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SOUHRN

Cilem této prace bylo zjistit, zda a jakym zptiisobem ovliviigje inhibitor proteinu p53,
pifithrin-a, u lidskych nddorovych bunék aktivaci biochemickych cest vedoucich k detekci
a reparaci mitoxantronem vyvolaného poskozeni DNA nebo indukci apoptézy. Jako
modelovy systém byla zvolena bunécné linie MOLT-4 odvozend od lidské T-lymfocytarni
leukémie. Zaméfili jsme se na studii viability a proliferacni aktivity bunék, apoptdzy a
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bunécného cyklu pomoci flow-cytometrickych metod a na expresi sledovanych proteint

(p53 a jeho fosforylované formy, p21™AF/cP!

, ERK 1/2, lamin B a B-aktin) vyuzitim
elektroforézy a western blotu s naslednou imunodetekci.

Zjistili jsme, Ze pifithrin-a snizuje u bunék MOLT-4 indukci p53 a ndslednou indukci
p21WAF” 10,5 nmol/l mitoxantronem pouze v Casném intervalu (4 hodiny), v pozdé&jsi
fazi prevazii potenciace cytotoxického plisobeni mitoxantronu a indukce apoptdzy,
provazend jiz srovnatelnym vzestupem p53 i p21"VAFY“®! Mitoxantronem indukovand
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zéstava bunécného cyklu v G2/M fazi neni inhibici p53 ovlivnéna.

Klicova slova: apoptdza, mitoxantron, MOLT-4, pifithrin-a., protein pS3



SUMMARY

The aim of this work was to determine whether and how the protein p53 inhibitor,
pifithrin-o, affects in human tumor cells biochemical pathways leading to the detection and
repair of DNA damage induced by mitoxantrone and/or induction of apoptosis. As a model
system cell line MOLT-4 derived from human T-lymphocytic leukemia was selected. We
focused on the study of viability and proliferative activity of cells, apoptosis and cell cycle
using flow-cytometric methods and we also monitored the expression of proteins (p53 and
its phosphorylated forms, p21WAF1/ CP1" ERK 1/2, lamin B and B-actin) using

electrophoresis and Western blot followed by immunodetection.

We have found that pifithrin-o reduced in MOLT-4 cells, induction of p53 and
subsequent induction of p21WAFI1/CIP1 caused by 0,5 nmol/l mitoxantrone in the early
interval (4 hours), and at a later stage the potentiation of cytotoxic action of mitoxantrone
and the induction of apoptosis prevailed, accompanied by the comparable increases in p53
and p21VAF VCIPL “Mitoxantrone-induced cell cycle arrest in G2/M phase is not affected by

inhibition of p53.

Key words: apoptosis, mitoxantrone, MOLT-4, pifithrin-a, protein p53
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AIF
APS
ATM
ATP
ATR
CARD
dATP
DED
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EV
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FADD
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IMDM
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NES
NHEJ
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PFT-a
PI
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Annexin V

faktor indukujici apoptézu

amonium persulfat

ataxie telangiektasie-mutovand kinasa
adenosin trifosfat

ataxiateleangiectasia and Rad3-related
casapase activation and recruitment domain
deoxyadenosin trifosfat

efektorovd doména smrti

dimethyl sulfoxide

deoxyribonukleova kyselina

dvojity zlom DNA

elektronicky objem

Fas Associated Death Domains
Fas-asociovana smrtici doména, Associated Death Domains
fluorescein isothiokyandt

forward scatter

homologni rekombinace

Iscova modifikace Dulbecova média
integrovand opticka densita

Jun NH»-koncova kinasa

molekulova hmotnost

mitoxantron

nuclear export signal

nehomologni spojovani koncti

nuclear localization signal

fosfatovy pufr v médiu fyziologického roztoku (pH 7,4)
pifithrin-o

propidium jodid

protookogeny

Permeability Transition Pore, pfechodovy poér permeability



PVDF Polyvinylidine Fluoride
SDS-PAGE elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu

sodného
SSC side scatter
TAFs TBP-associated factors
TBP TATA box-binding protein
TBS Salinicky roztok na bazi Tris
TEMED tetramethylethylenediamonium
TNF tumor necrosis factor
TRAIL TNF related apoptosis inducing ligand
TS tumorové supresory
WS pracovni roztok
wt wild type

Pozn. Zkratky a ndzvy proteinii a genli, pro néZ neni zazity Cesky ekvivalent, nejsou

uvedeny.



1 Uvod

Znalost signdlnich drah, které vedou ke spusténi apoptézy u leukemickych bunék po
pusobeni ionizujictho zafeni a chemoterapeutickych latek a objasnéni molekuldrnich
mechanismi signalizace, reparace poSkozeni DNA a indukce apoptézy, umoznuji
navrhnout optimélni protinddorovou strategii. Smyslem chemoterapie a radioterapie je
zastavit proliferaci a zvySovat bunécnou smrt. V soucasné dobé je vSak chemoterapie
limitovana piedeviim vedlej$imi toxickymi ti¢inky na normélni tkané. Rada publikaci se
proto zabyva zpusobem, jak v senzitivnich builkdch inhibovat apoptézu indukovanou
linif se v tomto sméru jevi jako ucinny pifithrin-o, inhibitor proteinu p53. Existuji vSak uz i
préce, které potvrzuji, Ze pifithrin-a cytotoxitu nékterych protinadorovych latek potencuje.

Proto pfedmétem nasi studie bylo zjistit jakym zptisobem pifithrin-o a inhibice p53
ovliviiuji mitoxantronem indukovanou bunécnou smrt u leukemickych bun¢k MOLT-4.

Teoreticka ¢ast prace popisuje soucasny stav poznani o proteinu p53, jeho regulaci a
vztahu k indukci apoptézy. Dadle pak charakterizuje mechanismus protinddorového
pusobeni mitoxantronu a vyznam pifithrinu-o.. Popsany jsou molekuldrni mechanismy
vedoucich k repara¢nim procestim ¢i indukci apoptézy po poskozeni DNA.

V experimentélni ¢4sti jsou popsany chemikalie, bunécna linie, pfistrojové vybaveni a
postupy provadénych metod.

Vysledky provadénych analyz shrnuje kapitola vysledky a diskuse. Nejprve jsme
pomoci sledovani proliferacni aktivity zvolili ddvkové schéma mitoxantronu pro dalsi
studii. Stanovili jsme viabilitu bunék po expozici vybranych koncentraci mitoxantronu a
pifithrinu-a. Ke sledovani vlivu inhibitoru proteinu p53 na protinddorové piisobeni
mitoxantronu jsme dale vyuZili stanoveni apoptézy a analyzy bunééného cyklu. Indukci
apoptézy jsme zkoumali pomoci flow-cytometrickych metod za pouZiti znaceni bunck
pomoci konjugitu Annexin V-FITC a propidium jodidu a pomoci analyzy zmén optickych
parametrii rozptylu svétla, kterd dopliiuje metody detekujicich apoptézu. Pro stanoveni
obsahu DNA a zmén v bunééném cyklu v jednotlivych testovanych skupinach bunék
MOLT-4 jsme ve dvou intervalech po ovlivnéni provedli flow-cytometrickou analyzu
obsahu DNA. Nisledn¢ jsme studovali expresi a posttranslaéni modifikace proteinu p53 a
dalSich proteinii podilejicich se na rozvoji apoptézy a na regulaci bunécného cyklu

(p21VAFVCPI U ERK 172, lamin B). Pro detekci zmén v mnoZstvi proteini jsme pouZili

11



elektroforézu v polyakrylamidovém gelu, westernovy pfenos, selektivni imunodetekci a
kvantifikaci méfenim optické denzity.
Interpretace vysledkli je zaméfena na identifikaci zmén v buiikkdch vystavenych

pusobeni riznych koncentraci mitoxantronu a to jak samostatné, tak v kombinaci s

pifithrinem-a v zavislosti na Case.
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2 Teoreticka ¢ast
2.1 Apoptoza
2.1.1 Obecna charakteristika apoptozy

Termin apoptéza byl vytvofen k popisu morfologickych procesit vedoucich ke
kontrolované bunécné smrti ptirovnavané k ,,opadavani listi ze stromu‘ a poprvé jej ve své
publikaci pouzili r. 1972 Kerr, Wyllie a Currie (Kerr et al., 1972).

Apoptéza je aktivni a definovany proces, ktery je podkladem fady fyziologickych i
patologickych mechanismt. Vyskytuje se jako nedilnd souCdst embryogeneze,
ontogenetického vyvoje a diferenciace bun€k (Kaufmann a Hengartner, 2001). Podili se na
homeostdze ve tkdnich, hraje roli pfi vyvoji imunitnitho systému a je dileZitd pro
patogenezi mnoha nemoci (Fadeel et al., 1999). Vedle apoptdzy, zfejmé nejcastéjsi formy
programované bunécné smrti, existuji jiné neapotické typy bunécné smrti, které mohou byt
biologicky vyznamné (Leist a Jdicitteld, 2001).

Ke spusténi apoptdzy je zapotiebi specifickych impulst, které narozdil od nekrézy
nevedou k zanétu a dalsim patologickym staviim. Tyto stimuly jsou bud fyzikalni
(ionizujici zéafeni, UV-zafeni, teplota) nebo chemické (specifické smrtici ligandy,
nedostatek ristovych faktorti a celd fada chemikdlii) povahy, vysledny typ bunécné smrti
vSak také zdvisi na intenzité stimulu.

