PK bbb 25

2.4 Cesty reparaCe DINA ... 27
2.4.1 Nehomologni SpojOVANT KONCT......ccveiviiiiiiiiiiicsieeeee e 27

2.4.2 Homologni reKOMDBINACE .....ccuvviiiiiiiiiiieiiiie e 29

2.5 INNIDITONY oo e 31
251 INNIDITOr NUTAAL ..o 31

2.5.2  INNIDIOr NUTO26 ... 32

2.0 APOPLOZA ...ttt 33
2.6.1  VNE)ST CEStA APOPLOZY vttt 33

2.6.2  VNitind CEStA APOPLOZY ...vevvverveeiieiriiiieite ettt 35

3 CHlE PIraCe ...ccooovvieiie e 37
4  Experimentalni CAst.............ccccccooviiiiiiiiiiii 38
4.1 Materidl @ MELOAY .....cciviiiiiiiiieii i 38
4.1.1 Bunécné kultury a kultivaéni podminky.........cccoeviiiiiiiiiiii e, 38

4.1.2 Gama ozafeni a pridani iINhibitOTU..........ccoviiiiiiiiiii 38

4.1.3  LyZaDUNCK ...ooiiiiiiiciie s 39

4.1.4  Stanoveni celkoveé BIIKOVINY ........cociiiiiiiiiiiiiicsceee e 40

N RS 21 () (0} 0 ) 474 AT UU TR T TR 40



4.1.6  WESLErN DIOTING ...ooveeiieeiic et 42
O S 1 41 o] o] [ 1 [ PRSP R PRP PP 43
418 ELISA. . s 44
4.1.9  APOPTEST ..ottt bbbttt nb e 45
4.1.10  Epifluorescencni MiKIroSKOPIC ....cvvvieiiiiiiiiiiiiiesiiee s 46
4.2  ChemiKAlie @ TOZEOKY ....voiviiiiiiieiiiie e 47
4.2.1 Roztoky pouzité pii stanoveni celkoveé bilkoviny .........ccccceviiiiiiiiinnicniieenn, 47
4.2.2 Roztoky pouZité pro 1yzu bun€k...........ccecvriiiiiiiiiiiii e 47
4.2.3 Roztoky pouzité pi1 €leKtroforéze ........oovviiiiiiiiiiiiiiie e 48
4.2.4 Roztoky pouzité pii Western blottingu..........cccvevvviiiiiniiiiiiieiiseeece 49
4.2.5 Ro0ztoky pouzit€ Pi1 SIIPPINZU .eovvvvreiriiieiiiieiiieesiieesieeesiree s e sreeessrre e e e snees 50
4.2.6 Roztoky pouZité pii ELISE .......ccccoiiiiiiiii e 51
4.2.7 Roztoky pouzité pi1t APOPTESTU.......ccooiiiiiiiiiii e 51
4.2.8 Roztoky pouzité pti epifluorescencni mikroSKOpii......coovveverviiiiieiiiiniiincnnenn, 51
4.3 PHStrOJOVE VYDAVENT ..c.viiiiiiiiiiicii ittt 52
O VYSICAKY .....cooooo s 53
5.1  Stanoveni celkoveé bIlKOVINY.......cccciiiiiiiiiiiiiiii e 53
5.2 Viabilita bun€k MOLT 4 .......coooiiiiiieiiee e 54
5.3  Vliv zafeni a inhibitoru NU7026 na expresi Mcl-1, Laminu B a Akt-kinazy ........... 56
5.4  Vliv zéfeni a inhibitoru NU7441 na expresi proteini spojenych s reparaci
DNA 2 INdUKCT @POPLOZY ....vviiiiiiiiiiiiieie e 57
5.4.1 Metoda WesStern DIOtHING ........coveieiieiiiie e 57
542 Metoda ELISA. ..o 60
5.4.3 Metoda prutokOVE CYLOMEIIIC. ....uuieiirieiiiiie ittt 63
5.4.4 Metoda epifluorescenni mikKroskopie ..........cccooviiiiiiiiiiiiiiiniiccee 69
B DISKUZE ... 72

7 Zavér



8 Seznam pouZzité literatury



1 Predmluva

Nadorova onemocnéni jsou jednou z nejéast&jsich pfi¢in umrti nejen v CR
ale 1 ve svété. Proto se vyznam studii zaméfenych na objasnéni molekularnich
mechanizmil v nddorovych bunikdch neustdle zvySuje. Podle American Cancer Society
je chronicka lymfocytarni leukémie (CLL) nejbéznéjsi formou leukémie zapadniho
svéta, Citajici jenom v USA zhruba 12 000 novych ptipada a prevalenci 50 000 az
60 000 pacienti rocné. CLL je typickym pfikladem lidské malignity zplsobené
zejména defektni apoptéozou a naproti tomu akcelerovanym bunéénym délenim,;
proliferaci.

V radioterapii nadorovych onemocnéni se Casto vyuziva nejen efektu
samotn¢ho zéafeni, ale 1 kombinace s latkami, které maji schopnost potencovat
cytotoxicky efekt ionizujiciho zateni (1Z). Jednou z moznosti, jak toho dosahnout, je
zablokovat klicové enzymy (kindzy) regulujici reparaci poskozeni DNA a nadorové
buniky eradikovat. Novym pfistupem v této oblasti je napiiklad chemicka inhibice
specifickymi inhibitory na bazi malych molekul jako je 2-morfolin-4-yl-chromen-4-
on, jehoz funk¢ni derivaty jsme pouzili i v této praci.

Porozuméni reparacnim déjim na molekuldrni Grovni, sledovani exprese
proteintl Ucastnicich se zastavy bunééného cyklu ¢i urceni zptsobu, jakym zminéné
inhibitory indukuji apoptozu Vv lidskych nadorovych bunkach, mize nabidnout nové
strategie a raciondlni pfistupy v kombinované terapii nadori.

Cilem této studie proto bylo zjistit, jakym zptsobem ovliviiuje inhibice
reparacnich procesi DNA u leukemickych bun¢k indukci apoptdzy, stanovit jeji
pfesnou miru, zjistit na jaké proteiny ma inhibice vliv, vzajemné porovnat ucinek
inhibitort NU7026 a NU7441 a zhodnotit jejich mozné vyuziti pro radio-sensibilizaci.
K posouzeni soucasného vlivu zafeni a inhibitoru byly buiky vystaveny obéma
noxam. U inhibitoru NU7026 se jednalo o doplikové experimenty k pokustim
diplomové prace vsak spoc¢iva v experimentech s inhibitorem NU7441.

Jako modelovou bunécnou linii jsme pouzili bunky MOLT-4 s funkénim
proteinem p53, které jsou odvozeny od lidské T-bunétné leukémie, nesouci

imunofenotypické charakteristiky thymocytii s expresi CD1" 49 %, CD4" 55 %, CD5"
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72 % a CD7" 77 % a jsou vhodnym modelem pro studium molekularnich mechanizmii
zatenim indukované apoptdzy u T-lymfocyti. [22]

Obecné lze fici, ze indukce apoptdzy u bunék MOLT-4 (p53-wild type; wt)
po expozici davkam do 10 Gy je rychlejsi nez u bunck, které jsou p53-negativni.
Bunikky MOLT-4 po expozici zafenim umiraji vétSinou tzv. mitotickou apoptézou a
jsou relativné radiosenzitivni.[72]. Pii testovani klonogenity MOLT-4 byla urcena

hodnota Dgjako 0,87 Gy (davka snizujici pocet piezivajicich bunék na 37 %).
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2 Teoreticka ¢ast
2.1 lonizujici zareni

Nejcastéjsim typem 1Z, se kterym se setkavame, je zafeni gama (y).
Zdrojem zateni y mohou byt radionuklidy beta, mén¢ Casto alfa, jejichz pfeména vede
ke vzbuzenym stavim dcefiného jadra. Absorpce energie zafeni ve hmoté ma
kvantovy charakter. Nejcastéji dochazi k excitacim a ionizacim atomt a molekul. Pro
nékteré druhy zafeni mohou nastat primarné i jiné jevy napf. u y zafeni Comptoniiv jev
nebo materializace fotont. Sekundarné vzniklé castice ztraci nabytou energii také
excitacemi a ionizacemi.[36]

Biologicky ucinek 1Z je zprostiedkovan absorpci energie fotonu, resp.
¢astice v zivém organismu. Ta se méni v jiné formy energie napft. v Kinetickou energii
elektronti. Po tomto fyzikalnim procesu probihaji dalsi fyzikalné-chemické déje.
Dusledkem jsou chemické a biologické zmény dulezitych makromolekul organismu;
zejména DNA.[71]

IZ plsobi na zivé organismy dvojim U¢inkem. Pfimy U¢inek nastava pfi
bezprostfednim pieneseni energie zafeni V kvantech a biologicky ucinek zavisi na
zasazeni citlivé struktury bunky; tedy DNA. Pii nepfimém ucinku mistem chemické
reakce neni misto pocatecni primarni absorpce energie, ale dochazi k pfenosu energie
vV rdmci molekuly a mezi molekulami. Neptimy G¢inek pozorujeme napft. pti absorpci
energie zafeni vodou u biologickych systémi. Radiolyzou vody vznikaji nebezpecné
radikaly: hydroxylovy, vodikovy a peroxid vodiku, které reaguji s biologickymi
molekulami. Cim je koncentrace biologicky vyznamnych molekul v organismu mensi,
tim je nepfimy G¢inek uplatnén ve vétsi mire.[18,36]

Citlivost bun€k vic¢i pfimym a nepfimym ucinkim IZ se 1i8i v prub&hu
bunécného cyklu. Nejcitlivéjsi fazi bunééného cyklu je mitdéza. Davky tadové v cGy
mohou vyvolat genové nebo chromozomové mutace. Nejsou-li opraveny, muze dojit
k maligni transformaci bunky.[71]

IZ zptsobuje Siroké spektrum chemicky odlisSnych typt 1ézi DNA.
K LMDS fadime dvoutetézcové (DSBs) a jednotetézcové zlomy DNA (SSBs). Pokud
vzniknou SSBs na opac¢nych fetézcich dvousroubovice DNA blizko sebe, mohou se
snadno vyvinout v DSBs. Dalsi LMDS zahrnuji chemickou modifikaci bazi a cukru.

Tyto 1éze mohou také spét ke vzniku DSBs.[52] Bézné poskozeni baze neupravuje

18



strukturu DNA molekuly a cukr-fosfatova kostra je dostupna pro opravu. Cukerné 1éze
narusuji cukr-fosfatovou kostru a vytvari SSBs. Jejich soubézny vyskyt na protilehlém
fetézei v ramci jednoho helikalniho oto¢eni pak vede ke vzniku DSBs.[60]

DSBs indukované IZ mohou vzniknout ptimo jako néasledek jednoho nebo
vice ozafeni nebo nepiimo jako nésledek reparacnich procest, které maji eliminovat
bazické nebo cukerné posSkozeni nachdzejici se v tésné blizkosti na protilehlych
fetézcich.[52] K poskozeni patii i cross-linky neboli piiéné spoje uvniti DNA a lokalni
denaturace. S rostouci hustotou ionizace zafeni klesa vyskyt SSBs a stoupd vyskyt
DSBs. Zlomy DNA mohou vést ke chromozomovym aberacim. V interfazovém jadie
lze nejcastéji pozorovat translokace a fragmenty chromozomi. V mitdze pozorujeme
chromozomové i chromatidové aberace. Nejéastéjsimi typy poskozeni jsou: zlomy
chromozomu, interchromozomové a intrachromozomové vymeény (dicentrické
aberace, translokace, inverze). Chromozomové aberace jsou povazovany za jednu z

hlavnich pficin letalnich, ale i kancerogennich G¢inku zafeni.[36]

2.2 Poskozeni DNA - vznik dvouretézcovych zlomi DNA

DSBs jsou typem poskozeni DNA, které vede Kk zavaznym nasledkim
v bunice, pokud nejsou opraveny. Nedostate¢na nebo nepfesna oprava mize vést
Kk mutacim, genomické nestabilit¢ a vzniku jiz zminénych chromozomalnich
aberaci.[27,52]

DSBs jsou vysledkem pusobeni exogennich faktord, jako jsou napt. 1Z,
chemoterapeutika nebo endogennich faktori, jako jsou reaktivni formy kysliku.[33]
Kromé S$kodlivych faktori se DSBs mohou objevit 1 spontdnné jako soucast
fyziologickych dé&ja. Spontanni DSBS mohou vzniknout Vv jakémkoliv stadiu
bunééného cyklu: v bunkach v nedélicim se stavu, béhem DNA replikace, meidzy
nebo jako intermediaty béhem V(D)J rekombinace pii vyvoji lymfoidnich bunék.[27]
Za piirozeny vyskyt DSBs jsou zodpovédné i enzymy topoizomerazy.[52]

DSBs se vytvari, pokud jsou oba komplementarni fetézce dvojité
Sroubovice DNA zlomeny soubéZné v oblastech dostate¢né blizko sebe a schopnost
bazického parovani nebo chromatinova struktura nedostacuji k udrzeni DNA konct u
sebe. Nasledkem jsou dva DNA konce nachylné k odlouceni jednoho od druhého.
Oprava DNA se tak stdva slozitou a mize dojit k nespravné rekombinaci S jinymi

useky v genomu.[27]
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Nejcastéji pouzivana noxa K vyvolani zloma je IZ. Vystaveni bunéénych
struktur energii zafeni (X a gama paprskim) vede béhem nékolika mikrosekund
k fotonové absorpci a chemickym zménam v bunice, jak jiz bylo zminéno.[52]

Délici se buiiky odpovidaji na DSBs zpomalenim bunééného cyklu. Pokud
se poskozeni vyskytne v G1 nebo S-fazi, vstup do S-faze je pozastaven nebo ji buinka
prochazi pomalu, aby poskytla ¢as k opravé poskozené DNA. Bunka v G2-fazi se
brani vstupu do mitézy a chybnému oddéleni chromozomalnich fragmenti béhem
cytokineze.[27]

Bunika signalizuje pfitomnost DSBs pomoci signdlni kaskadni drahy.
Poskozeni DNA je signalem pro proteiny vazici se do oblasti DNA poskozeni, které
pak spousti systém proteinkindz, jez amplifikuji signél a dale ho §ifi pomoci efektort
odpovidajicich na DNA posSkozeni. Jednou zbunécnych odpovédi je aktivace

reparaénich proteinit DNA a jejich pfesun do mista poskozeni.[27]

2.3 Rodina PI3-K

Fosfatidylinositol-3-kinazy (PI3K) jsou enzymy fungujici jako lipidové a
proteinové kinazy, které reguluji nékolik biologickych procest napi. piezivani,
proliferaci, metabolismus a migraci. PI3K fosforyluji fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat
na tieti pozici inositolu za vzniku fosfatidylinositol-3,4,5-trisfosfatu (PI1P3).[12]

PI3K se rozdéluji do ctyt skupin:L, II, Il a V. Klasifikace je zaloZena na
priméarni struktufe, katalytickych a regulanich podjednotkdch spojujicich se
V heterodimery. DalS$im kritériem je jejich substratova specifita.

Ttida | je prostudovana nejvice a dale se rozdéluje na: PI3K-IA a PI3K-
IB. Jednd se o heterodimerické enzymy skladajici se z regulacni/adaptorové
podjednotky spojené s katalytickou podjednotkou zvanou p110. Tiida IA je slozena
zpllOa-, B- a o- Kkatalytické podjednotky spojené s p85 rodinou adaptorovych
proteini.[12] Tiida IB se sklada zheterodimert tvoienych pl10y katalytickou
podjednotkou a regulac¢ni podjednotkou p101 nebo p84.[19,6]

Ttida II je na rozdil od tfidy I a III tvofena monomery vytvaiejicimi 3
katalytické izoformy (C2a, C2f, a C2y) bez regulaénich podjednotek. C2a a C2f jsou
exprimovany ve vSech buikach; C2y pouze v hepatocytech. Tiida II se ucastni

membranového transportu.[17]
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Ttida III je podobna tfidé I. Enzymy se skladaji z regulacni (p150) a
katalytické (Vps34) podjednotky. Funguji v regulaci membranového transportu
proteinu a vezikul. [17]

PI3K patfici do skupiny IV jsou znamé jako kindzy piibuzné
fosfatidylinositol-3 kinaze (phosphatidylinositol-3 kinase related kinases: PIKKS).
Skupina zahrnuje ATM, ATR, DNA-PK a mTOR. Clenové této skupiny jsou
serin/threoninové kinazy.[58] Jsou rychle aktivovany v piipadé DNA poskozeni. ATM
a DNA-PK odpovidaji hlavné na DSBs, zatimco ATR je aktivovana SSBs a zastavou

replikacni vidli¢ky.[17] Dale hraji roli v procesu rozvoje nadorovych onemocnéni.