Béhem apoptdézy aktivuje buiika vnitini sebevrazedny mechanismus, ktery je spjat s
fadou fyziologickych, biochemickych a morfologickych zmén, které se tykaji jadra,
cytoplazmy 1 cytoplazmatické membrany. Morfologicky je pocatek apoptézy
charakterizovdn smr§tovanim buiiky a jadra. Dochdzi ke kondenzaci chromatinu v jadfe a
nasledné k rozpadu jadra. Buiika se odd¢€luje od okolni tkdné a rozpada se na membranou
uzaviend apoptickd téliska obsahujici cytosol, bunécné organely a fragmenty jadra. Tato
apopticka téliska jsou rychle pohlcena sousednimi buitkami, kterymi jsou makrofigy a
bunikky parenchymu. Na rozdil od jinych forem smrti probihd apoptéza bez poSkozeni
okolnich bun¢k a tkani a bez rozvinuti destruktivni zdnétové odpovedi (Saraste a Pulkki,
2000).

Biochemickym znakem apoptézy je degradace DNA endonukleasami, které Stépi
chromatin preferenéné¢ v internukleosomdlni sekvenci za vzniku 180 bp dlouhych
oligonukleosomdlnich fragmenti. Tyto fragmenty na elektroforeogramu z agarézové

gelové elektroforézy vytvareji typicky ZebiiCkovity obraz, coZz je charakteristickou
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znamkou apoptézy (Wyllie, 1980). Unik téchto fragmentil z bundk rovnéz vede k poklesu
obsahu DNA v apoptickych bunkéach.

Pro pribéh apoptdzy je nezbytna energii ve form¢ ATP a dalSich nukleosid trifosfatt
pro syntézu pottebnych proteintli, reparaci polynukleotida atd. Jestlize se energie ve formé
ATP nedostava, jedinou alternativou je nekréza (Vdvrovd et al., 2002).

Porucha mechanizmt smrti je vysledkem mutace gentl, které koéduji faktory piimo
nebo nepiimo spojené se zahdjenim, zprostfedkovanim nebo uskutecnénim apoptdzy.
Mutace v apoptickych genech jsou pfi¢inou nebo pfispivajicim faktorem cetnych
zédvaznych onemocnéni (Miillauer et al., 2001). Genetické zmény zabranujici bunce
vstoupit do apoptézy mohou vést k rozvoji nddorovych onemocnéni, imunodeficitnich
virovych infekci a autoimunitnich stavl. Existuji i onemocnéni, kterd vznikaji v disledku
priliSného vyskytu apoptézy ve tkdnich. Jsou to akutni a chronické neurodegenerativni

stavy, rizné hematopoetické poruchy a AIDS (Vdvrovd et al., 2002).

2.1.2 Pi‘ehled regulace apoptézy na molekularni darovni

Apoptoza je definovdna jako konkrétni forma geneticky fizené bunécné smrti, ktera je
fizena expresi a vzdjemnou interakci specifickych proteinit kdédovanych vysoce
konzervovanymi geny (Krejsek a Kopecky, 2004).

Nejprve byly mechanismy apoptézy popsdny u bezobratlych Zivocichti z kmene
hlistd. Horvitz ve své studii pouZil pro identifikaci a charakterizaci genii a proteinli
spojenych s programovanou bunécnou smrti hlistici Caenorhabditis elegans. U tohoto
dobie kultivovatelného Zivocicha, jehoz t€lo je tvotfeno z presné definovaného poctu bunck
a bunécnd smrt je u n¢j fizena kaskddou nejméné deseti gend, byly identifikovany geny
ced-3 a ced-4 (cell death defective) kddujici proteasy homologni se savéimi kaspasami
(Horvitz, 1999).

Existuje celd fada bunécnych faktorti zapojenych do signdlnich drah apoptézy. Mezi
tyto faktory patii bunééné povrchové receptory, reguldtory bunécného cyklu, proteolytické
enzymy (kaspasy), Clenové rodiny Bcl-2, inhibitory apoptického proteinu (IAPs), heat
shock proteiny a bunécné adhezivni proteiny (Cho a Choi, 2002). Mezi faktory regulace
apoptozy je mozné uvést i protein p53, ktery fidi transkripci jinych bilkovin a pfipravuje

tim tak podminky pro uspesny prabeh apoptézy (Krejsek a Kopecky, 2004).
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2.1.2.1 Kaspasy

Kaspasy, cysteinové proteasy, jsou zodpovédné =za zanik buiky (Stépeni
strukturdlnich, jadernych a dalSich proteini) a vysledny morfologicky obraz apoptozy
(Thornberry a Lazebnik, 1998). Kaspasy selektivné Stépi cilové proteiny, obvykle v jedné
nebo nékolika malo pozicich (Rezdcovd, 2004).

Neaktivni prokaspasy jsou jednofetézcové, kazdy fetézec ma amino-termindlni
prodoménu, dlouhou podjednotku a malou karboxy-termindlni podjednotku, které jsou
n¢kdy oddéleny spojovacim peptidem. Proteolytické Stépeni proenzymu na vnitinich
specifickych aspartdtovych reziduich m4 za nasledek odstranéni prodomény a vytvofeni
aktivniho heterodimeru sloZzeného ze dvou dlouhych (20 kDa) a dvou malych (10 kDa)
podjednotek (Salvesen a Dixit, 1999; Bayascas et al., 2002; Cohen, 1997).

Studie o substratové specifité, prodoménové struktufe a biologické funkci odhalily, Ze
kaspasy jsou béhem apoptézy kaskddovité Stépeny a aktivovdny. Aktivace inicidtorovych
kaspas 2, 8, 9 a 10 proapotickymi signdly vede k proteolytické aktivaci efektorovych
kaspas 3, 6 a 7 (Saraste a Pulkki, 2000). Tato proteolytickd kaskada, béhem které jedna
kaspasa miiZe aktivovat jiné kaspasy, zesiluje apoptickou signdlni cestu a vede tak k rychlé
bunééné smrti.

Zatimco efektorové kaspasy maji pouze kratké prodomény, inicidtorové kaspasy maji
dlouhé prodomény s interakénimi motivy jako efektorovd doména smrti (DED, death
effector domain) v piipadé¢ prokaspas 8 a 10 nebo CARD (caspase activation and
recruitment domain) v piipad¢ prokaspas 9 a 2. PfestoZe kaspasy 2 a 9 nebo kaspasy 8 a 10
maji stejnou kombinaci domén, je kazdd z nich zapojena v jiné ¢ésti apotické signdlni
cesty. Pro rozliSeni biologické funkce musi byt tedy detaily domén v kazdém proteinu
zkoumadany podrobné (Doctor et al., 2003).

Vedle téchto kaspas uplatnujicich se pfi apoptdze existuji kaspasy 1, 4, 5, 11, 12 a 14
zapojené do aktivace cytokinil (Obr. 1; Griitter, 2000).
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Obr. 1. Schéma lidskych kaspas. Prvni skupina zahrnuje kaspasy aktivujici cytokiny,
druhd skupina jsou inicidtorové kaspasy zapojené v apoptotické cesté a tfeti skupinou jsou

kaspasy efektorové (Doctor et al., 2003).

Jsou znamy dvé hlavni cesty aktivace inicidtorovych kaspas — receptorova (vnéjsi) a

mitochondridlni (vnitini) draha.

2.1.2.2 Receptorova draha

Faktory z vnéjStho prostiedi spousti apoptické procesy na podklad€ interakce
povrchovych receptorovych systému buiiky (receptory smrti) s piisluSnymi ligandy.

Receptory smrti jsou transmembranové proteiny, které patii do rodiny TNF receptori.
Tyto receptory jsou sloZeny z extraceluldarni domény bohaté na cystein a cytoplazmatické
domény tvorené asi 80 aminokyselinami nazyvané jako domény smrti (Death Domains-
DD) (Ashkenazi a Dixit, 1998).

Typickym ptikladem a nejlépe popsanym procesem aktivace receptori je signalni
drdha receptoru Fas (Apo-1, CD95). Pfipojenim ligandu FasL dochdzi ke konformacni
zméné¢ C-koncl molekul (Death Domains-DD). Receptor trimerizuje a prostfednictvim

komplementarnich domén DD vaze cytoplazmaticky protein FADD (Fas Associated Death

.....
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kaskady vnéjsi cesty, prokaspasou 8. V tomto okamziku vznikd komplexu oznaCovany
jako DISC (smrt vyvolédvajici signdlni komplex) majici za nasledek auto-katalyzovanou
aktivaci prokaspasy 8 (Kischkel et al., 1995). Aktivovana kaspasa 8 $t€pi rizné substraty v
bunice a také efektorovou prokaspasu 3, jejiz aktivace vede k aktivaci smrticiho programu
buniky (Medema et al., 1997).

Kromé vySe zminéného receptoru lze navodit apoptdézu touto cestou taky pres
receptory TNF-R1, TRAMP (WSL-1/DR-3/LARD), receptory pro TRAIL (TNF related
apoptosis inducing ligand) TRAIL-R1 (DR-4), TRAIL-R2 (DR-5, Apo-2, TRICK-2,
KILLER) a DR-6 (Ashkenazi a Dixit, 1999, 1998).

Apoptdza spousténd pres receptory smrti miiZze byt inhibovédna celuldrnim proteinem
c-FLIP, ktery se vdZze k FADD a kaspase 8 (Scaffidi et al., 1999). Jinym proteinem
regulujicim apoptézu je Toso. Tento protein blokuje Fas-indukovanou apoptézu v T

bunikach inhibici kaspasy 8 (Hitoshi et al., 1998).

2.1.2.3 Mitochondrialni draha

Mitochondrie, vedle své funkce v dychacim fetézci, hraji dilezitou roli v procesu
apoptozy.

Aktivatory vnitini cesty indukce apoptézy mohou byt bunécné metabolické zmény,
volné radikdly, anoxie, pisobeni virti a cytostatik (Krejsek a Kopecky, 2004). K selhani
suprese smrtictho programu, a tedy ke spusténi apoptdzy, vede taky nedostatek rastovych
faktorti, hormont a cytokinti (Elmore, 2007). NejcCastéji vSak na pocatku vnitini cesty stoji
poskozeni DNA, néslednd fosforylace proteinu p53 a dédle pak aktivace pro-apoptickych
&lent rodiny Bcl-2 (Krejsek a Kopecky, 2004; Rezdcovd, 2004).

Diulezitym pozndnim v procesu objasnovani molekularnich mechanismti apoptézy
bylo, Ze mitochondridlni proteiny pfispivaji k aktivaci kaspas a ndslednému Stépeni DNA
(Li et al., 1997). Byla vypracovana fada modelt vysvétlujicich, jak mitochondrie uvolnuji
tyto proteiny z intermembranového prostoru do cytoplazmy. Jeden z modelt prosazuje
ptitomnost mitochondridlniho kandlti (PTP, Permeability Transition Pore, piechodovy pér
permeability), jehoZ otevirdni miZe byt modulovdno pro- a anti-apoptickymi proteiny
rodiny Bcl-2. Vznik PTP zplsobuje ztratu transmembranové potencidlu, coz je kli¢ovou
udalosti v procesu apoptdzy (Zamzami a Kroemer, 2001). Jiné prace popisuji tvorbu péra
pifimo z membrdnovych pro-apoptickych proteini rodiny Bcl-2 (viz kap. 2.1.2.4).
Napiiklad po indukci apoptézy je Bax, cytoplazmaticky protein z rodiny Bcl-2,
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translokovdan a zaclenén do vnéjSi mitochondriilni membrany. Dohromady s Bak,
proteinem z rodiny Bcl-2 pfitomnym ve vnéj$i mitochondridlni membrané, tvoii kandly,
kterymi miiZe unikat cytochrom ¢ (van Gurp et al., 2003). Cytochrom ¢ je rozpustny
protein o celkové velikosti asi 12 kDa obsahujici hemové skupiny. Normdlné je vazan na
povrch vnitini mitochondridlni membrény.

Cytochrom c uvolnény z mitochondrie do cytoplazmy je schopny v pfitomnosti dATP
interagovat s proteinem Apaf-1, ktery postupné aktivuje prokaspasu 9. Spojenim
cytochromu ¢, Apaf-1 a prokaspasy 9 se utvaii multiproteinovy komplex zndmy jako
apoptosom (Yin, 2000). V apoptosomu dochdzi k aktvaci kaspasy 9, nasledné¢ apoptosom
aktivuje prokaspasu 3 a aktivni kaspasa 3 je zodpovédnd za vlastni apopticky proces
(Rezdcovd, 2004).

Z. mitochondrie jsou v pribéhu apoptézy uvoliovany dalsi proteiny, jako napiiklad
Smac/DIABLO, Omi/HtrA2, AIF (faktor indukujici apoptézu) a endonukledza G.
Smac/DIABLO je antagonistou XIAP (X-vdzany inhibitor apoptézy), cozZ je
cytoplazmaticky protein, ktery efektivné blokuje aktivované kaspasy a brani tak spusténi
proteolytické kaskady. Omi/HtrA?2 sdili funk¢ni vlastnosti s Smac/DIABLO. Je uvoliiovan
z intramembrdnového prostoru mitochondrie a inhibuje cytoplazmatické proteiny IAP
(inhibitor apoptozy). AIF katalyzuje uvolnéni dalSiho cytochromu ¢ a spolu s
endonukledzou G zplisobuje na kaspasach nezavislou apoptézu (Cory et al., 2003).

Mezi receptorovou a mitochondridlni cestou existuje propojeni zprostiedkované
proteiny obsahujici pouze BH3 doménu (Obr. 2). Ptikladem je aktivace cytosolického pro-
apoptického proteinu Bid kaspasou 8 z receptorové drdhy. Aktivovany Bid ndsledné
usnadiiuje permeabilizaci mitochondrie, uvolnéni cytochromu c a dalSich molekul do

cytoplazmy a spusténi cesty mitochondridlni smrti (Cory et al., 2003).
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Obr. 2. Schématicky model signalnich cest apoptézy vedouci k aktivaci kaspasy 3 (Tichy,
2006).

2.1.2.4 Proteiny rodiny Bcl-2

vvvvvv

hlavni funkei je udrzeni mitochondridlni integrity a kontrola uvoliiovani mitochondridlnich
proteintt do cytoplazmy (Cory a Adams, 2002). Na zédklad¢ strukturdlnich kritérii, kterymi
jsou tzv. Bcl-2 homologni domény (BH), mohou v buiice indukovat nebo inhibovat proces
apoptézy. Anti-apoptické proteiny rodiny Bcl-2 obsahuji vSechny domény BHI1, BH2,
BH3 a BH4, na druhou stranu pro-apoptické proteiny vedouci buiiku k zdniku mohou
obsahovat riizné domény, ale nikdy jim nechybi BH3 (Tichy, 2006).

Skupina Bcl-2 proteinti byla rozdélena do tii skupin. V prvni skupiné jsou zahrnuty
anti-apoptické Bcl-2-piibuzné faktory pfeziti jako Bcl-2, Bel-Xi, Bel-w, Mcl-1, A1/Bfl-1,
NR-13, Boo/Diva/Bcl-2-L-10 a Bcl-B. Druha skupina obsahuje pro-apoptotické Bax-
piibuzné faktory smrti jako Bax, Bak, Bok/Mtd a Bcl-x;. Tteti skupinu tvoii BH3-ptibuzné
pro-apoptotické faktory smrti majici jen doménu BH3 (tzv. BH3-onlies) jako Bid,
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Bik/Nbk, Blk, Hrk/DP5, BNIP3, Bim; /Bod, Bad, Noxa, PUMA/Bbc3 a Bmf (Borner,
2003).

Anti-apoptické Bcl-2-piibuzné faktory pieziti se vyznacuji tfemi nebo Ctyfmi Bcl-2
homolognimi doménami (BH1-BH4). Tyto domény nemaji enzymatickou aktivitu, ale
zprostfedkovavaji interakci Bcl-2-pfibuznych faktorti s jinymi proteiny (Borner, 2003).
BH1-BH3 domény tvofi hydrofébni kapsu, kterd je stabilizovdna N-terminalni BH4
doménou (Aritomi et al., 1997). Hydrofébni kapsa je funkcni oblasti Bcl-2-piibuznych
faktorti a pro-apoptické proteiny majici BH3 doménu, savéi CED4 homology a piipadné¢ i
jiné pro-apoptické proteiny s chybé&jici BH3 doménou zde soutéZi o vytvoreni vazby za
vzniku nefunk¢nich heterodimert. Bcl-2-ptibuzné faktory pieziti jsou integralni soucdsti
intracelularnich membran (mitochondridlni, jaderné, retikularni) a vykondvaji svoji funkci
bez vyrazné zmény struktury nebo subcelularni lokalizace (Borner, 2003).

Pro-apoptické Bax-piibuzné faktory smrti zahrnuji tfi savéi proteiny Bax, Bak a
Bok/Mtd obsahujici tfi BH domény (BH1-BH3), jenZ stejné jako u Bcl-2 a Bcl-x, tvori
hydrofébni kapsu, do které se mohou vazat BH3 peptidy jinych proteinti (Borner, 2003).
Nepiitomnost stabilizujici domény BH4 byla zpociatku povazovdna za piiCinu pro-
apoptického chovani v disledku konformacni zmény. AvSak tento mechanismus neni
postacujici k vysvétleni rozdilného piisobeni Bax-pfibuznych faktorti smrti a Bcl-2-
piibuznych faktort preziti. Existuji totiz Bcl-2-ptibuzné faktory preZziti jako Mcl-1 a Al,
které neobsahuji BH4 doménu a piesto ptsobi ve smyslu pieziti buiiky a ne jako faktory
smrti (Adams a Cory, 1998). Navic Bcl-xp postraidda BH1 a BH2 domény, ale md BH4
motiv a pusobi anti-apoptoticky (Boise et al., 1993). Pro-apoptickd aktivita Bax-
piibuznych faktori nesouvisi tedy s jejich strukturou, ale nybrz se subcelularni lokalizaci.
Bax-ptibuzné faktory smrti v pribéhu apoptézy meéni svoji strukturu, premistuji se z
cytoplazmy do vné&jSi membrany, kde formuji péry nebo interaguji s proteiny tvoficimi
pory a jsou tak schopny ptivodit smrt bunky (Tichy, 2006).