2.3.1 ATM kindza a jeji substrdty

Ataxia telangiectasia (A-T) je vzacné, pleiotropii, autozomalné recesivni
onemocnéni charakterizované progresivni neurologickou degeneraci, riistovou
retardaci, predCasnym starnutim, specifickymi imunodeficiencemi, atrofii gonad,
genomickou nestabilitou, defektivnim metabolismem telomer a zvySenou predispozici
K vyvinu rakoviny. Buiky odvozené od A-T wvykazuji hypersenzitivu Kk IZ,
cytoskeletalni defekty, vys$i pozadavky na sérové faktory. Gen mutovany u
onemocnéni A-T byl nazvan ATM (A-T mutated).[50]

ATM  kéduje proteinovou kindzu o velikosti 370 kDa.[1]
V neposkozenych bunikéch tvofi neaktivni dimer nebo multimer. Vznik DSBs vyvola
relaxaci chromatinové struktury, coz vede k intermolekularni fosforylaci ATM na Ser
1981. Autofosforylace ATM zpusobi rozpad dimeru na aktivni monomer. Nasleduje
fosforylace na Ser 367 a Ser 1893.[68]

Na indukci ATM kinazové aktivity se podili také MRN komplex slozeny
z proteini Mrell, Nbsl a Rad50. Konzervativni C terminalni doména Nbsl je
nezbytna pro navazani ATM k MRN komplexu a pro uspé&$nou aktivaci ATM.[62]
Nbsl slouzi k pieneseni aktivované ATM na postizené misto a podporuje tak
fosforylaci dalSich molekul pomoci ATM.[17] MRN komplex je schopen vazat DNA
bez ucasti aktivni ATM. Je tedy senzorem pro DSBs. Rad50 z MRN komplexu
funguje jako protektivni chromozomalni faktor. Brani rychlému zkracovani telomer a
spojovani koncu sesterskych chromatid. Proteiny MRN komplexu reguluji sebe
navzajem. Nbsl pfitahuje Mrell do jadra, zatimco Mrell zvySuje stabilitu Nbsl.
Mrell vykazuje specifickou endonukleazovou aktivitu k DNA v DSBs a naopak
Rad50 jeho endonukleazovou aktivitu inhibuje.[70]
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ATM fosforyluje mnoho proteinti souvisejicich s regulaci kontrolnich
bodi bunééného cyklu, opravami DSBs a apoptozou. Fosforylace téchto proteint je
vyznamna pro jejich spravnou aktivaci.[62]

Mezi tyto proteiny patii: Brcal, p95/Nbsl, p53, mdm2, Chkl, Chk2,
Rad17, BIm, Smc1, 53BP1 a Mdcl.[68,1]

ATM reguluje kontrolni body bunééného cyklu. V kontrolnim bod¢ S-faze
Chk2 (ktera je aktivovana ATM) fosforyluje cdc25A fosfatazu, coz vyusti ve vazbu s
14-3-3 proteinem a jeji naslednou degradaci.[66] Proteinkinaza Chk2 je fosforylovana
a aktivovana v odpovédi na DNA poskozeni 1Z, UV radiaci a zastaveni replikace
hydroxymocovinou. Fosforylace Chk2 je ATM-dependentni po ozafeni I1Z, zatimco po
expozici UV zafeni nebo hydroxymocoviny nikoliv. ATM fosforyluje Ser-GIn/Thr-
GIn (SQ/TQ) oblasti. Chk2 obsahuje devét SQ/TQ oblasti. Sedm znich je
lokalizovano na N konci a dvé jsou v jeji kinazové doméng. Thr 68 je hlavni in vitro
fosforylaci.[40] Chk2 se sklada ze tfi domén: doména bohata na SQ/TQ motivy, tzv.
hlavova (head-associated) doména a kinazova doména. Chk2 také fosforyluje produkt
genu BRCA1.[1]

ATM se rovnéz podili na regulaci G2/M kontrolniho bodu, ktery je
nezbytny pro UspéSnou opravu poskozeni u bunck ozafenych v G2-fazi. Procesy
vtomto kontrolnim bodé jsou Chkl/Chk2-dependentni; jejich aktivni forma muze
inhibovat cdc25C fosfatazu.[66] In vitro Chk2 fosforyluje cdc25C na Ser 216.[40]
Cdc25C fosfataza je dilezitd pro aktivaci dalSich proteint: cyklinu Bl a cyklin
dependentni kinazy 1 (CDK1) a pro progresi bunécného cyklu.[50]

G1/S kontrolniho bodu se ATM tucastni ve spolupraci s proteiny p53,
Chk2 a mdm2. Posledni dvé molekuly jsou p53-dependentni a rozhoduji o jeho
stabilité a aktivité.[66] ATM reguluje transkripéni aktivitu p53 piimo pies fosforylaci
Ser 15 a nepiimo, kdy podporuje stabilitu p53 pres fosforylaci proteini Chk2 a
mdm2.[51] Tumorovy supresor p53 je v normalnich buinkach pfitomen v latentni
formé s nizkou afinitou ke specifickym sekvencim DNA, ale po genotoxickém stresu
se jeho aktivita zvySuje.[66] Aktivace p53 je doprovazena zvySenim jeho mnoZstvi i
transkripéni aktivity. Pfi zvySeni hladiny p53 se uplatiuje jeho sniZzena degradace a
fosforylace na Ser 20.[40] Po aktivaci p53 rozhoduje o osudu bunky. Tento protein je

schopny iniciovat zastaveni buné¢ného cyklu, starnuti i apoptdzu.[66]
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Lidsky protein p53 se sklada z 393 aminokyselin a Vv roztoku tvoii
tetramer. Jeho centralni doména je zodpovédna za vazbu ke specifickym sekvencim
DNA. C-terminalni doména vytvaii stabilni komplexy s nespecifickymi sekvencemi
jako SSBs nebo DSBs nebo nespravné sparované DNA. Fosforylace na Ser 392 na této
domén¢ usnadnuje vazbu p53 k témto sekvencim.[66]

Regulace p53 je mozna n¢kolika zplsoby: zménou jeho subcelularni
lokalizace, proteolytickou degradaci ubikvitinem a alosterickou modifikaci na hlavni
DNA vazebné doméné. P53 pisobi v jadfe. Aby mohl byt pfemistén do cytoplazmy,
ATM fosforyluje mdm?2, ktery je E3 ubikvitinovou ligdzou. Mdm2 je nepostradatelny
pro efektivni p53 degradaci a je ATM kinazou fosforylovan na Ser 166 a 395.[66]
Jestlize je bunka vystavena stresu jako je 1Z, vazba mezi mdm?2 a p53 je pferuSena,
p53 je fosforylovan a blokuje tak efekt mdm?2. P53-mdm?2 model je kontrolovan ATM
piimo fosforylaci p53 na Ser 15 a nepfimo pies fosforylaci Ser 20, kterd je fizena
Chk2.[50] Chk2 kinaza je aktivovana ATM na Thr 68.[1]

Transkripéni aktivita p53 je podporovana 53BP1. 53BP1 obsahuje C-
terminalni doménu pro navazani p53 a dal$i doménu zodpovédnou za vazani
fosforylovaného histonu H2AX, ktery je nezbytny k udrzeni 53BP1 v misté¢ DSBs.
Zastaveni bunécného cyklu v G1/S kontrolnim bod¢ je zptisobeno indukei transkripce

CIPUWAFL 1401 P21 spolu s p27 a p57 vytvaii

inhibitoru cyklin dependentnich kinaz p21
rodinu proteinti sdilejicich schopnost inhibovat cyklin dependentni kinazy a mohou tak
zastavit bunéény cyklus.[66]

ATM se také uplatituje u homologni rekombinace (HR) (viz kap. 2.4.2.).
Reguluje tento proces fosforylaci a asociaci s produktem genu BRCAL. Brcal protein
je fosforylovan ATM nepiimo pies Chk2, aby mohl vazat Rad51.[66]

Univerzalnost ATM doklada 1 to, Ze béhem casné odpovédi na DNA
poskozeni dochazi k fosforylaci histonu subtypu H2A, tfidy H2AX, coz je proces,
ktery mize byt vykonan dvéma kindzami: DNA-PK a ATM.[66] Protein YH2AX je
dilezity K retenci nékterych proteini tc¢astnicich se DNA oprav.[50] Vice se popisu

této fosforylace vénujeme v kapitole 2.3.3.
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Obr. ¢. 1: ATM/ATR a jejich substraty
Ptevzato z http://www.bioch.ox.ac.uk/aspsite/index.asp?pageid=585
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2.3.2 ATR

ATR kinaza (ATM and Rad3-related) kontroluje a kooordinuje DNA
replikaci, stabilitu replikacni vidlicky, kontrolni body bunécného cyklu a opravy
DNA. Schopnost aktivovat ATR ma mnoho typt DNA poskozeni, jako jsou: DSBs,
bazické adukty, cross-linky.[48] ATR je nejcastéji aktivovana faktory, které inhibuji
DNA replikaci, jako jsou UV a hydroxymocovina, které blokuji syntézu
nukleotidovych prekurzorti a zpusobuji tak replikaéni stres.[25] ATR na rozdil od
ATM a DNA-PK je nezbytna v replikujicich se bunikach.[48]

V odpovédi na stres ATR reguluje stabilitu replizomu a zabranuje
pfed¢asnému vstupu do mitdzy. Pii replikacnim stresu vznika Casto jednofetézcova
DNA (ssDNA). Na ssDNA se vaze replikacni protein A (RPA). Komplex ssDNA-
RPA je signalem pro navazani ATR a podporuje jeji pfemisténi do poskozené oblasti
spolu s dalsimi faktory. ATR se pfemistuje diky svému specifickému vazebnému
proteinu ATRIP, ktery ma na svém C-terminalnim konci specifickou evolucné

zastaralou oblast slouzici k interakci s ATR a saim o sob¢ se vaze piimo na RPA.[17]
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Nasleduje nezavislé premisténi svorky kontrolniho bodu, zahrnujici Rad9-
Radl-Husl komplex. Jedna se o heterotrimer kruhového tvaru, jehoZ struktura a
sekvence je podobna s replikativni posuvnou svorkou PCNA. Rad9-Radl-Husl
komplex piinasi k ATR aktiva¢ni faktor TOPBP1. Pfenos je zavisly na C-terminalnim
konci Rad9, ktery je fosforylovan na Ser 387. Tato fosforylace vytvari rozpoznavaci
misto pro BRCT doménu I a IT v TOPBP1 proteinu, ¢imz ji pfinasi k ATR. TOPBP1
obsahuje ATR aktivujici doménu, ktera se nachazi mezi BRCT doménami IV a VIL.[9]
Po pfemisténi a navazani téchto faktorli nastava pomoci TOPBP1 aktivace ATR a
fosforylace ATR substrati. TOPBP1 vaze plochy obou proteinti: ATR i ATRIP.[48]

Primarni funkci ATR je regulace progrese bunééného cyklu do G2-faze.
To zahrnuje G2 kontrolni bod, ktery pfedchazi fazi mitdzy v pfitomnosti poskozeni
DNA pfes regulaci cdc25 fosfatazy.[48] Kinazy S-faze zpusobuji zahajeni tvorby
nového replikonu a jsou kontrolovany cdc25A fosfatdzou. Béhem normalni S-faze
ATR aktivuje Chk1.[25] Chk1 vyzaduje aktivaci fosforylaci pomoci ATR na Ser 317 a
Ser 345. Po fosforylaci je Chkl uvolnéna zchromatinu k fosforylaci vlastnich
substratt jako je cdc25 fosfataza. Lidské bunky maji téi cdc25 proteiny, které reguluji
piechody v bunééném cyklu. Fosforylace cdc25 inhibuje jeji aktivitu a preventivné i
aktivitu CDK. To je prevence vstupu do mitozy.[9] Tento proces je potiebny k spravné
koordinaci DNA replikace. Inhibice ATR nebo Chkl vede kakumulaci cdc25A
proteinu, zvySeni poctu replikont a vzniku zlomd DNA fetézce.[25]

ATR také fosforyluje dalsi proteiny, které reguluji rekombinaci: Brcal,

WRN a BLM.[9]

2.3.3 DNA-PK

DNA-PK je serin/threoninova kinaza skladajici se z katalytické
podjednotky DNA-PKcs o molekulové hmotnosti 460 kDa a DNA-vazajiciho
heterodimeru Ku70/Ku80 s molekulovou hmotnosti 70 a 86 kDa. C-terminalni oblast
DNA-PKcs obsahuje katalytickou doménu patfici k PI3-K nadrodiné (PIKKSs).[68]
DNA-PKcs protein se sklada ze symetrického vrcholu vytvarovaného do koruny, ktery
je oddéleny od kruhového dna. Vrchol slouzi ke spojeni s dvoufetézcovou DNA.[10]
Ku70 a Ku80 sdili podobnou krystalovou strukturu s vytvarovanymi prstenci, které
obklopuji DNA. Ku heterodimer se nenachdzi v kontaktu s DNA bazemi, ale
interaguje s cukr-fosfatovou kostrou a usnadnuje orientaci DNA helixu Vv proteinovém

prstenci.[68]
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Aktivace DNA-PK je dilezita pro efektivni opravu radiaci indukovanych
DSBs béhem nehomologniho spojovani koncti (NHEJ).[17] Objevuje se jako spoustéci
mechanismus apoptézy v odpovédi na neopravitelné nebo nadmérné poskozeni
DNA.[43] Tato kinaza je také kritickym enzymem u V(D)J rekombinace. U bun¢k
s nedostatkem DNA-PKcs nebo Ku heterodimeru je tato rekombinace poskozena.[68]
DNA-PK je aktivovana pfimym navdzanim na DNA konce a jeji aktivace se zvySuje
Vv zavislosti na mnozstvi poSkozeni DNA.[43]

Heterodimer Ku70/80 je schopen se navazat k volnym dvoufetézcovym
konciim DNA, které vznikly diky DSBs a dal§im nesrovnalostem v DNA a navadi
katalytickou podjednotku DNA-PKcs k sob¢é do mista poSkozeni DNA ke zformovani
aktivniho DNA-PK komplexu.[17,44] Ku80 obsahuje vysoce konzervativni C-
terminalni oblast homologickou s koncem Nbsl nebo ATRIP, které slouzi pro ATM
resp. ATR. Tyto PIKK interagujici proteiny zprostfedkovavaji premisténi ptislusnych
proteini PIKKs k poskozené DNA. Tento proces je zavisly na PIKK interagujicich
proteinech a delece nebo mutace téchto oblasti vede K poruSeni jejich interakce,
konkrétné u Ku80 s DNA-PKcs. Pii styku DNA-PKcs s konci DNA dojde k jeji
aktivaci a autofosforylaci na nékolika Ser/Thr oblastech, zvlast¢ na Ser 2056 a
Thr 2609.[43] DNA-PKcs fosforyluje také Ku70 na Ser 6 a Ku80 na Ser 577, 580, 579
a Thr 715.[10]

Aktivni DNA-PK komplex je schopen fosforylovat velké mnozstvi
proteini obsahujicich Ser/Thr-GIn. DNA-PK fosforyluje Ku70, Ku80, XLF, Artemis,
DNA ligazu IV (Lig IV), DNA-PKcs a p53 in vitro. Je znamo, ze DNA-PK také
fosforyluje XRCC4 u bunék ozafenych paprsky X. Pfedpoklada se, ze fosforylace
téchto proteind je dulezita pro NHEJ in vivo.[68]

DNA-PK je zodpovédnd =za fosforylaci H2AX bé&hem apoptdzy
V nepfitomnosti ATM. Masivni fragmentace DNA béhem apoptézy mulze vést
K vyskytu vysokého mnozstvi aktivované DNA-PK, kdy se zni stava dominantni
H2AX kinaza. DNA-PKcs je aktivovana v apoptickych bunkach. Dukazem je
autofosforylace na Ser 2056, piedtim nez je inaktivovana St€penim. DNA-PKcs
autofosforylace a YH2AX indukce se objevuji pouze u bunék s apoptickymi jadry
s charakteristickou chromatinovou kondenzaci. DNA-PKcs je inaktivovadna S§tépenim
na 240,150 a 120 kDa fragmenty CPP32 proteazou béhem kone¢nych fazi apoptozy
k zastaveni oprav DNA.[43]
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2.4  Cesty reparace DNA

N 24

Pokud nejsou opraveny nebo jsou opraveny nespravné, mize dojit k ztraté¢ velkého
mnozstvi genetické informace, genomickému preskupeni nebo bunécné smrti. DSBs
jsou opravovany dvéma cestami: NHEJ a HR. Tyto cesty se odliSuji svou piesnosti a

pouzitym templatem.[39]

2.4.1 Nehomologni spojovani koncit

NHEJ je jednou z cest reparace poskozené DNA u sav¢ich bunck.[68]
NHEJ piimo znovu spojuje dva zlomené konce DNA, a proto nepotiebuje homologni
sekvence DNA na rozdil od HR. NHEJ pracuje nezavisle na bunééném cyklu a je
dominantni cestou opravy u savct.[77] Mechanismus NHEJ je nutny také pro V(D)J
rekombinaci. U zvifat defektnich v NHEJ se proto rozviji téZka kombinovana
imunodeficience. Inaktivace genti pro NHEJ proteiny vede ke zvySené radiosenzitivité
bunky.[27, 68]

Nejjednodussim typem NHEJ je opétovné spojeni kompatibilnich
zlomenych konci DNA. Mechanismus pfimého spojovani mize obnovit pouze dva
kompatibilni konce pfimou ligaci. Origindlni sekvence jsou obnoveny, jestlize DSBs
vede ke dvéma komplementarnim nebo tupym konciim, které mohou byt precizné
religovany. Typ produktu, ktery je formovan, zalezi na strukture koncti DNA, které
maji byt spojeny. Vznika bud’ inzert nebo piekryv. Inzert se tvoii pii spojovani
sousedicich koncti, zatimco prekryv se tvofi mezi dvéma previsy se stejnou polaritou.
Pii NHEJ se vsak mohou spojit i nekomplementarni konce bez ohledu na jejich
sekvence a strukturu, coz ma za nasledek zvySené riziko pro vznik mutaci. Jestlize
vzniknou dva nekomplementarni konce DNA, musi byt nejdfive transformovany na
struktury schopné ligace pomoci enzymatickych modifikaci.[52] MRN komplex je
slozen z exonukledz, endonukledz a rozvoliiovacich faktorti, které mohou byt pro tento
proces pouzity.[27]

Klicovou komponentou pro NHEJ je Ku protein. Jedna se o heterodimer
skladajici se ze dvou podjednotek: Ku70 a Ku80. Ku protein se vaze k DNA
v zavislosti na vyskytu DSBs. M4 extrémné vysokou afinitu kK DNA koncim. Je
schopen se rychle navazat na nové vzniklé DSBs a slouzi tak jako signal v NHEJ

cesté.[77] Protein formuje otevienou prstencovitou strukturu. Jedna cast prstence
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formuje podpéru, kterd chrani jednu stranu dvojité Sroubovice DNA, zatimco druhd
strana je vice oteviena a dovoluje dal$im faktorim NHEJ pfistup k DSBs.[27]

DNA-PK¢s méa afinitu k DNA konctim a jeji aktivace se objevuje po jeji
interakci s jednofetézcovou DNA oblasti odvozenou od DSBs.[27] DNA-PKcs se
spojuje s Ku proteinem a tvofti funkéni DNA-PK enzym. Komplex Ku/DNA-PKcs se
vaze a je aktivovan DSBs in vitro. Pfedpoklada se, ze jako primarni sloZzka rozpoznava
DSBs také in vivo a poté ulehCuje pfemisténi a aktivaci dalSich komponent NHEJ.[33]
DNA-PK aplikuje svou Ser/Thr kinazovou aktivitu s preferenci k shodnym sekvencim
Ser/Thr-GIn v misté zlomenych konct DNA.[77, 27]

Dalsi NHEJ faktor je Lig IV, ktera spojuje volné konce DNA a
spolupracuje v komplexu s XRCCA4.[27] Komplex XRCC4 a Lig IV katalyzuje
opétovné spojeni dvou kompatibilnich DNA konct. XLF ma stimula¢ni aktivitu pro
XRCC4/Lig 1V komplex vligaci nekompatibilnich a nevhodné sparovanych
konct.[77]

V prvni fazi dochazi k pfemistovani proteini. Po navazani Ku proteinu
k DSBs, jsou pfemistény nezavisle dalsi faktory: DNA-PKcs, XRCC4/Lig IV a XLF.
Tyto tfi faktory mohou reagovat navzajem. Po prvotni premistovaci fazi vytvori
faktory velky komplex. Interakce mezi Ku a DNA-PKcs a mezi Ku a XLF jsou
dulezité k zajisténi pfemisténi proteinll indukovanych DSBs a jejich shromazdéni; jsou

DNA-dependentni.[77]
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Obr. ¢&. 2: Princip NHEJ: Po vzniku DSBs se na konce vlaken DNA navaze Ku
protein. Ku protein poté reaguje s DNA-PKcs za vzniku aktivni DNA-PK. V dalsi fazi
Lig IV spolupracuje s XRCC4, navaze se na vlakna a dochazi k obnové fetézcu
(ligaci). Pievzato z http://www.ebi.ac.uk/interpro/potm/2004_7/Page2.htm

2.4.2 Homologni rekombinace

HR je nezbytna k udrZeni genomické stability. Je vyZzadovana pro ptesnou
chromozomovou segregaci béhem meidzy a predstavuje kliCovou cestu K opravé
DSBs, DNA mezer a mezifetézcovych kiizeni. Pouziva se k obnové poskozenych
replikaénich vidligek.[59] HR se b&zn& objevuje ve frekvenci 1:10°-10" postizenych
bun¢k. Tato nizkd frekvence pravdépodobné odrazi primérnou nizkou frekvenci
rekombinace vkazdé bunce. Pfi¢inou muize byt vysoka frekvence nahodné
nehomologni integrace, ktera se objevuje 1:10%-10* ozafenych bunék.[70] HR je nejvic
aktivni v S-fazi bunécného cyklu, v G2/M-fazi aktivita klesa.[39]

HR vyuZiva jako templat nepoSkozenou DNA na sesterské chromatidé
nebo homolognim chromozomu.[39] Béhem HR vstupuje poskozeny chromozom do

spojeni s neposkozenou DNA molekulou, s kterou sdili rozsahlou homologii.[27]

29



Pii HR ptsobi RAD52-epistaticka skupina proteint. Tyto proteiny mohou
byt rozdéleny do dvou podskupin podle jejich biochemickych vlastnosti. Prvni
podskupina: Rad51, Rad52, Rad54 a Rad57 zahrnuje proteiny spojené s reakcemi,
béhem nichz dochazi k pienosu fetézci DNA. Druha podskupina: Mrell, Rad50 a
Nbsl jsou proteiny vyzadované pro jejich nukledzovou aktivitu. Proteiny MRN
komplexu kontroluji modifikaci zlomenych DNA koncii a vytvafi jednofetézcovy
konec, ktery se stava substratem pro pfemistovani fet€zce za pomoci Rad51, Rad52,
Rad54, Rad55 a Rad57. Rad52 vaze jednofetézcovou DNA na jejim konci a
spolupracuje s RPA, coz je eukaryoticky jednofetézcovy vazajici protein pro piipravu
fetézce k efektivnimu vazéni (vzdjemné nasedani komplementdrnich sekvenci) na
Rad51. Rad51, stejné jako jeho bakterialni homolog RecAp se navaze na
jednotetézcovou DNA k vytvoteni vlédken, které katalyzuji fetézcovou vyménu. Rad51
zformuje vlakno na 3" nebo 5'konci a premisti fetézec bez ohledu na polaritu. Rad55 a
Rad57 pomahaji Rad51 upevnit se na jediny fetézec. Rad54, ktery patii do skupiny
SNF2/SW12 rodiny DNA-dependentnich ATPaz se ucastni remodelace chromatinové
struktury. Pusobi na duplexu DNA a stimuluje Rad51 zprostiedkovanou fetézcovou
vymeénu.[70]

U savcu jsou dale zahrnuty Brcal a Brca2 proteiny.[68] Rad51 a Brca2
reaguji pfimo, zatimco spojeni Brcal a Rad51 je vytvofeno nepiimo, nejspis
prostiednictvim Brca2. Buiiky mysi deficitni v Brcal a Brca2 podléhaji embryonalni
smrti. Takové bunky jsou hypersenzitivni k DNA poskozujicim faktorim a vyviji se
spontanni chromozomalni aberace. Brca2 interaguje s proteinovym komplexem MRN
a stimuluje vyménu Rad51 za RPA.[33]

HR je iniciovana komplexem MRN, diky kterému vznikne procesem
nukleotické resekce jednofetézcovy 3'ptfesahujici konec. Na vytvofenou
jednotetézcovou DNA se navaze RPA. Rad51 poté nahradi RPA na 3 konci
jednofetézcové DNA V procesu doprovazeném dal$imi proteiny jako jsou Rad52 a
Rad54. Nukleoprotein nasledné interaguje s nepoSkozenou DNA a pii nalezeni
homologniho useku Rad51 katalyzuje vyménu fetézct, ve které poskozena molekula
vstoupi do neposkozeného DNA duplexu a vytésni jeden fetézec jako vytésnénou
smycku (D-smycka). Reakci stimuluje Rad54. 3’konec poskozené DNA je natazen
DNA polymerazou, kterd kopiruje informaci z neposkozené DNA a konce jsou poté

spojeny DNA ligazou 1.[27] 3 'konce téchto fetézct slouzi jako primery pro opravnou
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syntézu. Vyslednd spojend molekula obsahuje heteroduplexni oblast ohrani¢enou
dvéma rozvétvenymi strukturami nazyvanymi V anglické literatufe jako ,,holliday
junctions®, které nejsou v misté fixovany a mohou migrovat. Endonukleazami pak

vznikaji produkty s ¢i bez vyménéné DNA.[52]

2.5 Inhibitory

Inhibice reparace DNA je nové vznikajici strategie v 1é¢bé rakovinovych
onemocnéni. Cilem je zvyseni citlivosti bunék vii¢i 1Z nebo chemickym latkam.

Jednim z cila inhibitorG jsou ATM a DNA-PK kinazy, jenz jsou, jak jsme
v predchozi Casti textu popsali, kli¢ové kindzy zodpovédné za signalizaci a opravu
DSBs skrz NHEJ a HR. [57]

Buniky s nedostatkem téchto proteinti jsou defektni a reparace DNA

nemuze probihat. Buriky jsou pak vice senzitivni k 1Z, inhibitorim topoizomerazy II a

dal$im latkam.[78]

2.5.1 Inhibitor NU7441

Inhibitor NU7441 (8-dibenzothiofen-4-yl-2-morfolin-4-yl-chromen-4-on)
byl identifikovan jako potencionalni a specifickd ATP kompetitivni molekula pro
inhibici DNA-PK s 1Csy 14 nmol/l. Predpoklada se, Ze tento inhibitor je piiblizné
100krat vice selektivni viici DNA-PK neZ jiné inhibitory v téZe roding.[57] Inhibitor
NU7441 zvysSuje radiosenzitivitu a mirné¢ snizuje aktivitu HR.[64] Koncentrace
NU7441 nutné K inhibici DNA-PK jsou niz§i nez u inhibitoru NU7026. Nizké,
netoxické koncentrace (1 pmol/l) 3-4krat redukuji pouzité davky IZ potiebné k zabiti
90% bunek.[78]

Podle dosavadnich vyzkumt je NU7441 schopen zamezit autofosforylaci
DNA-PKcs na Ser 2056.[75] Nepotlacuje fosforylaci ATM na Ser 1981, p53 na Ser
15, H2AX na Ser 139 a DNA-PK na Thr 2609.[57] NU7441 umoctuje pietrvavani
YH2AX ohniska po ozafeni a prodluzuje G2/M-fazi bunééného cyklu.[78]
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Obr. ¢&. 3: Struktura inhibitoru NU7441
Prevzato z http://www.tocris.com/dispprod.php?ltemld=239420

2.5.2 Inhibitor NU7026

Inhibitor NU7026 (2-(morfolin-4-yl)-benzo[h]chomen-4-on) je mala
selektivni molekula umoznujici inhibovat DNA-PK s ICsy: 0.23 uM pro DNA-PK,
13 uM pro fosfatidylinositol 3-kinazu, >100 uM pro ATM a ATR na embryonalnich
mysich fibroblastech nebo ovarialnich bunkach kiecka.[49] Kombinace inhibitoru
spolu s 1Z (davkou 4 Gy) vede k zvysenému podilu polyploidie bunék. Dale zvySuje
vyskyt multicentrosomi, multipolarnich vieten a jejich dalSich aberantnich forem a
mnohojadernych bunék.[58] Dle dalsi studie inhibitor v kombinaci s davkou 1 Gy
vyznamné zvySuje podil chromatidovych zloml.. MnozZstvi zlomt je az 4krat vyssi;
v pruméru 15-18 zlomu na buniku. Sam inhibitor tyto zmény neni schopen zptsobit.[4]

Inhibitor zamezuje fosforylaci Chk2 na Thr 68 indukované zafenim.[58]
Umociuje inhibici rastu u idarubicinu, daunorubicinu, doxorubicinu, etoposidu,
MAMSA a mitoxantronu. NU7026 s piidavkem etoposidu zadrzuje bunky v G2-fazi

bunééného cyklu. Sam inhibitor tento efekt nevykazuje.[74]

0
Obr. €. 4: Struktura inhibitoru NU7026
Pievzato z http://www.caymanchem.com/app/template/Product.vm/catalog/13308
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2.6 Apoptoza

Apoptoza je evolucné stary proces vedouci k smrti bunck. Apoptdza
zastava kritickou roli v embryondlnim vyvoji, homeostaze, remodelaci, pteziti a
obran¢ proti vn&jSim agens.[13] Jedna se o ptisné regulovany bunécny proces, ktery se
objevuje za fyziologickych i1 patologickych podminek. Apopticky proces je za
fyziologickych podminek aktivovan, kdyZz poskozeni ptfevysi kapacitu reparacniho
mechanismu.[23] Mechanismus apoptozy je velice komplexni. Defekt v signalizaci se
muze objevit kdekoli. Dysregulace apoptézy vyusti v pfiliSnou nebo naopak
nedostate¢nou smrt bun¢k a tim vzniku onemocnéni.[13] Muze vést k maligni
transformaci bunék, pfispiva k metastazim tumort a odolnosti vici protirakovinové
1é¢be.[76]

Apopticky proces v buiice zahrnuje jak morfologické, tak biochemické
zmény bunky. Morfologické zmény zasahuji jadro i cytoplazmu. V jadfe se jedna o
chromatinovou kondenzaci a nuklearni fragmentaci, buiika zmensuje sviij objem a
ztraci membranovou integritu. Biochemicky pozorujeme ¢tyii hlavni zmény: aktivaci
kaspaz, rozpad DNA a protein, membranové zmény a rozpoznani bunky
fagocytujicimi bunkami.[76] Apoptoza je vykonavana dvéma hlavnimi cestami, které
jsou vysoce geneticky konzervované: vnitini vyuZzivajici mitochondrie nebo

endoplazmatické retikulum (ER) a vné&;js$i.[13]

2.6.1 Vnéjsi cesta apoptozy

Vnéjsi cesta je zprostiedkovana pomoci tzv. receptori smrti a jejich
ligandu. Ligand se navaze ke svému specifickému receptoru. Ligandem muze byt
napftiklad integralni protein membrany na povrchu druhé buiiky (Fas ligand) nebo
solubilni extracelularni protein (tumor nekrotizujici faktor a, TNFa).[13] Fas ligand je
typ II membranového proteinu, ktery mutze byt proteolyticky piemistén do
intracelularniho prostoru jako solubilni forma, ktera je méné potentni v indukci
apoptozy neZ membranové vazana forma.[23]

Bylo popsano nékolik receptorti. Nejznaméjsi je TNF receptor typ
1(TNFR1) a ptibuzny protein nazyvany Fas (CD95/APO-1). Dalsimi z nich jsou: DR3
(APO-3), DR4 (TRAIL-1/APO-2), DR5 (TRAIL-2), DR6, ektodysplasin A receptor
(EDAR) a receptor nervového rustového faktoru (NGFR).[13,76] Tyto receptory maji

tzv. doménu smrti, ktera ptitahuje adaptorové proteiny jako jsou protein spojujici TNF
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receptor s doménou smrti (TRADD) a protein spojujici Fas receptor s doménou smrti
(FADD). Specifické adaptorové proteiny FADD nebo TRADD se vazi pies jejich
vlastni domény smrti k doménam smrti receptoru.[23] Cely komplex ligand-receptor-
adaptorovy protein je znam jako smrt indukujici signalizacni komplex (DISC).[76]
FADD nese efektorovou doménu smrti (DED) a pfitahuyje DED doménu
prokaspazy-8.[23]

Navazani prokaspazy -8 k DISC vede K jeji aktivaci.[76] Prokaspaza-8 se
iniciuje apoptézu §tépenim dalsich kaspaz. Stépi a aktivuje efektorovou prokaspazu-3
a Bid (pro-apopticky Bcl-2 protein), ktery spojuje vnéjsi a vnitini cestu apoptozy.[13]

Ligand
[Fasl, TNF.w, TRAIL)

Death Receptor
[(Fas, TNFR1, ORS,

—

Adaptors
(FADD, TRADD |

Procaspase 8

k > =~ Activation of
Caspasesd, -6, -7 =& ApoPTOSIS
active Caspase.g

Obr. €. 5: Vnéjsi cesta apoptozy: Na receptor smrti se navaze specificky ligand.
Receptor smrti obsahuje doménu smrti, na kterou se navazi adaptorové proteiny.
Vznika smrt indukujici signaliza¢ni komplex (DISC). Komplex pftitahuje prokaspéazu-
8. Ta se aktivuje vytvorenim dimeru. Aktivovand kaspéaza-8 aktivuje kaspazy-3,-6,-7 a
nastava apoptoza. Pievzato z http://www.celldeath.de/encyclo/aporev/apointro.pdf
Kaspazy jsou cysteinové proteazy, které $tépi své substraty v oblastech
obsahujicich aspartat.[23] Jsou syntetizovany jako velké neaktivni prokaspazy
obsahujici N-termindlni doménu a C-terminélni katalytickou doménu skladajici se
z 20kDa (p20) a 10 kDa (p10) poddomén.[13] Kaspazy mohou byt rozdéleny do dvou
tfid: 1) kaspazy podobné kaspaze-1 (kaspaza-1, -4, -5, -13, -14), které schravaji
vyznamnou ulohu v zanétlivém procesu a 2) kaspazy-2, -3, -8, -9 a -10, které maji

.....