BH3-piibuzné pro-apoptické faktory smrti obsahuji samotnou interagujici BH3
doménu, kterd je nezbytnd a postaCujici pro jejich pro-apoptickou funkci. Ve zdravych
savCich bunkdch jsou tyto proteiny udrZovany v inaktivnim stavu transkripénim a
translaénim mechanismem. K jejich aktivaci miZe dochdzet v disledku apoptického
signdlu jednim nebo né€kolika mechanizmy. Kazdy sav¢i BH3-ptibuzny faktor je regulovin
rozdiln¢ v zdvislosti na povaze proteinu a puvodu apoptického stimulu. V duasledku
poskozenim DNA chemoterapeutiky a UV-zafenim je aktivovan transkripéni faktor p53,

ktery indukuje expresi BH3-pifibuznych faktort smrti PUMA a Noxa (Lakin a Jackson,
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1999). Nedostatek rustovych faktorti a cytokinii nebo vazba ligandu na receptory smrti zas
vede k aktivaci proteind posttranslaéni modifikaci. Jinou cestou vedouci k aktivaci BH3-
piibuznych faktori smrti je proteolyza, mechanismus uZzivany k aktivaci BH3-ptibuzného
faktoru Bid jako odpovéd’ na aktivaci receptori smrti. Jsou-li BH3-piibuzné pro-
apoptotické faktory aktivovany, interaguji s Bcl-2-ptfibuznymi faktory preziti, inaktivuji je
a volné Bax-ptibuzné faktory pak mohou podléhat urcitym konformaénim zméndm, jenz
maji za nasledek uvolnéni dalSich pro-apoptotickych a kaspasy aktivujicich faktort (Tichy,

2006, Borner, 2003).

2.2 ATM, ATR a dvojité zlomy DNA

Ataxia-teleangiectasia mutated (ATM) a rad3-related (ATR) jsou serin/threonin
specifické kinasy pattici do rozsahlé rodiny fosfatidylinozitol-3 kinas (PI3Ks - ATM,
ATR, DNA-PK, hSMG-1, mTOR a TRRAP). V pfipad¢ poskozeni DNA jsou ATM, ATR
a DNA-PK zapojeny v regulaci aktivity proteinu p53 (Lakin a Jackson, 1999).

ATM gen, ktery je mutovdn u pacientll s autosomdlné recesivnim onemocnénim
ataxia teleangiectasia (A-T), je lokalizovan na lidském chromosomu 11q22-23 (Lakin a
Jackson, 1999; Bakkenist a Kastan, 2003). Produktem tohoto genu je protein ATM dlouhy
350 kDa, jehoz hlavni funkci je odpovéd’ bunky na dvojité zlomy DNA (double strand
breaks, DSB), které nastavaji v pribéhu normalniho vyvoje nebo jsou vyvolany pisobenim
vngjSich fyzikélnich nebo chemickych vliva (Shiloh, 2006).

Dvojité zlomy DNA predstavuji zvlast€ nebezpecné poSkozeni bunky a aktivuji
komplexni bunéénou odpovéd. Jsou aktivovany kontrolni body, které docasné zastavi
bunécny cyklus a umozni tak zhodnoceni poSkozeni DNA a jeho opravu. V piipadé
velkého poskozeni je rychle spousténa programovand bunécnd smrt. Eukaryotické bunky
pouzivaji pro opravu DSB dva hlavni mechanismy: Nehomologni koncové spojeni
(nonhomologous end-joining, NHEJ) odpovédné za reparaci ve vSech fazich bunécného
cyklu a homologni rekombinaci (HR) mezi sesterskymi chromatidami, kterd probiha
v pozdni S a G2 fazi. Tyto mechanismy jsou realizovany ve spolupraci s proteiny Mrel |,
Rad50 (ochranny chromozomadlni faktor) a Nbsl (proteiny reparacniho komplexu, MRN),
Mdcl (mediator of DNA-damage checkpoint protein 1), 53BP1 (p53-vazebny protein 1) a
BRCA1 (multifunk¢ni tumor supresorovy protein), fosforylovanou formou histonu H2AX

(YH2AX), které se lokalizuji v mist€ DBS a podili se na opravé poSkozeni (Shiloh, 2006).
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Aktivace ATM je bezprostredni reakci na DSB (Shiloh, 2006). ATM je aktivovdna
intermolekuldrni fosforylaci na Ser1981, kterd zpusobuje disociaci inaktivniho dimeru a
rychlou aktivaci ATM kinasové aktivity. ATM pak pomoci fosforylace aktivuje fadu
substratli podilejicich se na zastaveni bunécného cyklu a dalsi reakci bunky. Fosforylace
proteinu p53, Mdm?2 a Chk2 vede k bloku v G1 f4zi. Pfechodnd akumulace bunék v S fazi
je zptsobena fosforylaci Nbs1, Brcal, FancD2, SMC1, Chkl a Chk2 a k bloku v G2 fazi
dochdzi foforylaci Brcal, hRad17 a Chkl (Bakkenist a Kastan, 2003).

Bunécny cyklus je kontrolovan fadou cyklini a cyklin-dependentnich kinas (Cdk).
Jednotlivi ¢lenové Cdk pak v komplexu se specifickymi cykliny fidi prichod bunééného
cyklu pres klicové kontrolni body G1/S a G2/M, které jsou aktivovany po poSkozeni DNA
(Rezdcovd, 2004). Dosud je znamo devét cyklin-dependentnich kinas (1-9) a jedenact typt
cyklint (A-J a T). Na pfechodu z G1 do S faze se podili cykliny D tvofici funkcni
komplexy s Cdk4 a Cdk6, cyklin C integrujici s Cdk8 a cyklin E ve spojeni s Cdk2.
Zvysena exprese téchto cyklini md za ndsledek zkraceni G1 faze bunécného cyklu a
rychlejsi pfechod do S faze. Pribéh S faze je pak kontrolovan cyklinem A vytvarejicim
komplex s Cdk2. Komplexy cyklini A a B s Cdkl se podili na fosforylaci celé tady
proteind nezbytnych pro G2/M ptechod (Pospisilovd a Vojtesek, 2000).

Nejzndméj$im cilem ATM kinasy je protein p53. Fosforylace zvySuje stabilitu p53,
aktivuje jeho transkripéni potencidl a stimuluje navazani na promotory jeho cilovych gent
(Lakin a Jackson, 1999). Protein p53 je klicovou signdlni molekulou zastavy bunécného
cyklu v G1 fazi a ovliviluje expresi proteinu p21WAF1/CIP1. Dalsimi cily ATM kinasy jsou
inhibitory p53 MDM?2 a MDMX (viz kap. 2.4.4) (Shiloh, 2006).

Zasadnimi proteiny, jejichz fosforylace ATM kinasou vede k inhibici funkce fosfatas
Cdc25a a Cdc25c¢ odpovédnych za prichod pies G1/S a G2/M klicové body a za
pokracovani bunécného cyklu, jsou Chkl a Chk2-proteinkinasy (Bakkenist a Kastan,
2003).

ATR hlavné prendsi signdl vychazejici z poSkozeni UV zdfenim a zablokovéni

replikacni vidlicky a mohla by byt pfimo zapojena v regulaci replikace (Shiloh, 2006).
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2.3 Check-point kinasy Chk1 a Chk2

Chk1 a Chk2 jsou strukturné zcela neptibuzné serin/threonin kinasy, jejichZ funkce se
piekryvaji. Aktivoviny ATM a ATR kinasou maji fadu spolecnych substratii. Chk1 a Chk2
reguluji dulezité bunécné funkce jako replikaci DNA a pribéh bunécného cyklu,
restrukturalizaci chromatinu a apoptézu (Obr. 3).

Funkce labilniho protein Chkl je ptevdaZzné omezend na S a G2 fazi. ATM a ATR
fosforyluji Chkl na Ser317 a Ser 345 C-konce. Jeji aktivace po poSkozeni DNA nebo
zastaveni replikace nevyZaduje dimerizaci ani autofosforylaci. Chk2 je stabilni protein
exprimovany v prubéhu celého cyklu. ATM fosforyluje N-koncovou regula¢ni doménu
Chk?2, zejména Thr68, v dasledku odpovédi na DBS. Tato aktivace zahrnuje dimerizaci a
autofosforylaci Chk2 (Bartek a Lukas, 2003; Rezdcovd, 2004).

DNA repair Apoptosis l
Damage-induced Chromatin
transcription Cell cycle remodelling
arrest/delay

Obr. 3. Aktivované Chkl a Chk2 fosforyluji celou fadu substratti, z nichz nékteré jsou
spolecné obéma kinasam (modrd). Dusledkem téchto aktivaci mtize byt v zdvislosti na
charakteru stresu, rychlosti poSkozeni DNA a typu buiiky stresem indukovand transkripce
(E2F1, Brcal, p53), opraveni DNA (BRCALl, p53), zadrZzeni (degradace Cdc25A) nebo
trvalé zastaveni (Cdc25C, p53, Plk3) bunécného cyklu, apoptéza (Pmll, p53, E2F1) a
remodelace chromatinu (Tlk1/2). N¢které cile téchto kinas jsou protookogeny (PO) nebo

tumorové supresory (TS) (Bartek a Lukas, 2003).