-2, -8, -9, -10, které jsou zodpove&dné za iniciaci apoptozy a efektorové kaspazy-3, -6, -
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7, které jsou zodpovédné za $tépeni bunécnych komponent béhem apoptozy.[76]
Iniciacni kaspazy jsou aktivovany dimerizaci. Efektorové kaspazy jsou aktivovany
proteolytickym Stépenim iniciaCnimi kaspazami. Po aktivaci efektorové kaspazy
proteolyticky ni¢i bunky.[13] Aktivuji také DNAazu, kterd nasledné degraduje
nuklearni DNA.[76]

2.6.2 Vniti'ni cesta apoptozy

Vnitini stimuly, jako jsou neopravitelné genetické poskozeni, hypoxie,
extrémné vysoké koncentrace cytosolického Ca®, UV nebo gama ozafeni,
chemoterapeutika, ukonéeni cytokineze, rustové faktory a dalsi jsou schopny spustit
vnitini cestu apoptdzy.[67,76]

Vnitini cesta je iniciovdna uvniti buiiky a probiha v mitochondriich nebo
ER. Mitochondrie je organela slozena ze dvou definovanych kompartmentt: matrix,
ktery je obklopen vnitini membranou a intermembranového prostoru, ktery je
obklopen vné¢jsi membranou.[23] Mechanismus aktivace vnitini cesty je zalozen na
zvySeni permeability vnéj$i mitochondridlni membrany, kterd se tak stane propustnou
pro nékteré pro-apoptické molekuly mitochondridlniho intermembranového prostoru,
které se poté ucastni aktivace kaspaz.[67,76]

Centralni tlohu vtomto procesu mad Bcl-2 rodina proteind. Proteiny
délime na ty, které podporuji apoptdzu (pro-apoptické) a ty, které ji potlacuji (anti-
apoptické). U c¢lovéka bylo identifikovano vice nez 20 ¢lend této rodiny.[23] Mezi
anti-apoptické proteiny fadime: Bcl-2, Bcl-X_, Bcl-W, Bfl-1, Mcl-1, NR-13,
Boo/Diva/Bcl-2-L-10 a Bcl-B. Pro-apoptické dale délime na BH3-only: Bik/Nbk, BIK,
Hrk/DP5, BNIP3, Bim /Bod, Bad, Bid, Noxa, puma/Bbc3, Bmf a Bax-podobné
faktory: Bax, Bak, Bok/Mtd, Bcl-xs.[67]

Funkce téchto proteinti je odvisla od jejich struktury. Proteiny jsou
slozeny z Bcl-2 homolognich domén (BH). U anti-apoptickych proteint se vyskytuji
BH1, 2, 3i 4. BH3-only proteiny se skladaji pouze z BH3. Kazdy Bcl-2 anti-apopticky
faktor obsahuje 3 az 4 BH domény. BH1 — BH3 formuji hydrofobni kapsu a N-
terminalni BH4 stabilizuje proteinovou strukturu ze zadni ¢asti.[67] Velké mnozstvi
z téchto proteint pisobi jako agonisté a antagonisté na sebe navzajem.[23]

Bcl-2 proteiny ovliviiuji apoptézu permeabilizaci vnéjs$i nebo vnitini
membrany mitochondrie, vedouci k uvolnéni cytochromu c (cyt c¢) a apoptického

induk¢niho faktoru (AIF) nebo naopak stabilizaci bariérové funkce.[23] Pokud po
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naruseni mitochondridlni membrany dojde k uvolnéni pro-apoptickych molekul, jsou
kaspazy aktivovany ihned.[67]

Béhem apoptdzy mitochondrie podstoupi remodelacni proces, ve kterém
je spojeni krist rozsifeno z 19 na 57 nm. Kristy jsou tak 1épe propojeny. Tyto zmény
usnadiuji redistribuci cyt ¢ do intermembranového prostoru, takze po permeabilizaci
mize byt uvolnén.[13] NaruSeni membrany mitochondrie nejspi§ zahrnuje tvorbu
kanalki v membrané. Na tvorbé kanalka se podili protein Bax. Kanalek je transitni
por, ktery dovoluje prichod molekul 0 velikosti 1,5 kDa. Bax tuto velikost zvySuje a
kanalem mize projit i cyt ¢.[67]

Uvolnéni cyt ¢ do cytosolu vede k aktivaci proteinu Apaf-1 a prokaspazy-
9. Aktivace Apaf-1 probiha pies navazani na WD-40 opakujici se doménu tohoto
proteinu.[23,67] V reakci s Apaf-1 se uplatiiuje i ATP/dATP, ktery se vaze na jeho
nukleotidovou vazebnou doménu.[13] Tyto proteiny formuji holoenzymovy komplex
zvany apoptosom. Apoptosomalni komplex ma molekulovou hmotnost
1,4 MDa.[23,67] Tento komplex vede k efektivni aktivaci kaspaz-3 a -7.[67] Kaspaza-
3 poté stépi inhibitor deoxyribonukleazy, ¢imz je fakticky zodpovédna za indukci
nuklearni apoptozy.[76]

Dalsi apoptické faktory, které jsou uvolnény z intermembranového
prostoru mitochondrie do cytoplazmy jsou: AlF, Smac (second mitochondria-derived
activator of caspase), DIABLO (direkt IAP binding protein with Low pl) a HtrA2
(Omi/high temperature requirement protein A). Smac/DIABLO nebo Omi/HtrA2
usnadnuji aktivaci kaspaz navazanim se na inhibitory apoptickych proteini (IAPs),
coz vede Kk rozruseni interakce mezi IAPs a kaspazami-3 a -9.[76]

Vnitini cesta probihajici pfes ER je méné prozkoumana. Predpoklada se,
7e je zavisla na kaspaze-12 a naopak nezavisla na mitochondriich. Jakmile je ER
stimulovano bunéénym stresem (jako je hypoxie nebo volné radikaly), dochazi k
oddéleni TRAF2 proteinu (adaptor protein TNF receptor associated faktor 2) od
prokaspazy-12 a tim k jeji aktivaci a nasledné indukci apoptozy.[76]

36



3 Cile prace
Cile nasi prace byly definovany takto:

. Stanovit zda a jakym zptisobem ovliviiuje inhibice repara¢niho procesu
DNA inhibitorem NU7441 indukci apoptozy u leukemickych bunék.

. Stanovit pfesnou miru apoptdzy po pouziti inhibitoru NU7441 a
zhodnotit mozné vyuziti pro radio-sensibilizaci.

o Zjistit na jaké proteiny ma inhibitor NU7441 vliv.

o Porovnat ucinek inhibitord NU7026 a NU7441.
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4 Experimentalni ¢ast
4.1 Material a metody

4.1.1 Bunécné kultury a kultivaéni podminky

Pro vSechny metody byly pouzity lidské buniky T-lymfocytarni leukémie
MOLT-4, ziskané z ATCC (American Type Culture Collections — Manassas, VA,
USA). Bunky byly kultivovany v lvskovského modifikovaném Dulbecco-médiu
(Sigma, St. Louis, MS, USA) — ptidano 20% fetalni bovinni sérum, 0,05% L-glutamin,
150 Ul/ml penicilin, 50pg/ml streptomycin) ve vlhé¢eném inkubatoru pii 37 °C a 5%
CO, atmosféte.

Kultury byly rozd&leny kazdy druhy den fedénim na koncentraci 2 x 10°
bb/ml. Za pomoci hemocytometru byly buniky spocitany a integrita jejich bunécné
membrany byla stanovena technikou barveni Trypanovou modii. V této praci byly

pouzity buiiky, které prosly maximaln¢ 20 pasazemi.

4.1.2 Gama ozaieni a piidani inhibitoru

Exponencialné rostouci buiky byly suspendovany v koncentraci 2 x
10° bb/ml. Alikvoty 10 ml bun&né suspenze byly v lahvigkiach (Nunc - 25 cm?)
ozafeny pii pokojové teplot€¢ za pouziti zafice %Co s davkovym piikonem
0,631 Gy/min ze vzdalenosti 100 cm od zdroje. Po ozafeni byly lahvicky umistény do
inkubatoru pii 37 °C a 5% CO, a alikvotni ¢asti byly odebrany 2, 24 a 72 hod po
ozatfeni. Pro néaslednou analyzu byly bunky spocitany a viabilita byla ur€ena metodou
barveni Trypanovou modfi.

V experimentech s medikamentéznim ovlivnénim byl 120 min pred
ozafenim do kultivacnich nadob s bunkami pfidan inhibitor NU7441 (Tocris
Bioscience, Bristol, UK) nebo NU7026 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). NU7441 byl
rozpustén v Cerstvém médiu tésné pred experimentem tak, aby finalni koncentrace

byla 1 umol/l a NU7026 tak, aby finalni koncentrace byla 10 pmol/Il.
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4.1.3 Lyza bunék

Pro elektroforézu, Western blotting a ELISU je nutné buiky zlyzovat. Na

Iyzu bylo pouzito 10’ bundk vobjemu 20 ml. Centrifugace byla provedena na

centrifuze Jouan CR 312 (Trigon plus, CZ) srotorem o poloméru 13 cm.
Mikrozkumavky byly stoceny na centrifuze JOUAN BRYi (Trigon plus, CZ)

S rotorem o poloméru 5,5 cm.

4.1.3.1 Postup lyzy bunék pro elektroforézu

1.

Zkumavky s bunikami byly stoceny po dobu 10 min pii 1 300 otackach
ve 4 °C.

K sedimentu bylo piidano 5 ml PBS s 1 mM orthovanadanem sodnym.
Zkumavky byly sto¢eny po dobu 10 min pfi 1300 otackach ve 4 °C.

K sedimentu bylo pfidano 0,5 ml ledového lyzovaciho pufru. Obsah
zkumavek byl promichén na Vortexu.

Zkumavky byly inkubovany 30 min na ledu, kazdych pét minut byly
promichany na Vortexu.

Obsah zkumavek byl resuspendovan 2 ml injekéni stfikackou a
ptenesen do mikrozkumavky.

Mikrozkumavky byly sto¢eny po dobu 30 min pii 14000 otackach
ve 4 °C.

Supernatant byl slit do oznacenych kryozkumavek. Vzorky byly

zamrazeny V -80 °C.

4.1.3.2 Postup lyzy bunék pro ELISU

1.

Zkumavky s bunikami byly sto¢eny po dobu 10 min pfi 1 300 otackach
ve 4 °C.

K sedimentu bylo pfidano 5 ml PBS s 1 mM orthovanadanem
sodnym.

Zkumavky byly sto¢eny po dobu 10 min pti 1300 otackach ve 4 °C.

K sedimentu bylo pfidano 0,5 ml lyzovaciho pufru s 1 mM PMSF.
Obsah zkumavek byl promichén na Vortexu.

Zkumavky byly inkubovany 5 min na ledu. Kazdou minutu byly

promichany na Vortexu.
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Obsah zkumavek Dbyl resuspendovan 2 ml injekéni stiikackou a
pfenesen do mikrozkumavky.

Mikrozkumavky byly stoceny po dobu 30 min pii 14000 otackach
ve 4 °C.

Supernatant byl slit do oznacenych kryozkumavek. Vzorky byly

zamrazeny V -80 °C.

4.1.4 Stanoveni celkové bilkoviny

Nejpouzivangj§i metodou pro stanoveni celkové bilkoviny je Biuretova

reakce, pii niz prokazeme ptitomnost peptidové vazby. Peptidové vazby vytvaii

s méd’natymi ionty V alkalickém prostfedi komplexni slouceniny modrofialové barvy.

Intenzita zbarveni je umérnd koncentraci bilkoviny ve vzorku. Komplexy se stanovuji

spektrofotometricky.

V této praci byla pouzita modifikovana Biuretova reakce ve formé

Bicinchoninic Acid Protein Assay Kit (Sigma, Saint Luis, MS, USA). Diky tomu jsme

mohli z kazdého vzorku odebrat shodné mnozstvi proteinu pro dalsi experimenty.

4.1.4.1 Postup stanoveni celkové bilkoviny

1.
2.

Pomoci standardy (BSA) byla pripravena kalibrac¢ni fada.

Vzorky byly natedény vpoméru 1:9 (tzn. 5 upl vzorku a 45 ul
destilované vody). Vzorky byly ptipraveny v tripletu.

Ke kazdému vzorku i kalibracni fadé byl pfidan 1 ml C¢inidla
(Bicinchoninova kys., siran méd’naty v poméru 50:1).

Vzorky 1 kalibracni tada byly inkubovany 30 minut pii 37 °C
Vv termostatu.

Na spektrofotometru byla pii vinové délce 562 nm promeétrena nejprve
kalibra¢ni fada, poté vzorky.

U kazdého vzorku byla vypolitana primérna hodnota bilkoviny.
Pomoci kalibracni tady byl vypocitan potfebny objem vzorku

k elektroforéze nebo ELISA stanoveni.

4.1.5 Elektroforéza

Elektroforéza je separacni metoda, kterd rozd€luje molekuly na zakladé

jejich velikosti povrchového naboje, velikosti molekuly a koncentraci v roztoku ve
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stejnosmérném elektrickém poli. V této praci byla pouzita SDS-polyakrylamidova

gelova elektroforéza. SDS je anionaktivni detergent, ktery nese pomérné vysoky

naboj, a proto ve vazbé na bilkovinu vyrovnava nabojové rozdily bilkovin a ty se

pohybuji v gelu jen podle molekulové velikosti.

4.15.1 Postup elektroforézy

1.

Skla byla pretiena lihem, podlozni sklo (1 mm) bylo pfilozeno ke
krycimu sklicku. Sestavena skla byla vlozena do plastovych stojankt a
upevnéna do drzakl. Naspod drzaki byla vlozena guma.

Do odsavaci batiky byl pfipraven 12 % rozdélovaci gel (quantum satis).
Hotovy roztok byl nalit do skel tésn¢ pod spodni hranu stojanku, zbytek
byl pfelit do kadinky pro vizudlni kontrolu zatuhnuti gelu. Kazdy gel
byl pievrstven 650 ul butanolu. Polymerace trvala cca 60 min.

Po zatuhnuti byl butanol vymyt destilovanou vodou a zbytek vody byl
odstranén filtraénim papirem. Do odsavaci bailky byl pfipraven
4 % zaostrovaci gel v mnozstvi na 4 gely. Gel byl nalit mezi skla a byl
do n¢j vlozen 15-ti jamkovy hiebinek pro tvorbu jamek pro vzorky.
Polymerace trvala cca 30 min.

Byl ptipraven vzorkovy pufr. K tfikrat koncentrovanému vzorkovému
pufru byl pfidan R-merkaptoetanol v poméru 85:15. Do piedem
pfipravenych mikrozkumavek bylo pfiddno potiebné mnozstvi
vzorkového pufru a patficného vzorku. Mikrozkumavky se vzorky byly
promichany na Vortexu, sto¢eny na centrifuze MPW (cca 5 s) a 5 min
zahtaty v blokové lazni pii 95 °C. Poté bylo zopakovéano stoceni na
centrifuze MPW.

Byl sestaven Protean3. Ze zatuhlych gelt byly vyndany hiebinky a byla
uvolnéna skla ze stojankid. Stfickou s rozdélovacim pufrem byly
proplachnuty jamky gelu a okraje skel. Skla byla umisténa do stojankt
s platinovym dratkem, krat§im sklem k tésnéni. Stojanky se skly byly
vloZzeny do drzakt a snimi pak do komory. Rozdélovaci pufr byl
v komofe nalit az po okraj, ve vnéjs§im prostoru do poloviny. Z pod
komory byly vyhnany vzduchové bubliny.

Na Protean3 byl umistén nanaseci hieben pro 15 jamek. Byl nanesen

molekulovy marker v objemu 3,9 pl, poté vzorky po 30 pug. Po naneseni
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vzorkt byl dolit rozdélovaci pufr do komory i do vnéjsiho prostoru par
milimetrii pod okraj.

Protean3 byl ptiklopen vikem a konektory byly zapojeny do zdroje.
Komora byla vlozena do boxu s ledem. Napéti bylo nastaveno na 200
V a proud na 240 mA. Elektroforéza probihala cca 60 min.

4.1.6 Western blotting

Western blotting je technika uzivana k detekci proteini. Po rozdé€leni

proteinii gelovou elektroforézou, jsou proteiny preneseny na polyvinyldifluoridové

(PVDF) membrany, kde jsou oznaceny protilatkami proti cilenym proteintim.

4.1.6.1 Postup Western blottingu

1.

Béhem elektroforézy byly na Cistém podkladu nastfihdny a popsany
PVDF membrany. Membrany byly aktivovany ve sklenéné misce
s methanolem po dobu 10 min tfepanim na tiepacce.

Methanol byl nalit zpét do nadoby a k membranam byl nalit transfer
pufr,se kterym byly tfepany na tfepacce 15 min. Po této dobé byl
transfer pufr prelit do misky a k membranam byl nalit novy.

Do misky s transfer pufrem byly pfipraveny blotovaci kazety, vycpavky
a filtra¢ni papiry.

Po skonceni elektroforézy byl Protean3 vyndan z ledu a komora byla
rozlozena. Zelenym plastovym krajeCem byla od sebe oddélena skla a
gely byly pieneseny do sklenéné misky s transfer pufrem.

Byly sestaveny blokovaci sendvice: na kazetu byla polozena vycpavka,
na ni filtracni papir, poté gel (S molekulovym markerem vlevo) a na n¢j
pfislusnda membrana. Na membranu byl umistén filtraéni papir a
vycpavka. Po polozeni kazdé vrstvy byly odstranény vzduchové
bubliny. Pfipravené kazety byly uzavieny a vlozeny do nosici
s elektrodami.

Nosice s elektrodami byly vlozeny do plastovych nadob, zality transfer
pufrem az po okraj a byla knim vlozena leditka. Nadoby byly
postaveny do boxu s ledem, priklopeny vikem a zapojeny do zdroje.
Pfistroj byl nastaven na napéti 100 V a proud 250 mA. Western blotting
probihal 120 min.

42



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Béhem blottingu bylo piipraveno 5 % mléko v TBS s Tweenem 20 dle
po¢tu membran. Bylo-li tfeba pro pouZziti primarni protilatky pouzit 5%
BSA, byl tento roztok pfipraven misto mléka.

Po blottingu byly kazety rozlozeny, membrany vlozeny do misky
s TBS/T a tfepany se na tfepacce 3x5 min. Roztok byl vyménovan po
kazdém tfepani.

Membrany byly blokovany v mléku 60 min tfepanim na tiepacce.

Po blokaci vmléku byly membrany promyty 3x10 min v TBS/T.
Roztok byl vyménovan po kazdém tfepani.

Byly pfipraveny tuby na protilatky. Do kazdé tuby bylo napipetovano 5
ml 5 % mléka nebo BSA a k tomu pfidéna patiicnd protilatka dle
daného fedéni.

Membrany byly vlozeny do tuby popiskem dovniti a inkubovéany pies
noc za stalého otaceni v 8 °C.

Druhy den byly membrany promyty 3x10 min v TBS/T. Roztok byl
vyménovan po kazdém tiepani.

Do plastovych tub bylo napipetovano potfebné mnozstvi 5 % mléka a
sekundarni protilatka anti-mysi nebo anti-krali¢i (Dakocytomation,
Denmark). Membrany byly vloZeny popiskem dovnitt a inkubovany 60
min za stalého otaceni.

Po inkubaci byly membrany promyty 3x10 min TBS/T a poté 3x10 min
TBS.

Membrany byly inkubovany alespon 1 min s ECL roztokem (Roche
diagnostics, Germany), byly vlozeny do fotografické kazety a byl k nim
ptilozen film (Foma Bohemia, CZ).

Exponovany film byl vlozen do vyvojky (Foma Bohemia, CZ) na 10-20
S, poté do vody na 5 s a do ustalovace (Foma Bohemia, CZ) na alespon
20 s.

4.1.7 Stripping

Stripping je termin popisujici odstranéni primarni a sekundarni protilatky

z western blotovych membran. PouZiva se pro stanoveni vice neZ jednoho proteinu na

stejné membrané. Vyhodou je uSetfeni mnoZzstvi pouzité vzorku, materialu a Casu.
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Stripping lze provést jako lehky nebo tézky, podle Setrnosti pouzitého agens vuci

proteiniim. V této praci byl pouzit lehky.

4.1.7.1 Postup lehkého strippingu

1.  Membrany byly vlozeny do naddoby se stripping pufrem na tfepacku po
dobu 10 min.
2. Stripping pufr byl vylit a nahrazen novym. Krok 1 se opakoval.
3. Membrany byly promyty 2x5 min TBS, poté 2x5 min TBS/T.
4.  Membrany byly pfipraveny na blokaci v 5 % mléku.
4.1.8 ELISA

ELISA je imunologickd metoda zalozena na principu interakce antigenu

s protilatkou. Na protilatce je navazdn enzym, ktery katalyzuje chemickou pfeménu

piidaného substratu. Vznikly produkt je barevny a stanovuje se spektrofotometricky.

Mnozstvi produktu je ptimo imérné koncentraci antigenu.

4.1.8.1 Postup ELISY

1.

10.

Po ekvilibraci mikrotitracni desticky na pokojovou teplotu byl odlomen
patfi¢ny pocet jamek a umistén do drzaku.

Rozmrazené vzorky byly v potfebném poméru smichany s diluentem.
Pipetou bylo naneseno 100 ul kazdého ziedéného bunétného lyzatu do
patfi¢né jamky.

Probéhla inkubace v 8 °C pfes noc.

Obsah desticky byl odstranén a jamky byly promyty 4x200 pl
promyvacim pufrem. Po kazdém promyti byla desticka vyklepdna na
filtra¢ni papir.

Do kazdé jamky bylo naneseno 100 ul detekéni protilatky. Desticka byla
inkubovana jednu hodinu v 37 °C.

Byl zopakovan promyvaci krok dle bodu 5.

Do kazdé jamky bylo naneseno 100 ul HRP- sekundarni protilatky.
Desticka byla inkubovana 30 min pti 37 °C.

Byl zopakovan promyvaci krok dle bodu 5.

Do kazdé jamky bylo pfidano 100 ul TMB substratu. Desti¢ka byla

inkubovana 30 min pii pokojové teploté.
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11. Do kazdé jamky bylo pfidano 100 ul STOP roztoku. Desticka byla lehce

protifepana.

12. Byla zmétena absorbance do 30 min po pfidani STOP roztoku pfi

450 nm.

419 APOPTEST

APOPTEST slouzi k méfeni apoptoézy za pomoci priutokového cytometru.

Princip metody je zaloZen na sledovani fosfatidylserinu (PS), ktery je u Zivych bunck

lokalizovan uvniti buiikky. U bunék apoptickych se nachazi na povrchu. APOPTEST

vyuziva vlastnosti Annexinu V konjugovaného s fluoresceinem (FITC) vazat PS

V pfitomnosti Ca®". Druhym sledovanym kritériem je propidium jodid (PI), ktery je

schopen se pies porusenou membranu u apoptickych bunék dostat k DNA a

nespecificky se na ni navazat.

41.9.1 Postup APOPTESTU

1.

10x koncentrovany vazebny pufr byl ziedén 10x deionizovanou vodou a
umistén na led.

PI byl rozpustén v 1 ml deionizované vody na vyslednou koncentraci
250ug/ml.

Testované buiniky byly oplachnuty ledovym PBS a byla pfipravena
suspenze bun&k o koncentraci 5x10° bungk.

Vzorky byly sto¢eny pii 1100 ot. na centrifuze JOUAN BRY:i (Trigon
plus, CZ) o poloméru 9 cm, po dobu 10 min ve 4°C.

K odsatému supernatantu bylo ptidano 50 ul vazebného pufru. Vzorky
byly diikladné prottepany.

Obsah zkumavek byl pienesen do zkumavek na ledu a ke kazdému
vzorku bylo ptidano 0,5 ul Annexinu V' s FITC.

Zkumavky byly inkubovany 10 min ve tm¢.
Po inkubaci bylo ke kazdému vzorku piidano 125 pl vazebného pufru.

Tésné pfed méfenim bylo ke vzorku piidano 1,25 ul Pl a vzorek byl
zmgéfen.
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4.1.10 Epifluorescencni mikroskopie

Fluorescen¢ni mikroskopie je zalozena na principu absorpce excita¢niho

zateni a nasledném vyzafeni emitovaného zatfeni. Excita¢ni paprsek uvadi molekulu

fluorochromu do vzbuzeného stavu. Vysledkem reakce je emise paprsku o delsi

vinové délce, nez je vlnova délka paprsku excitaéniho. U epifluorescenéniho

mikroskopu excita¢ni svétlo prochazi objektivem, dopada na preparat a emisni svétlo

se vraci zpét do objektivu.

4.1.10.1 Postup epifluorescencni mikroskopie

1.

10.

11.

Den pied nanesenim vzorkd byla sklicka oplachnuta v ethanolu,

opalena a pokryta poly-L-lysinem.

Vzorky ve zkumavkach byly sto¢eny na centrifuze JOUAN BRYi
(Trigon plus, CZ) o poloméru 9 cm, pii 1100 ota¢kach po dobu 5 min.

Suspenze bunék byla nanesena na prekoutavané sklicka a sklicka byla

inkubovana 15 min v termostatu pii 37 °C.
Sklicka byla promyta 2x2 min zahfatym 1xPBS (37 °C).
Sklicka byla inkubovana s 4% paraformaldehydem po dobu 10 min.

Sklicka byla promyta 4x v 1xPBS, prvni oplach pouze lehkym

zatfepanim, nasledujici 3x5 min.

Na sklicka byl aplikovan permeabiliza¢ni roztok. Inkubace probihala

17 min.
Po inkubaci byl zopakovan promyvaci krok dle bodu 6.

Na otfena sklicka byl aplikovan blokac¢ni roztok. Inkubace probihala 30

min.

Na otfend sklicka bylo aplikovano 200 pl primarni protilatky
v blokacnim roztoku. Sklicka byla inkubovana s primarni protilatkou

pies noc v chladnicce.

Nasledujici den byl opét zopakovan promyvaci krok dle bodu 6.
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12. Na otfena sklicka byl aplikovan blokacni roztok s donkey sérem.

Inkubace probihala 30 min.

13. Na otfend sklicka bylo aplikovano 200 pl sekundarni protilatky

Vv bloka¢nim roztoku. Inkubace probihala 1 hod ve tmé.
14. Sklicka byla opét promyta dle bodu 6.

15. Skli¢ka byla oplachnuta v 4xSSC a na okraj bylo aplikovano 10 pl
DAPI ve Vectashieldu. Na povrch podlozniho sklicka bylo polozeno

kryci sklicko.
4.1.11 Statistické vyhodnoceni

Kureni vyznamnosti rozdilu dat byly ziskané udaje analyzovany testem
podle Mann-Whitneyho, za pouziti programu SigmaStat 3.1 (Systat Software Inc.,
Erkhart, Némecko).

4.2 Chemikalie a roztoky
4.2.1 Roztoky pouZité pri stanoveni celkové bilkoviny
Bicinchoninic Acid Protein Assay Kit (Sigma, St. Louis, MI, USA)

o Cinidlo A: Roztok bicinchoninové kyseliny (uhli¢itan sodny, vinan sodny,

hydrogenuhlicitan sodny v 0,1 M hydroxidu sodném, vysledné pH 11,25)

. Cinidlo B: pentahydrat siranu méd’natého (4% roztok)
o Proteinovy standard (Bovinni sérum albumin-BSA)
o Deionizovana voda

4.2.2 Roztoky pouZité pro lyzu bunék

Lyzovaci pufr

o 137 mmol/l NaCl (800,6 mg)

o 10% Glycerol (10 g)

o 1% Octyl-B-D Glukopyranosid (2 ml)

o 50 mmol/l NaF (210 mg)

o 20 mmol/l TRIS base ph 8,0 (242,28 mq)
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o 1 mmol/l NagVO,4 (184 mg/1 ml destilované vody)
. Complete™ Mini (tabletka)

o NaCl (8,2 g/l)
. KCI (0,201 g/l)
. KH,PO, (0,204 g/l)

. Na,HPO,*12 H,0 (2,328 g/l)

° Deionizovana voda

PBS s Tweenem 20

o NaCl (8,2 g/l)

. KCI (0,201 g/l)

. KH,PO, (0,204 g/)

. Na,HPO4*12 H,0 (2,328 g/l)
o Tween 20 (0,05 g/100 ml PBS)

° Deionizovana voda

4.2.3 Roztoky pouZité pri elektroforéze

Rozdé€lovaci (12%) a zaosttovaci gel (4%)

12% rozdélovaci gel | 4% zaostiovaci gel
(na 4 gely) (na 4 gely)
dH,0 10 ml 6,1 ml
Pufr 1,5M/0,5M 7,5ml 2,5ml
Acrylamid 12 ml 1,3 ml
SDS 150 pl 150 pl
APS 75 ul 75 ul
TEMED 10 pl 7,5 pl

Tabulka €. 1: SloZeni rozd€lovaciho a zaostfovaciho gelu
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1,5M TRIS-HCI rozdé€lovaci pufr (pH 8,8)
o TRIS base (36,33 g)
o TRIS-HCL (11,82 g)

o Deionizovana voda (doplnéno na celkovy objem 200 ml)

0,5 M TRIS-HCI zaostiovaci pufr (pH 6,8)
o TRIS base (6,05 g)
. HCI na upravu pH

. Deionizovana voda (doplnéno na celkovy objem 100 ml)

3xkoncentrovany SDS pufr (vzorkovy pufr)
J 0,5M TRIS-HCI (7,5 ml)

o Glycerol (6 ml)

J SDS (1,38 g)

. Bromidova modt 0,1 % (0,6 ml)

. Deionizovana voda (doplnéno na celkovy objem 17 ml)

Rozdélovaci pufr (pH 8,3)
o TRIS-base (30 g)
o Glycin (144 g)

o SDS (59)

o Deionizovana voda (doplnéno na celkovy objem 5000 ml)
4.2.4 Roztoky pouZité pii Western blottingu

Methanol

Transfer pufr

o TRIS-base (15,15 g)
o Glycin (72 g)

o Methanol (1000 ml)

o Deionizovana voda (doplnéno na celkovy objem 5000 ml)

5% mléko
o potiebny objem TBS-0,05% Tween 20
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° 5 % suSeného mléka

5% BSA
o potiebny objem TBS-0,05% Tween 20
o 5% BSA

10x koncentrovany TBS (pH 7,6)
o TRIS-base (48,4 Q)

o NaCl (160 g)

. 1 M HCI (76 ml)

o Deionizovana voda (doplnéno na celkovy objem 2000 ml)
TBS
° ze zasobniho roztoku 10x koncentrovaného TBS v poméru TBS:dH,O0=1:9

TBS-0,05% Tween 20
o 10xTBS (200 ml)
o Tween 20 (1 ml)

o Deionizovana voda (1800 ml)

ECL
° ¢inidlo A : ¢inidlo B=100: 1

Vyvojka

Ustalovac
4.2.5 Roztoky pouZité p¥i strippingu

Stripping pufr (pH 2,2)
e glycin (7,59)
e SDS(0,50)
e Tween 20 (5 ml)

e Deionizovana voda (doplnéno na celkovy objem 0,5 1)
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4.2.6 Roztoky pouZité pii ELISE

Vzorkovy diluent
Promyvaci pufr
TMB substrat
STOP roztok

4.2.7 Roztoky pouZité pii APOPTESTU
1xPBS

. NaCl (8,2 g/l)

° KCI (0,201 g/l)

o KH,PQO, (0,204 g/l)

° Na,HPO,*12 H,0 (2,328 g/l)
. Deionizovana voda

Vazebny pufr
4.2.8 Roztoky pouZité pri epifluorescencni mikroskopii
1xPBS

o NaCl (8,2 g/l)

. KCI (0,201 g/l)

. KH,PO, (0,204 g/l)

. Na,HPO,*12 H,0 (2,328 g/l)

4% paraformaldehyd

o paraformaldehyd (4 g)

o 1 M NaOH (150ul)

o 10xPBS (10 ml)

. deionizovana voda (90 ml)

Permeabilizaéni roztok

. 1xPBS (70 ml)
o 0,2% Triton-X (140 pl)

Bloka¢ni roztok

o FCS (7%)

o BSA (2%)

o NaNj3 (0,02%)

. 1xPBS (dle potieby)
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Blokaéni roztok s oslim sérem

e  Donkey (osli) sérum (5%)
e NaNj; (0,02%)
e 1xPBS (dle potieby)

4xSSC

e  20xSSC (80 ml)
e Nonidet (0,4 ml)
e  deionizovana voda (320 ml)

4.3 Pristrojové vybaveni

e Inkubator INNOVA CO - 48 (Biotech, Praha, CZ)

e Centrifuga JOUAN CR 312 (Trigon plus, Ri¢any u Prahy, CZ)

e Centrifuga JOUAN BR 4 (Trigon plus, Ri¢any u Prahy, CZ)

e Centrifuga JOUAN BRY:i (Trigon plus, Ri¢any u Prahy, CZ)

e Centrifuga MPW-52 (MPW, Varsava, PL)

e Protean3 (Biorad, Praha, CZ)

e Minihybridizér (Boekel Scientific, Pensylvanie, USA)

e UV-VIS Spectrophotometr Helios Alpha (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA)

e Cell Lab Quanta SC (Beckman-Coulter, Fullerton, USA)

e Tiepacka KS 130 basic (IKA, Staufen, GE)

e Vortex MS2 Minishaker (IKA, Staufen, GE)

e vahy KERN 474-32 (Kern & Sohn GmbH, GE)

e Zahtivaci blok VLM LS2 (VLM GmbH, Bielefeld, GE)
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5 Vysledky

5.1 Stanoveni celkové bilkoviny

Pro elektroforézu, Western blotting a ELISU jsme jednotlivé skupiny
bun¢k zlyzovali a zméfili jejich koncentrace celkové bilkoviny spektrofometrickym
stanovenim (kit pro Stanoveni celkové bilkoviny bicinchoninovou kyselinou, Sigma,
Saint Luis, MS, USA). Kazdou skupinu bunék jsme proméfili tiikrat. Z vysledkt jsme
vypocitali praimérnou hodnotu celkové bilkoviny a dopocitali vhodnou nanasku
vzorku tak, aby mnozstvi proteinu bylo ve vSech skupinach shodné. Jako sekundarni
kontrolu nanaSky pro elektroforézu jsme navic pouZili

cytoskeletdlniho proteinu [B-aktinu, kterd byla provedena pied zapocetim dalSich

detekcei

integralniho

experimentul.
skupina 1.méfeni| 2.méreni 3.méreni pramér
(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)
2h kontrola 3,001 2,817 2,765 2,861
2h 1 uM NU7441 3,023 2,745 2,787 2,852
2h 1Gy 3,058 2,962 3,165 3,062
2h 1Gy + 1 uM NU7441 3,099 2,887 3,101 3,029
24h kontrola 4,069 4,133 3,926 4,043
24h 1 uM NU7441 3,742 3,536 3,708 3,662
24h 1Gy 2,836 2,778 3,036 2,883
24h 1Gy + LuM NU7441 | 2421 2,518 2,488 2,476
72h kontrola 8,952 8,295 8,577 8,608
72h 1 uM NU7441 8,090 7,891 8,738 8,240
72h 1Gy 5,444 5,335 5,352 5,377
72h 1Gy + 1 uM NU7441 | 2 852 2,728 2,817 2,799

Tabulka ¢. 2: Priklad méfeni a vypoctu priméru koncentrace celkové bilkoviny
Vv jednotlivych skupinach (ELISA)
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Graf ¢. 1:Reprezentativni kalibra¢ni kiivka

skupina prumér | nanaska vzorku
(mg/ml) (uD
2h kontrola 2,861 17,476
2h 1 uM NU7441 2,852 17,532
2h 1Gy 3,062 16,330
2h 1Gy + 1 uM NU7441 3,029 16,506
24h kontrola 4,043 12,368
24h 1 uM NU7441 3,662 13,654
24h 1Gy 2,883 17,342
24h 1Gy + 1 uM NU7441 | 2 476 20,197
72h kontrola 8,608 5,809
72h 1 uM NU7441 8,240 6,068
72h 1Gy 5,377 9,299
72h 1Gy + 1 uM NU7441 | 2,799 17,864

Tabulka €. 3: Dopocitani nanasky vzorku pro ELISU

5.2 Viabilita bunék MOLT-4

V této praci byly pouzity buiikky T lymfocytarni leukémie (MOLT-4), které
byly ziskdny z Americké sbirky bunéénych kultur. Bunky byly béhem pokusu
rozdéleny do Ctyf skupin. Prvni znich slouzila jako kontrola a nebyla ovlivnéna

zadnym stimulem. Druhd skupina byla vystavena ucinku samotného inhibitoru
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NU7441 o koncentraci 1 pmol/l. Tteti skupina byla ozatena davkou 1 Gy, ktera neni
pro bunky cytotoxicka. Posledni ze skupin byla vystavena vlivu obou nox, tedy zatreni
o davce 1 Gy a inhibitoru NU7441 v koncentraci 1 pmol/l. Bunky byly nasledné
inkubovany V termostatu pii 37 °C a 5% CO, atmosféte. Viabilita bun¢k byla
hodnocena po 2, 24 a 72 hod po ozafeni.