23



2.4 Protein p53

2.4.1 Charakteristika a struktura proteinu p53

Lidsky p53 je tumor-supresorovy jaderny fosfoprotein o velikosti 53 kDa. Protein p53
byl poprvé identifikovdn v roce 1979 (Bai a Zhu, 2006). Je kédovan genem TP53
lokalizovaném na kratkém raménku chromosomu 17 (17p3.1) (Isobe et al., 1986). Tento
gen je tvofen 11 exony a 10 introny a jeho velikost je pfiblizn€ 20 kpb (Lamb a Crawford,
1986). Gen TP53 je jeden z nejCastéji mutacemi inaktivovanych geni majici vztah
k riznym typtim nadorovych onemocnéni. Diky svému klicovému vyznamu pro norméalni
chod buniky byva téz nazyvan ,,strdzce genomu‘* (Lane, 1992).

Protein p53 patii k unikétni proteinové rodin€, kterd zahrnuje tii ¢leny: p53, p63 a
p73. 1 kdyZ jsou tyto proteiny svoji strukturou a funkci podobné sob¢ navzdjem, zda se, ze
p53 u vyssich organismil brani rozvoji nadori, zatimco p63 a p73 se uplatiiuji v normalnim
vyvoji (Bai a Zhu, 2006).

Nejintenzivnéji studovanou funkci proteinu p53 je jeho schopnost ptisobit jako
sekvencné specificky transkripcni aktivator gent, jenz obsahuji p53-vnimavé sekvence a
zprostfedkovévaji UCinky proteinu p53 (Prives a Hall, 1999). Tumor-supresorovy protein
pS3 je tak zapojen v rozlicnych bunéCnych procesech zahrnujicich bunéény cyklus,
apoptozu, starnuti, opravu DNA, bunécnou diferenciaci a angiogenezi (Sionov a Haupt,
1999).

Protein p53 je v normdlni buiice udrzovan na velmi nizké hladin€ v latentni neaktivni
formé a je aktivovan plisobenim riiznych forem stresu. Timto stresem muzZe byt poskozeni
DNA (UV nebo ionizujici zafeni, syntetickd chemoterapeutika), hypoxie, nedostatek
nukleotidll a Zivin, aktivace onkogenu a oxidativni poskozeni (Prives a Hall, 1999). Po
poskozeni DNA vyvoldva protein p53 transaktivaci proteinu p21 pozastaveni bunécného
cyklu v G1 nebo G2 f4zi, ¢imZ je umoZnéna oprava poskozené DNA. V piipad¢€ rozsdhlého
poskozeni indukuje apoptézu (Steele et al., 1998).

Lidsky protein p53 se sklddd z 393 aminokyselin a je uspofddany do tii funkcnich
domén. Na N-konci proteinu je aktivaéni doména zahrnujici transkripéné-aktivacni
subdoménu a PXXP oblast bohatou na prolin, v centrdlni ¢asti je DNA-vazebnd doména a

na C-konci se nachézi oligomeriza¢ni doména (Obr. 4, Bai a Zhu, 2006).
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Obr. 4. Schéma struktury proteinu p53 (Bai a Zhu, 2006).

Aminokyseliny 1-42 N-koncové oblasti pS3 tvoii transkripéné-aktivacni doménu, na
kterou se vaze tada transkripcnich faktort jako TBP (TATA box-binding protein), TAFs
(TBP-associated factors), p62 a dalsi. Obsahuje také vazebné misto pro MDM?2, jenz
negativné reguluje funkci pS3 (Bai a Zhu, 2006). Serl5, Thr18 a Ser20 z této domény jsou
castym cilem fosforylace a hraji tak dileZitou roli pfi stabilizaci p53 (Hupp et al., 2000).

Doména bohatd na prolin je tvofena pfibliZné¢ aminokyselinami 61-94. Vyznacuje se
mnohocetnym opakovanim motivii o sekvenci PXXP (P-prolin, X-libovolna
aminokyselina) a je nezbytnd pro spusSténi programované bunétné smrti, ale nikoliv pro
zastaveni bunécného cyklu. Tato doména je moZnym mistem pro mutace u lidskych nadorti
(Bai a Zhu, 2006, Sakamuro et al., 1997).

Centrdlni oblast proteinu p53 z aminokyselin 102-292 obsahuje sekvenéné
specifickou DNA-vazebnou doménu (Bai a Zhu, 2006). Tato doména umoznuje interakci
proteinu p53 se sekvencemi v promotorech p53 cilovych gent (Cho et al, 1994). V
promotorech cilovych geni se vdZze na dvé po sobé ndsleduji sekvence
5 -PuPuPuCWWGPyPyPy-3" (Pu-purinovd béze, Py-pyrimidinovd béze, W-adenin nebo
tymin), které mohou byt oddé€leny az 13bp. Uvniti této domény se nachdzi né€kolik tzv.
,,hot spot* mutacnich mist (Argl75, Gly245, Arg248, Arg249, Arg273 a Arg282) (Bai a
Zhu, 2006). Frekvence a distribuce téchto mutaci je riizna u rtiznych typt naddort (Kotala et
al., 2002).

C-koncova oblast (aminokyseliny 301-393) obsahuje oligomeriza¢ni doménu
(aminokyseliny 324-355), negativni regulacni doménu (aminokyseliny 363-393) zapojenou
v navozeni bunécné smrti, sekvenci fidici export proteinu do jadra (NES-nuclear export

signal) a sekveci pro lokalizaci p53 do jadra (NLS-nuclear localization signal) (Bai a Zhu,
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2006). Oligomerizaéni doména umoZznuje tvorbu tetrametri p53 a dalSich oligomerd,
nezbytnych pro spravnou funkci p53. C-koncovd oblast p53 obsahuje druhou DNA
vazebnou doménu zodpovédnou za rozpozndni a vytvafeni stabilntho komplexu
s nespecifickymi sekvencemi poskozené DNA (Selivanova et al., 1996). Jestlize je
pferusSena interakce mezi C-koncovou oblasti a DNA-vazebnou doménou posttranslacni
modifikaci (fosforylace a acetylace) C-koncové domény, DNA-vazebnd doména se stane

aktivni a je tak navozeno zvySeni transkripcni aktivity (Bai a Zhu, 2006).

2.4.2 Funkce proteinu p53

Jak jiz bylo feceno, za normdlniho stavu je hladina proteinu p53 v bunkach nizkd a
vétSinou nedetekovatelnd. Po poSkozeni DNA se vSak protein stabilizuje a rychleji se
pfesunuje do jadra, kde indukuje transkripci genu zastavujicich bunéény cyklus nebo
spousti geny regulujici apoptézu. Zvoleni jedné z t€chto moZnosti zavisi na bunécném typu

a na charakteru a intenzit¢ stresového signdlu (Obr. 5; Komarova a Gudkov, 2000).

Cellular stresses
DNA damage Heat shock vamcia __ Oncogene overexpression
\ /" o MDM2 | gy

SV—’II] H]?VEG E1IB —

.‘

Cellidar responses / \ \

Cellcycle DNA repair Apoptosis Senescence
checkpoints
¢ / 7N l
p21Wefl/Cipl Gadd4s Transactivation Transrepression — p21Wafl/Cip!
14-3-35 p48 Bax  Bid Bel-2 PEESHE
Gadd45 p33R2 Bak  Bad Bel-X,
APE1 Bel-X1 Noxa MAP4
: Pol p Apaf-l Puma Survivin
p33 targeis Fas  DR4/5

Obr. 5. Protein p53 ptisobi v burice jako trankrip¢ni faktor, ktery aktivuje transkripci gent
podilejicich se na fizeni fady bunécnych procesli, mezi nez patii zastaveni bunécného

cyklu, oprava DNA, apoptéza a starnuti (Bai a Zhu, 2006).
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2.4.2.1 Funkce proteinu p53 v regulaci bunééného cyklu

Snad nejznaméjSim cilem nddorového supresoru pS53 je inhibitor cyklin-

I WARVEIPL (wild-type activated fragment 1, cyklin-

IWAFI/CIPI

dependentnich kinas (Ckls) protein p2
dependent kinase ihibitor protein 1). Exprese p2 je vsak vedle zvysené hladiny
proteinu p53 indukovédna je$t¢ buncécnou diferenciaci a senescenci. Tento protein byl
objeven nezavisle nékolika laboratofemi v roce 1993 (Pospisilovd a Vojtések, 2000). Po

1WAF1/CIP1

poskozeni DNA je p2 primarnim zprostfedkovatelem na proteinu p53 zavislého

zastaveni bunécného cyklu v G1 fazi (Bai a Zhu, 2006).

p21WAF1/CIPl je 164 aminokyselin dlouhy polypeptid o hmotnosti 20 kDa kédovany
genem Wafl/CIP1, ktery je tvofen tfemi exony umisténymi na chromozomu 6p21.1.
Protein p21VA"™ P! y47e komplexy cyklinu s cyklin-dependentni kinasou a proliferaéni
jaderny antigen PCNA. Interakce s proteinem p21“ "™ brani PCNA vytvifet aktivni
komplex s DNA-polymerasou, jehoZ pfitomnost je nezbytnd pro spravny prub¢h replikace,

WAF1/CIP1
se p21 !

nenaruSuje vSak reparacni funkce PCNA. Timto mechanismem podili na

inhibici syntézy DNA a vyvoldvd zastaveni bunécného cyklu v G1/S kontrolnim bodé
cyklu (Pospisilovd a Vojtések, 2000).

Interakce proteinu p21™AF/CEP!

s komplexem cyklin E/Cdk2 inhibuje fosforylaci
retinoblastoma (RB) proteinu a uvolnéni proteinti rodiny E2F transkrip¢nich faktord, jeZz
spousti transkripci genil nezbytnych pro vstup bunky do S faze, coz se projevi zastavenim
bunécného cyklu v G1 fazi.

Protein p53 zvySuje expresi reparacniho faktoru Gadd45 (growth arrest and DNA
damage 45) a jaderného proteinu 14-3-3-c, které se ucastni na zastaveni cyklu v G2 fazi.
Gadd45 se vaze na Cdkl, brani vytvoreni komplexu s cyklinem B a inhibuje tak kinasovou

aktivitu. Jaderny protein 14-3-3-6 se vaze na komplex cyklin B/Cdk1, jehoz piechod do
jadra je nezbytny pro ptechod z G2 do M faze (Bai a Zhu, 2006).

2.4.2.2 Funkce proteinu p53 v navozeni apoptozy

V piipad€ nezvratného poSkozeni tkdni indukuje protein pS53 apoptézu, a tim jsou
eliminovany poskozené buiiky. Je zndma celd fada regulatorti apoptdzy, jejichz exprese je
transkripéné aktivovdna proteinem p53. LiSi se svou funkci a zplsobem jak aktivuji
apoptozu.

Vétsina z nich se podili na indukci apoptdzy vnitini cestou. Jsou to zejména Bax (Bcl-

2-associated X protein), Puma (p53-upregulated modulator of apoptosis), Noxa, pS3AIP1
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(pS3-regulated apoptosis-inducing protein 1) a PIG3 (p53-inducible gene 3). Tyto proteiny
kontroluji permeabilitu mitochondridlni membrdny a mohou tak modulovat uvoliiovani
mitochondridlnich faktorl, které podporuji uskutecnéni apoptézy (viz kap. 2.1.2.4) (Bai a
Zhu, 2006).

Aktivaci receptort smrti Fas/CD95 (cell-death signaling receptor), DR4/KILLER
(death receptor 4), DRS/KILLER (death receptor 5) je indukovana apoptdza vnéjsi cestou,
mira exprese téchto proteinti je rovnéZ regulovana transkrip¢né. DR4 a DRS mohou
spoustét apoptézu navazanim TRAIL, Fas ligandu a chemoterapeutik. V mnoha tkénich je
Fas nezbytny pro indukci p53 zdavislé apoptdzy. Protein pS3 mize indukovat apoptézu
zvySenim exprese proteinu Scotin, ktery je lokalizovany v endoplazmatickém retikulu a

v jaderné membrané (Bai a Zhu, 2006).

2.4.3 Stabilizace a aktivace proteinu pS3

Poskozeni DNA vyvoldvd mnoho posttranslacnich modifikaci proteinu p53,
zahrnujicich fosforylaci, defosforylaci, acetylaci, methylaci a ubikvitinaci, které vedou
k jeho aktivaci (Lavin a Gueven, 2006). Dilezitym ptedpokladem vazby proteinu p53 na
cilové sekvence je mimo jiné i jeho oligomerizace a dosazeni spravné konformace. Teprve
vytvofené tetramery jsou aktivni (Uldrijan at al., 2002). Aktivace a stabilizace proteinu
pS3 v jadfe je ovlivnéna mnoha faktory a je siln€ regulovdna. Nejvyznamnéjsi modifikace
jsou soustiedény na N-koncové domén& molekuly, kterd je odpovédnd za transkripéni
aktivitu proteinu p53 a je nutnd pro navazani Mdm?2, a déle pak na C-koncové regulacni
doméné (Lavin a Gueven, 2000).

Pro aktivaci proteinu p53 jsou velmi vyznamné posttranslacni fosforylace a acetylace,
nebot’ maji za ndsledek stabilizaci a akumulaci proteinu p53 v jadte (Bai a Zhu, 2006). Je
zndma celd fada protein-kinas fosforylujicich protein p53. Patfi mezi n€¢ zejména ATM,
ATR, Chkl a Chk2, Jun NH;-koncova kinasa (JNK), p38 a dalsi (Lavin a Gueven, 2006).
Poskozeni DNA ionizujicim nebo UV zafenim iniciuje foforylaci Ser6, Ser9, Serl5, Thr18,
Ser20, Ser33, Ser37, Serd6, Thr55, Thr81, Serl49, Ser150, Serl55, Ser315, Ser366,
Ser371, Ser376, Ser378, Thr387 a Ser392, (Bai a Zhu, 2006).

Mezi nejlépe prozkoumand fosforylacni mista na N-konci proteinu p53 patii Serl5
fosforylovany kinasami ATM a ATR v disledku dvojitych zlomti DNA zpiisobenych
ionizujicim zafenim nebo chemickymi latkami (Lavin a Gueven, 2006). Postranslacni

modifikace fosforylaci na Serl5, stejné tak na Ser20, Ser37, Thrl8, inhibuje interakci mezi
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pS3 a jeho negativnim reguldtorem, onkoproteinem MDM2 (Shieh et al., 1997; Yap et al.,
2004). Tato inhibice degradace ptisobené MDM?2 proteinem stabilizuje protein p53 v jadre
(viz kap. 2.4.4).

Fosforylace Ser315 a Ser392 na C-konci proteinu p53 podporuje jeho vazbu ke
specifickym usekim DNA a stabilizuje tak plisobeni p53 jako transkripéniho faktoru.
Modifikace Ser392 je spojovdna piedevSim s aktivaci komplexu obsahujiciho kasein-
kinasu Il (Yap et al., 2004).

Ionizujici zafeni vede dadle zejména k fosforylaci Ser6, Ser9, Serl5, Ser20, Serd46 a
Thr18, ktera je rovnéZ pievazné zprostredkovana ATM kinasou (Lavin a Gueven, 2000).

Jedna protein-kinasa miiZe fosforylovat protein p53 na né€kolika mistech a jedno
misto miZze byt fosforylovano vice neZ jednou kinasou. Napiiklad foforylace Serl5 je
zprostiedkovana ATM/ATR kinasou bud’ ptimo nebo prostiednictvim Chk1/Chk2. Chkl a
Chk2 kinasy v odpovédi na ionizujici zdfeni fosforyluji Ser20. Fosforylace Ser20 je
dilezitd pro naruseni interakce pS3-Mdm?2 (Bai a Zhu, 2006).

K fosforylaci Thr81 dochazi pouze v dasledku genotoxického ptisobeni UV zafeni a
H,0,. Na druhé stran¢ fosforylaci Thr18 spousti jak zlomy DNA tak nongenotoxické
stimuly. JNK je zodpovédnd za foforylaci Thr81 (Lavin a Gueven, 2006). Kinasa p38 pak
za fosforylaci Ser33 a Ser46. Ser376 a Thr55 podléhaji defosforylaci v buiikdch, které byly
vystaveny pusobeni ionizujiciho zéafeni (Bai a Zhu, 2006). Vyznamna je také foforylace
Ser315 kinasami Cdkl a Cdk2 a acetylace Lys320 a Lys382 acetyltransferasou p300
(Uldrijan et al., 2002).

2.4.4 Degradace proteinu p53

V normélnich buiikkdch je nové syntetizovany protein p53 rychle degradovin
proteasomem 26S. Pro degradaci proteasomem je nezbytnd jeho ubikvitinace, tj.
kovalentni pfipojeni ubikvitinu k lyzinim proteinu p53. K tomu je zapotiebi tii riiznych
enzymu oznacovanych jako El1 (enzym aktivujici ubikvitin), E2 (enzym pienasejici
ubikvitin) a E3 (ubikvitin ligasa). Ubikvitin ligasovou aktivitu, dtlezitou pro degradaci
proteinu p53, vykazuje protein MDM?2 (mouse double minute 2), jehoZ exprese je
transkripéné indukovéna proteinem p53. ProtoZze se MDM2 podili na degradaci p53,
vznikd tak negativni zpétnovazebnd regulacni smycka, kterd omezi piisobeni proteinu p53

v burice pouze na dobu nutnou pro iniciaci transkripce (Uldrijan et al., 2002).
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Protein MDM2 se skldda z 491 aminokyselin a jeho molekulovd hmotnost je 56 kDa.
Je koédovan genem mdm?2, ktery je lokalizovdn na lidském chromozomu 12ql13-14
(Momand et al., 1998). MDM2 se sestava z nékolika funkénich domén: 1) N-terminalni
doména, kterd obsahuje vazebné misto pro p53, p73 a E2F; 2) kyseld doména; 3) Zn-finger
doména a vazebné misto pro protein Rb; 4) C-termindlni RING doména a E3 ligasovou
doménu, kterd je odpovédnd za ubikvitinaci proteinu p53. Navic MDM?2 obsahuje signélni
sekvence pro import a export z jaddra do cytoplazmy, které jsou nutné pro spusténi procesu
degradace (NES) (Klein a Vassilev, 2004, Uldrijan et al., 2002).