V grafu €. 2 je vyjadiena zavislost poctu zivych bunék na dobé inkubace
bundk po ozafeni. Piivodni mnoZstvi bunék bylo 1,5*10°/ml. U 2 hod intervalu
nepozorujeme vyznamné zmény v poctu bunék od pocate¢niho stavu. Po 24 hod
inkubace dochazi k nartstu zivych bun¢k ve vSech skupinach kromé posledni skupiny,
ktera je ovlivnéna kombinaci zafeni a inhibitoru. V této skupiné zistava pocet bunck
piiblizn¢ shodny s pfedchozim Casovym intervalem. NejveétsSi mnozstvi bunck se
nachazi u skupiny ovlivnéné pouze inhibitorem. V intervalu 72 hod po ozatfeni dochazi
K masivnimu nartstu bunék u kontrolni skupiny a skupiny s inhibitorem. U skupiny
ozéatené¢ davkou 1 Gy dochézi také k nartstu bunék oproti predchozimu intervalu. Ve
srovnani s kontrolou nebo skupinou s inhibitorem je ale nartst bun¢k podstatné nizsi.
Nejmensi proliferaci bun€k pozorujeme u skupiny ovlivnéné kombinaci obou nox, kde
se mnozstvi bun¢k pftili§ nezvysilo oproti pfedchozimu ¢asovému intervalu. Skupiny
bunék vystavené UCinkim jak zafeni, tak inhibitoru maji tedy v prubéhu vsech
Casovych intervall piiblizné stejny pocet zivych bunék. Pti kombinaci téchto nox
dochazi k Gtlumu proliferace bunék MOLT-4; naproti tomu samotny inhibitor

takovyto uc¢inek nevykazuje.
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Graf ¢. 2: Viabilita bunék MOLT-4 po expozici inhibitoru NU7441, 1Z a kombinaci
obou nox. V casovém intervalu 2 hod po ozafeni se mnozstvi bun¢k ve skupinach
piilis nelisi. Po 24 hod dochazi k mensimu narustu u kontroly a bun¢k s inhibitorem. U
bun¢k analyzovanych 72 hod po ozafeni dochazi k Gtlumu proliferace bunck
ozatenych a ovlivnénych kombinaci, pfi¢emz mnozstvi bun¢k ovlivnénych kombinaci
stagnuje ve vSech asovych intervalech.

5.3 Vliv zareni a inhibitoru NU7026 na expresi Mcl-1, Laminu B a
Akt-kinazy

Buniky MOLT-4 byly v tomto experimentu vystaveny pusobeni inhibitoru
NU7026 v koncentraci 10 pmol/l nebo zateni o davce 1 Gy. K posouzeni soucasného
vlivu zafeni a inhibitoru byly buniky vystaveny obéma noxam. Na obr. ¢. 6 jsou
vyobrazeny snimky proteind analyzovanych metodou Western blotting.

U bunék analyzovanych 2, 24 i 72 hod po ozafeni nenachazime zadné
vyznamné rozdily v mnozstvi anti-apoptického proteinu Mcl-1 mezi jednotlivymi
skupinami. Neovliviiuje jej ani zafeni, piidany inhibitor ¢i jejich kombinace.

Déle jsme sledovali pokles Laminu B, jakozto zndmky apoptického
procesu. V intervalu 2 hod po ozafeni pozorujeme tbytek mnozstvi proteinu ve vSech
skupinach vzhledem ke kontrole. Nejmensi mnozstvi proteinu je ve skupiné ovlivnéné
obéma noxami. U bunék analyzovanych 24 hod po ozafeni pozorujeme ve skupiné
pouze ozatené pokles proteinu. Ve skupiné ovlivnéné kombinaci nox se nam pokles
Laminu B prokazat nepodafilo. 72 hod po ozafeni je mnozstvi proteinu piiblizné
shodné u kontroly a bunék s inhibitorem. Ubytek proteinu nastivd po samotném

ozéfeni a po plisobeni obou nox je ubytek nepatrné intenzivnéjsi.
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V nasich vysledcich nepozorujeme Zadné vyznamné zmény v mnozstvi
Akt proteinu mezi skupinami Vv jednom c¢asovém intervalu ani mezi jednotlivymi
intervaly navzajem.

Poslednim z analyzovanych proteint je B-aktin. Jedna se o protein, kterym
hodnotime spravnost nanasky. Pfi shodné nanasce by mél byt R-aktin ve vSech

vzorcich pfiblizn€ stejné exprimovan, jak je tomu u naSich vysledkt (viz vyse).

2 h 24 h 72 h
a Lo+ ] ]
NU7026 [+ T+ [+ ]+ |+
Mcl-1 e ——— e
Lamin B D ——T— —_——— " —
Akt i —
[3-aktin S —— — . . ——— e ————

Obr. €. 6: Fotografické snimky proteinii ucastnicich se procesii spousténych
poskozenim DNA. Mnozstvi Mcl-1 a Akt kinazy se ptili§ neméni. V intervalu 2 hod
po ozafeni se mnozstvi Laminu B postupné mezi skupinami snizuje. ZvySeny vyskyt
proteinu 24 hod po ozafeni je u bunék ovlivnénych inhibitorem, u ozatenych je
mnozstvi mens$i, u kombinace nedochazi k poklesu. 72 hod po ozafeni pozorujeme
ubytek proteinu u bun€k ozarenych a ovlivnénych kombinaci.

5.4  Vliv zafFeni a inhibitoru NU7441 na expresi proteini spojenych
S reparaci DNA a indukci apoptozy

5.4.1 Metoda Western blotting

Bunky MOLT-4 byly vtomto pokusu rozdéleny do ¢tyf skupin jako u
predeslého experimentu. Inhibitor NU7026 byl nahrazen inhibitorem NU7441 o
koncentraci lumol/l. Analyzované proteiny jsou vyobrazeny na fotografickych
snimcich na obr. €. 7.

Dle nasich vysledkti se mnozstvi proteini Ku70 ani Ku80 pfili§ neméni
Vv zavislosti na pouZité noxe a je srovnatelné s mnozstvim téchto proteinid v kontrolach.
Nepozorujeme ani zddnou zménu v zavislosti na ¢ase s vyjimkou proteinu Ku80, jehoz

exprese se mirné snizuje 72 hod po ozareni u kombinace nox.
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V nasich vysledcich pozorujeme vyrazné zvySeni proteinu p53 po ozafeni
davkou 1 Gy a ve skupiné bunc€k ovlivnéné jak zarenim, tak inhibitorem NU7441.
Toto zvyseni pozorujeme ve vSech Casovych intervalech, nedochdzi vSak ke zménam
mnozstvi proteinu v téchto skupinach v pribéhu casu. Také mnozstvi pS3 ve skupiné
1 Gy a ve skupiné s kombinaci obou nox se 0d sebe vyrazné nelisi. V kontrole a
u bunék ovlivnénych pouze inhibitorem nenachazime signifikantni navyseni.

U fosforylované formy p53 na Ser 392 sledujeme signifikantni nardst
proteinu u bunék ozafenych a bun¢k ovlivnénych zatenim i inhibitorem v Case 2 a 24
hod po ozafeni. V ¢ase 72 hod po ozafeni dochazi u téchto skupin k vyraznému
poklesu proteinu v porovnani se skupinami z pfedchozich ¢asovych intervalli a
mnozstvi proteinu je ekvivalentni k mnozstvi v kontrolach nebo skupiné€ ovlivnéné
pouze inhibitorem. Stejn€é malé mnozstvi proteinu v kontrolach a skupiné
s inhibitorem nachazime i u intervalu 2 a 24 hod. Maximum fosforylovaného p53
na Ser 392 tedy nalézame po 2 a 24 hod po ozafeni u skupiny ozarenych bun¢k a
bunék ovlivnénych kombinaci nox.

U pro-apoptického proteinu Bad v intervalu 2 hod po ozaieni dochazi opét
K neptili§ vyraznym zménam v mnozstvi proteinu. V intervalu 24 hod po ozafeni
pozorujeme snizené mnozstvi proteinu ve skupiné bunék ovlivnéné inhibitorem i
zafenim. U bunék analyzovanych 72 hod po ozafeni dosahuje protein maxima
v kontrolni skupiné a skupiné ovlivnéné pouze inhibitorem. Ve skupiné ozafené se
mnozstvi proteinu nepatrné snizuje. Ve skupin€ ovlivnéné obéma noxami je mnozstvi
proteinu mirn¢ nizsi neZ u ostatnich skupin.

V Casovém intervalu 2 hod po ozafeni nedochazi k vyraznym zménam
v mnozstvi anti-apoptického proteinu Mcl-1. U bunék analyzovanych 24 hod
po 0zatfeni pozorujeme sniZzenou hladinu proteinu ve skupiné ozafené a ve skupiné
ovlivnéné obéma noxami, pficemz mnozstvi Mcl-1 u bun€k ovlivnénych obéma
noxami je niz§i nez u bunck ozafenych. V intervalu 72 hod po ozafeni nedochazi
K vyraznym zménam v mnozstvi proteinu mezi kontrolou a skupinami ovlivnénymi
inhibitorem nebo zafenim. Pfi kombinaci obou nox vSak dochazi k ubytku proteinu
stejné jako v pfedchozim ¢asovém intervalu.

U proteinu cdc25A ve skupin€ bun€k analyzovanych 2 hod po ozafeni
nedochazi dle nasich vysledkl k vyraznym zméndm v mnozstvi proteinu. V intervalu

24 hod po ozafeni pozorujeme pokles proteinu ve skupiné ovlivnéné obéma noxami.
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Mnozstvi proteinu V ostatnich skupinach je ptiblizné¢ shodné. Mirné€ snizené mnozstvi
proteinu cdc25A v intervalu 72 hod se nachazi u posledni skupiny (kombinace), stejné
jako u ptedchoziho intervalu.

V ¢asovém intervalu 2 hod po ozafeni nenalézame zadny vyskyt proteinu
p21 v jakékoliv skupiné. U bun€k analyzovanych 24 hod po ozafeni jsme protein
prokazali u skupiny ovlivnéné davkou 1 Gy zafeni a u skupiny ovlivnéné kombinaci
zateni a inhibitoru. Mnozstvi proteinu je pfiblizné shodné. U intervalu 72 hod po
ozateni se protein vyskytuje ve stejnych skupinach jako v predeslém intervalu.
Mnozstvi proteinu u kombinace je vyssi nez u skupiny pouze ozafené.

Po 2 hod od ozafeni Vv naSich vysledcich nepozorujeme zadné zmény
v mnozstvi proteinu PARP v ramci skupiny. U intervalu 24 hod po ozaieni dochazi
ke Stépeni proteinu PARP, a to ve skupiné ozafené a ve skupiné€ ovlivnéné zafenim i
inhibitorem. U kontroly a skupiny vystavené ucinku samotného inhibitoru Stépy
nepozorujeme. Ve skupin¢ bunék analyzovanych 72 hod po ozafeni se Sté€py nenachazi

v zadné ze skupin bun¢k a mnozstvi proteinu je piiblizné stejné.
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Obr. ¢ 7: Fotografické snimky proteinii ucastnicich se procesit spousténych
poskozenim DNA. Mnozstvi Ku70/80 se piili§ neméni. U proteinu p53 a jeho
fosforylaci na Ser 392 pozorujeme nardst po ozareni a u skupin s kombinaci. Mnozstvi
pro-apoptotického proteinu Bad se po kombinaci vyrazné neméni, av§ak mnozstvi
anti-apoptotického Mcl-1 se po kombinaci obou nox signifikantné snizuje a vede ke
Stépeni proteinu PARP. U kinazy cdc25A pozorujeme mirny pokles po kombinaci za
24 a 72 hod po ozafeni. Zafeni a kombinace s inhibitorem zptsobuji up-regulaci p21
24 a 72 hod po ozafeni.

5.4.2 Metoda ELISA

Metodou ELISA jsme analyzovali dva proteiny: p21 a p53 Ser 15. VVzorky
jsme rozdélili do ¢tyt skupin jako u pfedchoziho experimentu. Tedy kontrola, buiiky
ovlivnéné inhibitorem NU7441 v koncentraci 1umol/l, buiiky ozafené davkou 1 Gy a
bunky vystavené obéma noxam. Bumky jsme analyzovali za 2, 24 a 72 hod po

ozareni.
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Mnozstvi proteinu p21 je zobrazeno v grafu ¢. 3. V Casovém intervalu
2 hod po ozafeni se mnozstvi proteinu statisticky vyznamné neli$i mezi jednotlivymi
skupinami. V intervalu 24 hod po ozafeni nalézame maximum proteinu u skupiny
vystavené uc¢inkiim obéma noxdm. Bunky ozafené a buiky ovlivnéné obéma noxami
vykazuji signifikantni nardst proteinu vici kontrolni skuping. U bunék analyzovanych
72 hod po ozafeni pozorujeme obdobné vysledky. Nejvétsi mnozstvi proteinu se
nachazi opét u skupiny ovlivnéné kombinaci nox. U skupiny ozafené je mnozstvi
proteinu nizs§i nez u kombinace, ale signifikantné¢ vyssi nez u kontroly. V tomto
casovém intervalu je vSak celkové mnoZzstvi proteinu p21 niz8i nez u predchoziho
casového intervalu. Maximum proteinu p21 tedy dle nasich vysledk pozorujeme u
skupiny ovlivnéné kombinaci nox v ¢asovém intervalu 24 hod po ozafeni. Tyto
vysledky koreluji s analyzou proteinu p21 metodou Western blotting, kde jsme
pozorovali maximum proteinu u skupin buné¢k ozafenych a ovlivnénych kombinaci
nox Vv casovém intervalu 24 a 72 hod po ozafeni. Statisticky vyznamny narast
Vv hladin€ proteinu p21 mezi kontrolou a ozaienim (1 Gy), stejn¢ jako mezi kontrolou
a kombinaci nox jsme pozorovali 24 a 72 hod po ozéatfeni. Mezi buitkami pouze
ozafenymi a ovlivnénymi kombinaci nox jsme zhodnotili staticky vyznamny narist

proteinu u bunék analyzovanych 72 hod po ozafeni.
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Graf ¢. 3: Mnozstvi proteinu p21 se v casovém intervalu 2 hod po ozafeni statisticky
vyznamn¢ neméni. 24 hod po ozéafeni dochazi k nardstu p21 vici kontrole u skupiny
jak ozafené, tak vystavené kombinaci, pfi¢emz nejvys$si mnozstvi je u kombinace.
Vintervalu 72 hod po ozafeni celkové klesa hladina p21, nejvyssi je opét u
kombinace. Kromé toho, Ze pozorujeme statisticky vyznamny néariist mnozstvi p21 ve
skupin€ ozafené a vystavené¢ kombinaci vii€i kontrole, je zde statisticky vyznamny
nartist i u skupiny s kombinaci v porovnani s buitkami, které byly pouze ozarené.
Signifikantni rozdil mezi kontrolou a 1 Gy p<0,05 *. Signifikantni rozdil mezi
kontrolou a kombinaci p<0,05 **. Signifikantni rozdil mezi 1 Gy a kombinaci p<0,05

T.

Na grafu ¢. 4 jsou zobrazeny zmény v mnozstvi fosforylovaného proteinu p53
Ser 15. V intervalu 2 hod po ozatreni dochdzi k nartstu proteinu ve skupiné ozarené a
skupiné ovlivnéné obéma noxami, pfi¢emz mnozstvi proteinu u bun€k ovlivnénych
kombinaci je vys$si. MnoZstvi proteinu mezi kontrolou a skupinou ovlivnénou pouze
inhibitorem se statisticky nelisi. V ¢asovém intervalu 24 hod po ozafeni dochazi
k ubytku proteinu ve vSech skupinach vzhledem k pfedchozimu ¢asovému intervalu.
Nejmens$i mnozstvi proteinu pozorujeme u skupiny ovlivnéné pouze inhibitorem. U
kontroly je mnozstvi proteinu nepatrné vysSi. Mnozstvi p53 Ser 15 statisticky
vyznamné vzrustd u bunck ozatrenych a ovlivnénych obéma noxami. Vys$si mnoZzstvi
proteinu je u kombinace. U bun¢k analyzovanych 72 hod po ozafeni se hladina
proteinu u bunék ovlivnénych pouze inhibitorem a stejné tak u kontroly pfili§ neméni
od ptedeslého ¢asového intervalu. Mnozstvi proteinu u skupiny ozafené a kombinace

je mensi nez u intervalu 24 hod po ozaieni. U kombinace je mnozstvi proteinu opét
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vyssi, stejné jako v predchozich ¢asovych intervalech. Dle zhodnoceni testem Mann-
Whitney jsme pozorovali statisticky vyznamny nartst hladiny p53 Ser 15 mezi
kontrolou a ozafenymi bunkami 2 a 24 hod po ozafeni. Nartst mezi kontrolou a
kombinaci nox je dle statistiky vyznamny ve vSech Casovych intervalech. Mezi
bunikami pouze ozafenymi a ovlivnénymi kombinaci noX je vyznamny nartist proteinu

u bunék analyzovanych 24 a 72 hod po ozéteni.

Protein p53 Ser 15
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Graf ¢. 4: Maximum proteinu p53 Ser 15 jsme pozorovali 2 hod po ozafeni u
kombinace. V dalsich ¢asovych intervalech dochazi k ubytku proteinu, pfesto maxima
p53 Ser 15 pozorujeme ve vSech ¢asovych intervalech vzdy u kombinace. Statisticky
vyznamny nardst proteinu u bunék ozafenych vici kontrole je patrny 2 a 24 hod po
ozéateni. Pfi srovnani kombinace vuci kontrole je narGst patrny ve vSech ¢asovych
intervalech. Statisticky vyznamny nardst proteinu u kombinace vic¢i buitkam pouze
ozéatenym jsme pozorovali 24 a 72 hod po ozéfeni. Signifikantni rozdil mezi kontrolou
a 1 Gy p<0,05 *. Signifikantni rozdil mezi kontrolou a kombinaci p<0,05 **.
Signifikantni rozdil mezi 1 Gy a kombinaci p<0,05 .

5.4.3 Metoda pritokové cytometrie

Pro detekci apoptozy jsme pouzili APOPTEST, ktery je zalozen na detekci
vazby Annexinu V a Pl. Annexin V ma schopnost se vazat k PS. Za normalnich
okolnosti se PS nachédzi na vnitini strané¢ bunééné membrany a Annexin V se neni
schopen navazat. V ¢asnych fazich apoptdzy PS piechazi na vnéjsi stranu membrany,
kde ho miZzeme detekovat navdzanim Annexinu V konjugovanym s FITC,

S pokroc¢ilym stadiem apoptdzy se exprese PS na vnéjSi membrané zvysuje. PI je
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schopen prochazet porusenou membrdanou buniky a navizat se na DNA a RNA.
Membrana se stdva prachozi pro PI az vpozdni fazi apoptozy. Je-li detekovan
Vv bunikach PI a Annexin V nikoliv, jedna se o nekrozu. Metodou je mozné detekovat
jak ¢asné, tak i pozdné apoptické bunky.

Morfologické zmény souvisejici s pribéhem apoptézy jako bunécné
svrasténi, tvorba vy¢nélkli na plazmatické membrané (oznacovanych jako “blebs”),
jaderna fragmentace, tvorba apoptickych télisek a nasledn¢ bunécnd desintegrace,
mohou byt srovndvany se zménami rozptylu svételného signalu v pritokovém
cytometru. Analyza rozptylu svétla dava informaci o velikosti a struktuie bunky.
Zatimco intenzita svételného rozptylu v ptednim “forward” (FS) sméru dobie koreluje
s velikosti bun¢€k, intenzita svételného rozptylu méfend v pravém uhlu “side” sméru
(SS) dobfte koreluje s granularitou.

Na obr. ¢. 8 jsou vyobrazeny zmény v granularité a velikosti bun¢k mezi
jednotlivymi skupinami v ¢asovém intervalu 24 hod po ozéateni. Mezi kontrolou a
buiikkami ovlivnénymi pouze inhibitorem nedochazi k velkym rozdilim. Ve skupiné
bunék ozafenych je dobie patrné, jak se granularita bun¢k oproti piedchozim
skupindm zvySuje. Vzrustd i pocet bunék 0 mensi velikosti. U bun¢k ovlivnénych
kombinaci vidime vyrazné zmenseni objemu buné¢k a narast granularity, které svéd¢i o

probihajicim apoptickém procesu.
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Obr. ¢. 8: Rozdily v granularité a velikosti bunék 24 hod po ozafeni. U kontroly a
samotného inhibitoru nedochéazi k piili§ velkym zméndm. U bunék ozafenych se
zvySuje granularita bunék a jejich velikost je mensi. U kombinace se tyto projevy
objevuji jesteé ve vetsi mite.

Na obr. €. 9 pozorujeme zmény v granularité a velikosti bun¢k 72 hod po
ozafeni. Stejné jako v piedchozi skupiné rozdily mezi kontrolou a buiikami, na néz byl
aplikovan pouze inhibitor, jsou nepatrné. Nejvétsi vyskyt bunék je opét v oblasti
charakteristické pro neposkozené buiky. U bun¢k ozafenych dochazi k velkému
narGistu granularity oproti pfedchozim skupindm. Objem bunék je také mens$i. U
skupiny vystavené plsobeni obou nox pozorujeme vyrazné zvySeni poctu bunck 0
mensi velikosti a vyS$i granularité. Nejvyssi granularitu a zaroven zmenseni objemu

bun¢k tedy pozorujeme u skupiny ovlivnéné kombinaci nox 72 hod po ozafeni.
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Obr. ¢. 9: Rozdily v granularité a velikosti bunék 72 hod po ozatreni. U kontroly a
buné¢k pouze s inhibitorem nedochazi ke zménam. U bun¢k ozafenych stoupa mnozstvi
bunék o mensi velikosti a vy$$i granularité. Bunky ovlivnéné kombinaci vykazuji
maximum takto pozménénych bunék.

Dle grafu ¢. 5 se nejveétsi mnozstvi Casné apoptickych bunck vyskytuje
v intervalu 24 hod po ozafeni, a to ve skupin¢€ ovlivnéné kombinaci obou nox (8,06%).
Ve skupiné bunck pouze ozatenych pozorujeme také narast ¢asné apoptdzy, ale nizsi
neZ u kombinace (5,68%). V kontrole a builkdch ovlivnénych pouze inhibitorem
nedochazi k prili§ velkému narGstu apoptozy (1,86% a 1,39%). V Casovém intervalu
72 hod po ozafeni se maximum ¢asné apoptickych bun€k nachazi ve skupiné ozarené
(1,61%). Mnozstvi je vSak niz§i nez u predchoziho casového intervalu. Ostatni

skupiny nevykazuji pfili§ vyznamny apopticky proces (hodnoty jsou pod 1%).
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Graf €. 5: Zvysené mnozstvi Casné apoptickych bunék nachdzime u bunék ozarenych
a ovlivnénych kombinaci 24 hod po ozafeni. Mnozstvi téchto bunck je u kombinace
vys$$i. V Casovém intervalu 72 hod po ozéfeni se mnozstvi ¢asné apoptickych bunck
markantn¢ snizuje, nejvyssi je u skupiny ozafené.

Na grafu ¢. 6 je vyobrazeno procentualni zastoupeni pozdné apoptickych
bungk. V intervalu 24 hod po ozéfeni dochézi k postupnému naristu mnozstvi pozdné
apoptickych bunék mezi skupinami. V kontrole je pozdné¢ apoptickych bunék nejméné
(4,92%). Ve skupiné s inhibitorem dochazi k mensimu nartstu pozdné apoptickych
bunék (8,21%). U ozafenych bunék pozorujeme zvySeni téchto bunék na
dvojnasobnou hodnotu oproti pfedchozi skupiné (16,44%). Posledni ze skupin ma
nejvyssi mnozstvi pozdné apoptickych bunék (27,38%). V intervalu 72 hod po ozafeni
se mnozstvi pozdné apoptickych bun€k u kontroly a skupiny ovlivnéné pouze
inhibitorem pfili§ neméni (5,78% a 6,88%). U bunck ozatenych dochazi k velkému
narustu pozdné apoptickych bunék oproti pfedchozim skupinam (27,6%). Mnozstvi je
vy$§i nez u stejné skupiny v predeslém casovém intervalu. Maximum pozdné

apoptickych buné€k se nachazi u skupiny bunck ovlivnénych obéma noxami (48,13%).
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Graf €. 6: Ve 24 hod intervalu dochazi k postupnému nartistu pozdné apoptickych
bunék, maximum je u kombinace. V intervalu 72 hod po ozafeni pozorujeme masivni
nartist pozdné apoptickych bun€k u skupiny ozéfené a ovlivnéné kombinaci. U
kombinace je mnozstvi téchto bun¢k opét vyssi.

Zajimavé je stanoveni populace bunék Annexin V-pozitivnich s velmi
vysokym obsahem PI. Tyto buiky maji jiz velmi rozruSenou cytoplazmatickou
membranu a jSou V terminalnim stadiu apoptdzy tésné pied desintegraci. Na grafu ¢. 7
pak muzeme dobie pozorovat signifikantni vliv kombinace obou nox v intervalu 72

hod po ozafeni a tedy i vyraznou potenciaci ucinku.
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Graf ¢. 7: Zastoupeni ,,Ann+/PI-high® bunék se zvySuje v zavislosti na case. U
kombinace je mnozstvi téchto bun¢k vyrazné vyssi oproti ostatnim skupinam

5.4.4 Metoda epifluorescencni mikroskopie

Za pouziti epifluorescen¢ni mikroskopie jsme provedli experiment zalozeny

na prokazani kolokalizace fosforylovaného histonu yH2AX a proteinu 53BP1

Vv loziskach indukovanych IZ (ionizing radiation-induced foci; IRIF), jejichz vyskyt

koreluje s poskozenim DNA. Histon YH2AX je oznacen anti-mysi FITC protilatkou.

Na snimcich je zobrazen zelené. Protein 53BP1 je oznacen anti-kralici Cy3

protilatkou a na snimcich je zobrazen Cervené. V piipadé soucasného vyskytu YH2AX

a 53BP1 ohnisko sviti zluté.

Na obr ¢. 10 jsou vyobrazeny mikroskopické snimky bunék analyzovanych 2

hod po ozéfeni. U kontroly a skupiny ovlivnéné pouze inhibitorem nepozorujeme

spolecné lozisko YH2AX a 53BP1. U bunc¢k ozdfenych a bun€k ovlivnénych

kombinaci obou nox dochazi k vyskytu téchto lozisek. U kombinace je mnoZzstvi

téchto lozisek vyssi.
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Obr. €. 10: Mikroskopické snimky bunék 2 hod po ozafeni prokazuji kolokalizaci
proteinit YH2AX a 53BP1 ve skupiné ozafené a skupiné ovlivnéné kombinaci, kde je
téchto lozisek vice.

U buné€k analyzovanych 24 hod po ozéteni (obr. ¢. 11) nachdzime obdobné
vysledky. Buniky kontrolni a buiiky ovlivnéné pouze inhibitorem nevykazuji vyskyt
obou proteinii soucasn€¢. Ve skupiné ozaiené vyskyt téchto lozisek jiz mizeme
pozorovat. U bunék ovlivnénych jak inhibitorem, tak zafenim se mnozstvi téchto
lozisek zvySuje. Mnozstvi téchto lozisek u obou popsanych skupin (1 Gy a
kombinace) je vSak mensi nez u bun¢k v téchto skupinach analyzovanych 2 hod po

ozareni.
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Obr. ¢&. 11: Mikroskopické snimky bunék 24 hod po ozafeni zobrazuji vyskyt
spole¢nych lozisek YH2AX a 53BP1 u bun¢k ozatenych a ovlivnénych kombinaci.
Lozisek je vice u kombinace, ale méné nez v pfedchozim ¢asovém intervalu.
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6 Diskuze

DNA je hlavnim cilem mnoha dnes obecné uzivanych proti-rakovinovych
latek a inhibice opravy DNA je jedna z nejvice slibnych strategii v moderni proti-
rakovinové terapii. V soucasné dob¢ se zajem obraci na inhibitory reparace DSBS
v kombinaci s 1Z, protoze DSBs jsou povazovany za letalni léze S moznou indukci
apoptozy.[64]

Brzkou odpovédi na DSBs je fosforylace histonu H2A, izoformy H2AX
na Ser 139.[27] Fosforylaci YH2AX zajistuji ATM, ATR a DNA-PK.[43] Tato zména
vede kpravé chromatinové struktury v oblastech DNA poskozeni a k usnadnéni
vazby dalSich potiebnych molekul v tomto misté.[27] V misté poskozeni pak dochazi
k formaci IRIF.[56] Do téchto lozisek jsou ptitahovany dalsi proteiny, napi. ATM,
Mdcl, 53BP1, MRN komplex nebo BRCA.[78] Proteiny 53BP1 a Mdcl
zprostiedkovavaji spojeni dalsich proteind s mistem poskozeni v DNA.[56]

Shaneen et al. (2011) zkoumali tvorbu lozisek YH2AX na bunkach
rakoviny prostaty. Kombinace inhibitori NU7441 a Ku55933 slIZ nebo
doxorubicinem redukovala signal YH2AX v bunéénych liniich (LNCaP-p53 wt a PC3-
p53 mutant), coz potvrzuje to, Ze ATM je hlavni kinazou pro tuto fosforylaci. NU7441
sam o sob& mirn¢ inhiboval fosforylaci v asném stadiu. V pozdé¢jsich stadiich vSak
doslo k navySeni YH2AX i pies inhibici DNA-PK, uplatnila se tedy ATM. DNA-PK
tedy miize fosforylovat H2AX jen v neptfitomnosti ATM nikoliv vSak, kdyz je ATM
chemicky inhibovana.[57] Willmore et al. (2008) pozorovali tvorbu lozisek YH2AX po
pouziti samotného inhibitoru a inhibitoru s fludarabinem. V kombinaci pozorovali
narust téchto lozisek svédéici o vétsim vyskytu DSBs.[75] Zhao et al. (2006) provadéli
podobny pokus. Samotny inhibitor nevykazoval zddny ucinek. Pfi kombinaci
inhibitoru se zafenim nedoslo k ovlivnéni mnozstvi lozisek, ale ke zpomaleni jejich
postupné eliminace; tedy zpomaleni oprav DSBs.[78]

V nasi praci jsme tvorbu téchto loZisek a kolokalizaci proteinti YH2AX a
53BP1 sledovali epifluorescenéni mikroskopii 2 a 24 hod po ozaieni bunck. U bun¢k
analyzovanych 2 hod po ozafeni jsme pozorovali kolokalizaci yYH2AX s53BP1 u
bun¢k ozafenych a kombinace. Spolecny vyskyt téchto proteini byl markantné
zvySeny u bun€k ovlivnénych kombinaci. Bunky analyzované 24 hod po ozéfeni a

inhibici DNA-PK také vykazovaly zvySené mnozstvi téchto loZisek V porovnani se
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vSemi dalsimi skupinami, ale jejich pocet jiz byl nizsi. To poukazuje na to, Ze tvorba
téchto lozisek je velmi rychlé a postupem Casu se ztraci.

Pokud poskozeni reparovano neni, zvySuje se mnozstvi proteinu p53, ktery
je schopen regulovat buné¢ny cyklus a ovlivnit osud buiky v reakci na bunéény stres
bud’ zastavou bunétného cyklu nebo pirevedenim bunky do apoptozy.[63] Tato
regulace je nutnd pro zabranéni proliferace abnormalnich bun¢k a udrzeni integrity
genetické informace. Proto je také oznaCovan jako ,,ochrance genomu“. P53 je
schopen regulovat genovou transkripci pro-apoptické proteiny: puma, noxa, bax,
OKL38 a anti-apoptické proteiny: Bcl-2, ARC a APAF-1.[79] Muze zastavit bunécny
cyklus v G1-fazi bunééného cyklu prostiednictvim aktivace p21. Vstup do mitdzy
blokuje prostiednictvim cdc2 a v G2-fazi je to cyklin B1.[63] Nakano et al. (2001)
ukazali, Ze radiaci indukovand apoptéza v buiikich MOLT-4 je pIné zavisld na
p53.[46]

V nasi praci byla exprese proteinu p53 pozorovana 2, 24 i 72 hod po
ozateni davkou 1 Gy a u bun¢k ovlivnénych zaroven zafenim i inhibitorem NU7441.
V bunkach MOLT-4 jsme jiz po 2 hod nalezli zvySené mnozstvi proteinu p53. Ke
zvySené expresi doslo proto, aby mohlo dojit k zastavé bunécného cyklu a opravé
DNA nebo piipadné apoptdze bunck.

Stabilita a aktivita proteinu p53 je regulovana fosforylacemi a acetylacemi.
Fosforylaci na Ser 392 zpusobuje kasein kindza 2 (CK2) a p38MAPK. Dle
Radhakrishnan et al. (2006) se na fosforylaci mtize podilet i cyklin dependentni kinaza
9 (CDKO9).[54] Fosforylace na Ser 392 usnadiuje vazbu Kk specifickym DNA
sekvencim, transaktivaéni  schopnost a  pravdépodobné  stabilizuje  p53
tetramerizaci.[54,30]

V nasich vysledcich jsme prokazali signifikantni nartst fosforylace p53 na
Ser 392 2 a 24 hod po ozafeni. 72 hod po ozafeni uz tato fosforylace nebyla patrna.
K narastu doslo u skupiny ozafené a skupiny ovlivnéné kombinaci nox.

Ke stabilizaci také prispiva fosforylace p53 na Ser 15. Tato posttransla¢ni
modifikace muze byt vykonana pomoci ATM, ATR, DNA-PK, Chkl a Chk 2.[79]
Fosforylace na Ser 15 brani vazbé s Mdm?2 a nedochazi tak k degradaci proteinu p53 a
usnadiuje dalsi posttranslacni modifikace.[69,57]

Pomoci metody ELISA jsme prokazali vyrazné zvyseni proteinu p53 Ser

15 jiz 2 hod po ozéfeni. Mnozstvi proteinu u bunék ovlivnénych inhibitorem i zafenim
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bylo vyssi nez u pouze ozatenych buné¢k, avsak s postupem ¢asu se mnozstvi proteinu
snizilo. Ackoliv bychom tedy pouzitim inhibitoru DNA-PK mohli ocekavat pokles
miry fosforylace p53 na Ser 15, nebyl tento Gtlum pozorovan, jelikoZ DNA-PK neni
jedinou kinazou ucastnici se této fosforylace. Pro zamezeni tak slozitého déje, jakym
je fosforylace proteinu p53, je ziejmé zapotiebi inhibovat celou fadu enzymu a tedy i
pouzit kombinaci vice inhibitorii. NaSe vysledky potvrzuje 1 studie Shaheen et al.
(2011), kdy metodou Western blotting analyzovali tuto fosforylaci na butkach
rakoviny prostaty. Dle jejich vysledkit NU7441 neni schopen inhibovat fosforylaci
p53 na Ser 15.[57]

Protein p21 patii k inhibitoram CDK.[34] Sdili stejnou strukturu N-
terminalni domény s p27 a p57, které inhibuji CDK aktivitu.[16] Protein p21 je up-
regulovan proteinem p53. P21 promotor obsahuje 2 konzervované pS53-vazebné
oblasti; nejméné jedna znich je nutnd k regulaci transkripce p21 v zavislosti na
poskozeni DNA. Dle Gartela et al. (2002) vSak transkripce p21 mize byt aktivovana i
nezavisle na p53.[21] Poté, co je p21 exprimovan vaze cyklin-CDK komplexy,
inhibuje jejich kindzovou aktivitu a blokuje DNA syntézu a progresi bunécného
cyklu.[34]

V nasich vysledcich ziskanych metodou Western blotting se podafilo
prokazat vyskyt proteinu p21 24 a 72 hod po ozéafeni u bun¢k ozéatenych a ovlivnénych
kombinaci nox. 72 hod po ozafeni bylo mnozstvi proteinu u kombinace vyssi nez u
ozateni. Tyto vysledky souhlasi se zvySenym vyskytem proteinu p53 ve shodnych
skupinach. Ddle jsme tento protein analyzovali metodou ELISA. Vysledky této
metody jsou shodné s vysledky Western blottingu. Podafilo se nam prokazat, ze
maximum proteinu p21 nalézdme u kombinace; a to 24 hod po ozafeni. ZvySeni
proteinu p21 tedy svéd¢i o zastavé bunécného cyklu a je téZ nepfimym dikazem
genotoxického stresu - poskozeni DNA.