ZvysSend hladina proteinu p53 v jadre aktivuje transkripci genu mdm2. MDM?2 ze vize
na p53, blokuje tak jeho N-koncovou transkripéné-aktivaéni doménu a cili p5S3 k degradaci
prostiednictvim proteasomu (Klein a Vassilev, 2004).

DalS$imi ubikvitin ligasami jsou Pirh2 a Cop-1 (Lavin a Gueven, 2006). Vyznamnou
ubikvitin ligasou zpiisobujici dc¢innou degradaci proteinu p53 je komplex bunécného
proteinu E6-AP (E6-asociated protein) s onkoproteinem E6 nékterych lidskych
papilomavirt (Uldrijan et al., 2002).

Strukturnim homologem MDM?2 je MDMX (MDM4) protein. Stejn¢ jako MDM2 se
vaze na protein p53 a blokuje tak jeho transkripéni aktivitu. Na rozdil od MDM2 vSak neni

jeho exprese regulovéna proteinem pS3 (Bottger e al., 1999).

2.4.5 Cytostatikum mitoxantron jako induktor poskozeni DNA a apoptozy

Mitoxantron, 1,4-dihydroxy-5,8-bis[{2-[(2-hydroxyethyl)amino]ethyl }-amino]-9,10-
antracendion dihydrochlorid (NSC 301739), C22H28N406, MX, je cytostatikum ze
skupiny derivatll aminoantrachinonu inhibujici syntézu DNA.

MX se vyznacuje prevazné interkalacnim mechanismem uc¢inku a v koncentracich
dosazenych poddvanim terapeutickych ddvek hraje rovnéZ zdsadni roli inhibice
topoisomerasy II. Interkalaci se rozumi nekovalentni vazba (vmezefeni) cytostatika do
dvojspirdly DNA a vysledkem je inhibice replikace a nasledné¢ transkripce. Topoisomerasa
II je jaderny enzym zajiSt'ujici spravnou topologii DNA a je tedy nutny pro spravny prib¢h
replikace a separaci chromozomii béhem mitézy. MX stabilizuje komplex topoisomerasy Il
a DNA, produkuje volné radikédly a zvySuje tak vyskyt dvojitych zlomi DNA (double
strand breaks, DSB). MX také zplsobuje agregaci a zkompaktnéni DNA prostiednictvim
elektrostatického zesiténi. Mimo to se na cytotoxickém uc¢inku muiZe podilet i jeho pevnd

vazba na cytoskeletédlni protein cytokeratin 8.
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Z hlediska bunécéného cyklu se MX tadi mezi fazové nespecifickd cytostatika, s

urcitou pievahou inhibice v pozdni S fazi a ve fazi G2.
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Obr. 6. Mitoxantron.

MX je distribuovan do tkadni, vdZe se na povrch endotelii a prostupuje do krevnich
bun¢k a nddorovych tkéni.

MX tvofi soucdst chemoterapeutickych kombinaci pouZivanych v 1é¢bé
diseminovaného karcinomu prsu a v 1écbé¢ malignich lymfomt Hodgkinova i non-
Hodgkinova typu, v 1é€bé hepatocelularniho karcinomu. Déle Ize mitoxantron pouZivat k
indukci remise u akutni myeloblastické leukémie a rovnéZ k indukci remise u blastického
zvratu chronické myeloidni leukémie. MX je déle jako moduldtor imunitniho systému
indikovan u mobilnich pacientl trpicich chronickou progresivni sclerosis multiplex.

Hlavnim neZddoucim tuc¢inkem je utlum kostni dfené (nejcastéji leukopenie, méné
Casto trombocytopenie ¢i anémie), nevolnost a zvraceni, anorexie, prujem,
gastrointestindlni krvéaceni, stomatitis, mukositis, dyspnoe, slabost, tinavnost a horecka.
Kardiomyopatie se objevuji az po opakovaném podéni jako kumulativni chronickd toxicita

po piekrogeni celkové davky 160 mg/m” (Klener, 1996; Faulds et al., 1991),

2.4.6 Pifithrin-a

Pifithrin-c, PFT-q, p-fifty three inhibitor ([2-(2-imino-4,5,6,7-
tetrahydrobenzothiazol-3-yl)-1-p-tolyethanon] hydrobromid) je mald chemicka sloucenina,
kterd inhibuje transkripcni aktivitu proteinu p53 a umozZiuje tak identifikaci genil, jenZ
jsou jeho cilem (napt. cyklin G, p21VA*“®! 3 mdm2). Tento chemicky inhibitor funkce
proteinu p53 byl uspesSné pouzit in vitro a in vivo k ochrané normalnich bun¢k pred jinak
letdlni ddvkou chemo- a radioterapie (Rocha et al., 2003). PFT-a je in vitro nestabilni a je

rychle pfeveden na jeho produkt PFT-B (Walton et al., 2005).
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Obr. 7. Struktura PFT-a a jeho produktu PFT-B (Walton et al., 2005).

PFT-a byl pivodné povazovan za specificky inhibitor tumor supresorového proteinu
pS3. AvSak bylo zjisténo, Ze potlacuje 1 signalizaci ptes heat shock transkripéni faktor
HSF1 a glukokortikoidovy receptor (GR), ale ne signalizaci NF-xB. PFT-o tak
neovliviiuje specificky pouze pS3 (Komarova et al., 2003).

Byl popsdan ochranny efekt PFT-o0 v srdeCnich bunkdch myS$i pred apoptézou
indukovanou doxorubicinem, v neuronech pfed apoptézou indukouvanou camtothecinem,
ischemii a dopaminem a jaterni tkani pfed apoptézou indukovanou endotoxinem (Murphy

et al., 2004).

2.4.7 Hematopoeticka nadorova linie MOLT-4

Velka cast chemoterapeutickych latek a ionizujici zafeni indukuje u
hematopoetickych nddorovych bunék programovanou bunéfnou smrt. Analyzou
molekuldrnich mechanismt, které reguluji apoptézu, se ukédzalo, Ze protinddorové latky
simultdnné aktivuji fadu cest majicich pozitivni i negativni vliv na smrtici proces. V této
préaci byly pro analyzu regulaci signdlni cesty proteinu p53 v protinddorové 1é¢bé pouzity
jako modelova linie buitky MOLT-4.

V roce 1972 Minowada et al. izolovali buné¢nou linii MOLT-4. Bunky MOLT-4 jsou
odvozeny od lidské T lymfocytarni leukémie a svym chovanim pfipominaji T-lymfocyty.
Na svém povrchu exprimuji znaky CD1 (49%), CD2 (35%), CD3 A (26%), CD3 B (33%),
CD3 C (34%), CD4 (55%), CD5 (72%), CD6 (22%) a CD7 (77%). Bunécna linie je velmi
citlivd k d¢inklim ionizujiciho zafeni a pfes nddorovy charakter maji tyto bunky wild typ

proteinu p353 (Rezdcovd, 2007).
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3 Experimentalni ¢ast
3.1 Material a metodika

3.1.1 Kultivace a pasazovani bunécné linie MOLT-4

Bunky lidské T-lymfocytarni leukémie MOLT-4 jsme ziskali z Americké sbirky
bunécnych kultur (ATCC, University Blvd., Manassas, USA). Buiiky jsme po rozmrazZeni
prenesli pipetou do kultivacni lahve s 10 ml Iscovy modifikace Dulbecova média (IMDM,
Dulbecco, Sigma, Saint Luis, MS, USA) a inkubovali v fizené atmosféfe s 5% CO, a

teplotou 37 °C.

Tab. 1. Piiprava 50 ml kompletniho kultivaéniho media IMDM.

20% fetalni teleci sérum [ml] 10

glutamin (20 mM) [ml] 0,5

penicilin + streptomycin (Sigma) [ml] | 0,5

médium IMDM (Sigma) [ml] 38,5

Kazdy druhy den jsme buiiky pocitali pomoci trypanové modfi a fedili kultivaCnim
médiem na vyslednou koncentraci 2.10° bun&k/ml. PouZivali jsme buiiky z maximalng

dvacité pasidze.

3.1.2 Redéni mitoxantronu a inhibitoru pifithrinu-o

Z mitoxantronu (MX, MW 517,4 g/mol, rozpustnost ve vod¢ 5 mg/ml) jsme pfipravili
rozpusténim 1,3 mg ve 2,5 ml sterilni vody zdsobni roztok o koncentraci 1 mmol/l.
Zasobni roztok jsme ddle fedili sterilni vodou na vyslednou koncentraci 1 pmol/l.
Nespotitebované roztoky MX byly zamraZeny pii —20 °C.