Ku protein je komplex slozeny ze dvou podjednotek: Ku70 a Ku80.[35]
Tyto proteiny vytvaii DNA-vazajici heterodimer, ktery spolu s DNA-PKcs vytvari
serin/threoninovou kinazu DNA-PK, ktera se ucastni oprav DSBs béhem NHEJ.[68]
Ku heterodimer rozpozna specifické DNA konce v oblasti 1éze a pak ptfitahne DNA-
PKcs do mista poskozeni.[75] DNA-PK poté fosforyluje nékolik nuklearnich proteini:
p53, c-fos, Spl, XRCC4, DNA-PKcs nebo samotny protein Ku.[35]
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V této studii jsme bohuzel neméli k dispozici protilatku proti
fosforylovanym formam Ku-podjednotek. Sledovali jsme tedy mnozstvi
nefosforylovanych forem a na zakladé nasich vysledki miZeme konstatovat, Ze
dochdzi k mirnym, avSak nesignifikantnim zméndm v mnoZzstvi proteinli. Na zakladé
dosud publikovanych vysledk ptredpokladame, Ze dochazi k utlumu aktivity DNA-
PK. Shaheen et al. (2011) se zabyvali inhibici fosforylaci DNA-PKcs na bunkach
rakoviny prostaty, diky kterym se protein stava aktivnim. NU7441 byl schopen
inhibovat fosforylaci na Ser 2056, ale nebyl schopen inhibovat fosforylaci na Thr
2609.[57] K zavéru, ze NU7441 vede k utlumu aktivity celkové DNA-PK dosli i
Willmore et al. (2008), kteti zkoumali fosforylace na B-buné¢né CLL.[75]

Bad fadime do skupiny Bcl-2 proteini. Jedna se o pro-apopticky
protein.[67] Dle studie Kazi et al. (2011) obsahuje alfa helikalni struktury, jez zapadaji
do hydrofobni oblasti formované z BH1,BH2 a BH3 domén u Bcl-2, Bcl-X, a Mcl-1.
Jakmile se Bax, Bad, Bim nebo Bak navazou na tyto proteiny, Bak nebo Bax jsou
volné a mohou indukovat apoptozu.[29]

Bad je fosforylovan proteinem Akt na Ser 112, 136 a 155, coZ inhibuje
jeho pro-apoptickou aktivitu tim, ze umozni jeho interakci s 14-3-3 adaptorovym
proteinem nebo pfimo zabranénim interakce s Bcl-x. nebo Bcl-2.[32,28] V absenci
signalti vedoucich k pfeziti je defosforylovan a zvysuje se jeho pro-apopticka aktivita.
Podle studie Kelly et al.(2010) se vsak hladina Bad po ozatfeni nezvysuje.[32]

U bungk analyzovanych 24 a 72 hod po ozafeni jsme pozorovali mirny
pokles v mnozstvi proteinu Bad u bun¢k ovlivnénych kombinaci, coz dobie koreluje
s indukci apoptozy (viz nize). V intervalu 72 hod po ozafeni se snizilo mnozstvi
proteinu i u bunék pouze ozaienych, coz pfipisujeme procesim spojenym s pozdni
apoptozou.

DalSim proteinem, ktery jsme analyzovali, byl PARP. Pii nizkych
koncentracich DNA poskozeni PARP inhibuje pro-apoptické Ca®*/Mg?* endonukleazy
a chrani tak bunky pied apoptozou.[38] Katalyzuje poly (ADP) ribosylaci nékterych
nuklearnich proteint s NAD jako substratem.[5] Pii apoptoze se vSak stava substratem
pro kaspazy (kaspaza-3, kaspaza-7) a dochézi k jeho $tépeni. Stépenim dochazi k jeho
inaktivaci a neschopnosti vazat se na DNA fetézcové zlomy. Vznikaji fragmenty 0
velikosti 89 a 24 kDa, které pouzivame k prukazu ranych stadii apoptického procesu
Vv bunkach. [5,7]
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Pritomnost $t€pi v naSich experimentech jsme pozorovali 24 hod po
ozafeni u bunék ozafenych a ovlivnénych kombinaci nox. Tyto vysledky jsou v
souladu s analyzou ¢asné apoptickych bunék pratokovym cytometrem; jejich mnozstvi
dosahlo maxima také po kombinaci za 24 hod po ozareni.

Kli¢ovou tulohou cdc25A fosfatazy je pusobeni v G1/S-fazi a M-fazi
buné¢ného cyklu. Jednou z funkci je odstranéni fosfatovych skupin z Thr 14 a Tyr 15
na E(A) cyklin dependentni kinaze 2 [E(A) CDK2].[24,41,82] Napomaha tak aktivaci
této fosfatazy a progresi bunééného cyklu do S-faze a nasledné replikaci DNA.[41,82]
Podobna funkce je také zahrnuta v mitéze, kde se podili na aktivaci cdc2 kinazy.
Clenové 14-3-3 proteinové rodiny reaguji s cdc25A a Raf-1 a piispivaji tak k progresi
bunééného cyklu.[20] Exprese tohoto proteinu je kontrolovana prolifera¢nimi
regula¢nimi signaly, které zahrnuji E2F a dalsi transkripéni faktory.[82]

DNA poskozeni vede k mnohocetné fosforylaci cdc25A a nasledné
proteazom-dependentni degradaci proteinu.[26] Probihajici apoptéza Vv bunkach je
spojena s tvorbou C-terminalniho fragmentu, ktery je zahrnut v aktivaci CDK2. Dle
Mazars et al. (2009) muze byt fragment sam o sob& zahrnut do procesu apoptozy.
Stépeni vede k redukci mnozstvi plné formy cdc25A a akumulaci 33kDa C-
terminalniho fragmentu.[41]

Dle Fuhrmann et al. (2001) bychom m¢éli pozorovat zvySeni mnozstvi
proteinu cdc25A pii rustové zastavé a snizeni pii apoptoze.[20] Z naSich vysledki je
patrné, ze doslo ke sniZeni proteinu u bunék analyzovanych 24 a 72 hod po ozafeni,
které byly ovlivnény kombinaci nox. Tyto vysledky jsou nepfimym dikazem indukce
apoptického procesu.

Jak jiz bylo feceno, protein Mcl-1 patii do Bcl-2 rodiny proteint a jedna se
0 anti-apopticky faktor.[67] Svou anti-apoptickou aktivitu zprosttedkovava tim, Ze je
schopen tvorby heterodimerd s pro-apoptickymi BH3-only proteiny Bcl-2 rodiny
proteini Bim, Bak nebo Noxa v mitochondridlni vnéj$i membrané a tim jejich
neutralizace. To vede K potlaceni uvolnéni cyt ¢ z mitochondrie a Apaf-1-dependentni
aktivaci kaspazy-3.[42,80] Mcl-1 je regulovan post-transkripcné pies proteazomalni
degradaci, ktera je nezavisla na kaspazové aktivaci.[73] Degradaci proteinu ovliviiuje
E3 ubikvitinova ligaiza (MULE). Degradace nastdva b&hem apoptézy a muze byt

podpoiena dalsi E3 ubikvitinovou ligazou nebo proteazami.[42]
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Mnozstvi Mcl-1 se po expozici jednotlivym noxdm nezménilo, avSak
kombinace nox vedla ke snizeni Mcl-1 exprese 24 a 72 hod po ozafeni. Degradace
Mcl-1 tak pfispiva k indukci apoptozy.

Nase vysledky jsou v souladu s dal§imi studiemi, které poukazuji na to, ze
akumulace p53 u bunék MOLT-4 je spojena s naslednymi apoptickymi zménami jako
je zména lokalizace PS bunécné membrany (Annexin V) a tvorba porli v membrané
bunky (PI).[46,47] Pfitomnost p53 mulze spustit apoptozu v piipadé, Zze DNA
poskozeni je pfili§ rozsahlé na to, aby bylo opraveno.[57] Metodou pritokové
cytometrie jsme stanovili jak Casné, tak i pozdné apoptické bunky. Zatimco u ¢asné
apoptickych bun€k jsme nalezli maximum téchto bunék 24 hod po ozafeni u
kombinace (8,06%), nejvice pozdné apoptickych bun€k jsme pozorovali 72 hod po
ozateni také u kombinace (48,13%). 72 hod po ozéafeni se ndm podafilo prokézat také
jiz velké naruSeni membrany, kdy byl PI schopen projit do buiky, coz znaci tzv.
terminalni fazi apoptdzy. Je tedy vidét, Ze pouziti inhibitoru mélo vyrazny vliv na
nartst apoptického procesu. Témétr polovina bunék 72 hod po ozafeni podlehla
apoptoze, coz je priblizné dvojnadsobné mnozstvi nez u bunék pouze ozatrenych. Nase
vysledky potvrzuje i studie Shaheen et al., kde zafeni v kombinaci s inhibitorem
NU7441 zvysilo apoptézu na bunikach rakoviny prostaty p53-wt (LNCaP), kdezto u
bunék p53-mutantnich (PC3) vykazoval inhibitor jen mirny u¢inek. Apoptodza
spousténa zafenim a NU7441 je tedy p53-dependentni a buiiky s funkénim p53 se pfi
inhibici DNA-PK hromadi v G1-fazi.[57]

U doplikovych experimentd s inhibitorem NU7026 jsme analyzovali
pouze 3 proteiny: Akt, Mcl-1 a LaminB.

Akt, také znama jako protein kindza B, je serin/threoninova kinaza. Jedna
se 0 anti-apopticky faktor. Protein inhibuje apoptdzu inaktivaci proteinu Bad, c-Raf,
puma a kaspazy-9 a stabilizuje Mcl-1.[8,81,11,14] Je aktivovan fosforylacemi na Ser
473 a Thr 308. Fosforylaci na serinu zptsobuje mTORC2 komplex, DNA-PK, ATM,
ATR a dalsi. Akt brani akumulaci p53 v mitochondriich a uvolnéni cyt ¢ a
Smac/DIABLO.[61]

V nasi studii jsme neprokazali vyznamné zmeény V mnoZzstvi proteinu U
zadné skupiny ani v Zddném ze zkoumanych intervall. Stejné tak nedoslo ke zménam

v mnozstvi proteinu Mcl-1.
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Lamin B je nuklearni protein, ktery je zahrnut do aktivace a progrese
apoptozy. Je substrdtem pro kaspazu-6. Pii apoptéze pozorujeme jeho Sté€peni
na fragmenty o niz$i molekulové hmotnosti (48kDa). Podle di Matola et al. (2001)
dochdzi ke $tépeni laminu B kaspazou-6 jiz v Casnych fazich apoptozy (po 12
hod).[15]

Stépy bychom méli nalézt u ozafené skupiny bunék a skupiny ovlivnéné
kombinaci obou nox. V naSich vysledcich jsme vSak vyskyt fragmentti nepozorovali,
jelikoz jsme pouzivali protilatku, ktera nedisponovala afinitou k patticnému epitopu
stépeného laminu B. Ubytek jeho ,,plné“ formy (68kDa) u bunék ozafenych a
ovlivnénych kombinaci vSak nastal v disledku jeho stépeni a podporuje tak hypotézu a
probihajici apoptoze.

Pokud porovname ucinek obou inhibitorti na urovni proteind ucastnicich
se signalizace DNA reparace, miizeme konstatovat, ze inhibitor NU7026 v koncentraci
10 uM pfi kombinaci s davkou 1 Gy tlumil fosforylace p53 na Ser 15 a 392, Chk-2 na
Thr 68 a histonu H2AX na Ser 139.[65] Takovy efekt jsme u inhibitoru NU7441
nepozorovali. Je vSak potfeba diirazné ptipomenout, ze pouzita koncentrace NU7441
byla o tad nizsi (I uM). Na druhou stranu, pokud hodnotime, jaky efekt mayji
inhibitory v kone¢ném dusledku na indukci apoptézy, tak u bunék MOLT-4
s kombinaci zafeni a NU7026 Tichy et al. (2012) pozorovali zpozdény nastup
apoptozy (za 24 hod 3 % a za 72 hod 24 % Annexin V+/PI+ bun¢k).[65] Naproti tomu
u bunék ovlivnénych kombinaci s inhibitorem NU7441 jsme pozorovali daleko
rychlejsi a intenzivnéjs$i nastup apoptozy (za 24 hod 28 % a za 72 hod 48 % Annexin
V+/PI+ bungk). Proto hodnotime jako perspektivnéjsi inhibitor NU7441, ktery se da

pouzit v nizSich koncentracich a vede k intenzivnéjSimu pro-apoptickému ucinku.
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7 Zavér

V této praci jsme se zabyvali studiem inhibice reparace DSBs a indukci
apoptozy za pouziti IZ a inhibitort DNA-PK (NU7026 a NU7441). Experimenty byly
provedeny na buinikidch T-lymfocytarni leukémie MOLT-4, které exprimuji protein
nékolik experimenti s NU7026, které doplnily studii, jez byla na naSem pracovisti
provadéna v minulych letech

1Z zptsobuje DSBs, které mohou byt pro buiku letalni, pokud nejsou
opraveny. V casnych fazich indukce DSBs se tvoii loziska YH2AX. MnozZstvi téchto
loZisek se po ovlivnéni bun¢k kombinaci zvysilo, coZz znamena, Ze vzrostl poc¢et DSBs.
I pies inhibici DNA-PK vsak dochazi k fosforylaci H2AX, jelikoz se zde uplatiiuje
také ATM kinaza, ktera si vzhledem k pouZité koncentraci inhibitoru ponechava cast
své kinazové aktivity.

Dale jsme se Vv nasi praci zabyvali tim, na jaké proteiny ma inhibice DNA-
PK vliv. Mnozstvi proteinu p53, stejné tak jako jeho fosforylovanych forem p53 Ser
392 a p53 Ser 15, se zvysilo u bunék ozarenych i ovlivnénych kombinaci obou nox.
Zvyseni mnozstvi p53 svédci o pottebé bunék zamezit propagaci poskozené genetické
informace. Pfestoze je DNA-PK pln¢ inhibovand, k fosforylaci p53 dochazi ze
stejného divodu jako u YH2AX.

V souvislosti se zvySenim proteinu pS3 jsme pozorovali zvySeni mnozstvi
proteinu p21 24 a 72 hod po ozafeni u bunék pouze ozafenych a u bun¢k ovlivnénych
kombinaci nox. Doslo tedy k zastavé bunéného cyklu. V nasi praci byl také prokazan
mirny ubytek proteinu cdc25A 24 a 72 hod po ozafeni u kombinace, coz svédci o
probihajicim apoptickém procesu. Pozorovali jsme, ze po kombinaci ozafeni a
inhibice dochazi za 24 a 72 hod k degradaci anti-apoptického proteinu Mcl-1, coz
podnécuje pribeh apoptozy. Ta byla prokazana také detekci proteinu PARP, ktery byl
Stépen 24 hod po ozafeni u bunék ozafenych a kombinace nox a prokazuje tak
pfitomnost aktivnich kaspaz - exekutort apoptdézy. U nefosforylovanych forem
proteinu Ku70/80 jsme pozorovali mirné, nesignifikantni zmény. Protoze podle
dosavadnich studii dochazi v ramci atlumu aktivity DNA-PK k poklesu
fosforylovanych forem, radi bychom se vénovali jejich analyze v dal$ich

experimentech.
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Dale se ndm pomoci pritokové cytometrie podafilo prokdzat, Ze inhibice
reparace DNA inhibitorem NU7441 ma vyrazny vliv na indukci apoptozy. Zatimco
¢asné apoptickych bunék bylo u kombinace 24 hod po ozafeni pouze 8,06 %, pozdné
apoptickych buné¢k bylo jiz 27,38 %. 72 hod po ozafeni jsme u této skupiny stanovili
pozdné apoptickych bunék dokonce skoro polovinu (48,13 %). Jednalo se piiblizné o
dvojnasobné mnozstvi, nez jsme pozorovali u bunék pouze ozafenych (27,6%). Z toho
vyplyva, ze inhibitor NU7441 je schopen bunky vyrazné senzibilizovat viici [Z.

Pii srovnani inhibitor dochazime k zavéru, ze inhibitor NU7026 (v
koncentraci 10 uM) v kombinaci s davkou 1 Gy tlumi fosforylace nékterych substrati
ATM a DNA-PK [65], ovsem vysledna mira apoptozy je vyssi po pouziti inhibitoru
NU7441 (v koncentraci 1 uM). Protoze jej lze pouzit v nizSich koncentracich a vede
K intenzivngj$imu pro-apoptickému u¢inku, hodnotime inhibitor NU7441 jako
perspektivni platformu pro vyvoj dalSich u€innych protinddorovych 1éciv. Diky
vysoké specifité je tento inhibitor také vybornym néstrojem pro studium mechanismit

ucinku DNA-PK v molekularni biologii.
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