RozpuSténim 5 mg pifithrinu-o0 (PFT-o, MW 367,3) v 1,361 ml DMSO jsme
pfipravili zdsobni roztok o koncentraci 10 mmol/l. Na jednotlivé skupiny jsme pak
pipetovali zasobni roztok v mnozstvi odpovidajici vysledné koncentraci 20 pmol/l

v rakvi¢ce (NUNC, 25 cm?). Zésobni roztok byl skladovan pii —20 °C.
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3.1.3 Viabilita bunék MOLT-4

Buriky jsme vystavovali G¢inkiim riiznych koncentraci MX (Sigma, Saint Luis, MS,
USA) a to jak samostatné, tak v kombinaci s inhibitorem proteinu p53 PFT-a
(Calbiochem). Ve stanovenych casovych intervalech jsme wurcili viabilitu pomoci
trypanové modfi. Do zkumavky jsme napipetovali 50 pl trypanové modii a 50 ul dikladné
promichané bunécné suspenze. Po promichani jsme naplnili Biirkerovu komurku.
Trypanovd modi neprochdzi neporusenou bunéénou membrano a Zivé buiky tak ziistavaji
bezbarvé. Mrtvé buriky, u nichZ je porusena integrita buné¢né membrany, se zbarvi modre.
Pocitali jsme buiiky v 50 &tvercich. Vysledek byl uvddén jako pocet bungk x10%/ml.
Provedli jsem tfi nezdvislé experimenty, stanovili primér a tuto hodnotu pouZili ve

vysledném grafu, ktery predstavuje zdvislost poctu buné€k na intervalu od nasazeni pokusu.

3.1.4 Flow-cytometrické metody

Prutokova cytometrie je metoda, kterd umoznuje simultdinni méfeni a analyzu
fyzikdlnich a chemickych vlastnosti bun¢k béhem jejich priichodu laserovym paprskem.
Ve chvili, kdy buiika tento paprsek kiiZi, dochédzi k lomu a rozptylu svétla. Podle sméru a
thlu lomu je rozd€len na piimy rozptyl — forward scatter (FSC), ktery je charakterizovan
lomem svétla o malém dhlu a je imérny velikosti buiiky, a na bo¢ni rozptyl - side scatter
(SSC), jehoz thel je 90° a je indikatorem vnitini bunécné struktury resp. granularity.
Kromé¢ parametrii lomu a rozptylu svétla je detekovdna rovnéZ fluorescence prochdzejicich
bunék. Fluorescencni barviva (fluorochromy) absorbuji svétlo urcité vinové délky
vyzaiované laserem a ndsledné vyzatuji ¢ast takto absorbovaného svétla o odlisSné vinové
délce. Je mozné piimo barvit specificky urcité organely nebo biomolekuly. Nepiimo lze
obarvit i zvolené proteiny v burnice. Analyza byla provedena na prutokovém cytometru Cell
Lab Quanta SC (Beckman-Coulter, Fullerton, USA).

Pro stanoveni zmén v buné¢ném cyklu u bunék MOLT-4 v reakci na MX (samostatné
nebo v kombinaci s PFT-a) jsme provedli analyzu obsahu DNA. Aktivaci endonukleas
v ¢asné fazi apoptézy dochdzi ke Stépeni DNA na kratké fragmenty, které prostupuji
zbunky ven a vytvafi tzv. sub-Gl vrchol. Pro znaCeni jaderné DNA jsme pouzili
propidium jodid (PI), fluorescen¢ni barvivo, jez se specificky a stechiometricky viZe na
DNA a jehoz fluorescence se prav€é po navazani zvysuje. Mcfeni obsahu DNA

v jednotlivych buiikdch poskytuje statisticky pohled na bunécény cyklus. Suspenze
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kontrolnich a ovlivnénych buné€k v mnoZstvi 5.10° bungk jsme promyli ledovym
fosfatovym pufrem (PBS) a alespon 30 minut permeabilizovali v 70% ethanolu. Po
permeabilizaci jsme ethanol odstranili a bunky dvakrat promyli ve 3 ml PBS, na zavér
jsme k sedimentu pfidali 0,5 ml PBS + 0,5 ml citrat-fosfaitového pufru a inkubovali
5 minut pii pokojové teploté. Buiikky jsme znovu promyli PBS a k ziskanému sedimentu
jsme napipetovali 0,5 ml Vindelova roztoku a inkubovali 1 hodinu v termostatu pii 37 °C.
Obsah jaderné DNA jsme analyzovali pomoci flow-cytometru Cell Lab Quanta SC.
V kazdém vzorku bylo méfeno minimdlné 10 000 bunék. Relativni cetnost bunck
v jednotlivych fazich bunéného cyklu a v apoptéze byla stanovena pomoci softwaru

Multicycle AV (Phoenix Flow System, San Diego, USA).

Tab. 2. Pouzité roztoky pro stanoveni zmén v bunécném cyklu.

192 ml (14,32 g na Po smichéni uloZen
0,2 M NazHPO4
Citrat-fosfatovy pufr 200 ml vody) v lednici, pred
pH7.38 8 ml (0,21 gna 10 ml |pouZitim rozpustény
0,1 M kys.citronova
vody) vysrazené krystaly.
1 M TRIS 1 ml (1,2114 g/10 ml)
Doplnéno do 100 ml
RNasa 1 mg/1 ml PBS
Vindeluv roztok vodou, uchovavano
NaCl 60 mg

v lednici ve tmé.

PI 5 mg/5 ml PBS

K detekci apoptdzy byl pouzit znaceny Annexin V, ktery se vdze na povrchu bun¢k na
fosfatidylserin. Expozice fosfatidylserinu na vnéjsi stranu membrany je jednim ze znakl
Casné faze apoptdzy. Soucasné jsme pouzili propidium jodid k oznaceni bunék s porusenou
membréanou. Dvoji znaceni ndm tak umoZnuje rozliSeni ¢asné a pozdni faze apoptdzy.

Na kazdou skupinu jsme nasadili 10° bungk ve 4 ml kompletniho média. Buiiky jsme
po ovlivnéni promyli, resuspendovali ve 2 ml roztoku PBS a ptidali k nim 90 pl ledového
vapenatého pufru (Annexin V-FITC Kit - Apoptest (Dako), 1 dil pufru + 9 dilt destilované
vody, pfipraven vzdy Cerstvy), 2,5 ul propidium jodidu (Annexin V-FITC Kit, Apoptest,
250 pg rozpusténo v 1 ml deionizované vody) a inkubovali 10 minut na ledu ve tmé. Po
skonceni inkubace jsme ke smési piipipetovali 500 pl vapenatého pufru a ihned jsme

provedli analyzu na flow-cytometru Cell Lab Quanta SC.
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3.1.5 Elektroforéza a Western-blott

Elektroforéza patii mezi dé¢lici metody vyuZivajici riizné pohyblivosti iontl ve
stejnosmérném elektrickém poli. V tomto pokusu byly bunécné lyzaty podrobeny SDS-
PAGE elektroforéze. B€hem ni jsou jednotlivé proteiny odd€leny na polyakrylamidovém
gelu pouze v zdvislosti na molekulové hmotnosti, protoze ptidany dodecylsulfat sodny
(SDS) dodava proteiniim jednotny zadporny naboj.

Western-blott je pfenos rozdélené smési proteinti z gelu na membrdnu a usnadiuje
identifikaci konkrétniho proteinu ve smeési proteinii. Na membrané se provadi nepiimé
znaceni pomoci protilatek a proteiny jsou detekovany pomoci chemiluminiscence.

Pomoci elektroforézy a Western-blottingu jsme sledovali zmény v expresi proteinli:

= p53 ajeho fosforylaci na serinech 15 a 392

- p21WAF1/CIP1

= ERK 1/2
= Stépeni laminu B.

Jako kontrolu nanasky jsme stanovovali B-aktin.

3.1.5.1 Lyza bunék

Na jednotlivé skupiny jsme nasadili 10’ bun&k do 20 ml kompletniho média. V
poZadovany Casovy interval jsme buiikky promyli 5 ml PBS s 1 mmol/l orthovanadi¢nanem
sodnym. K témét suchému sedimentu jsme pfipipetovali 0,5 ml ledového lyzovaciho pufru
a obsah zkumavek dukladné protfepali na vortexu. Béhem inkubace, kterd probihala na
ledu 30 minut, jsme zkumavkami intenzivné kazdych 5 minut tfepali na vortexu a na zaver
jsme resuspendovali obsah injekéni stiikackou. Zlyzované bunky jsme zcentrifugovali

(14000 ot./30 min) a supernatant zamrazili na -80 °C.

Tab. 3. Piiprava lyzovaciho pufru.

137 mM NaCl [mg] 800,6

10% glycerol [g] 10

1% octyl-B-D-glukopyranosid [ml] 2

50 mM fluorid sodny [mg] 210

Tris 20 mM pH 8,0 [mg/100ml] 242,28
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Pred pouzitim byla k lyzovacimu pufru pfidana 1 tableta COMPLETE MINI (Roche)
a 10 pl orthovanadi¢nanu sodného (184 mg/ml).

3.1.5.2 Stanoveni celkové bilkoviny

Pro ekvivalentni nanasku proteini na gel (20 pg) jsme v jednotlivych skupinidch
stanovili celkové mnozstvi bilkoviny pomoci bicinchoninové kyseliny (WS, BCA-assay,
Sigma, pracovni roztok CuSOy : roztok BCA = 1:50). Tato metoda je zaloZena na alkalické
redukci méd’natého iontu na médny proteinem a ndasledné chelataci méd’ného iontu
kyselinou bicinchoninovou za vzniku cerveného zbarveni. Absorbance, jeZ odpovida
mnoZzstvi celkové bilkoviny ve vzorku, byla zméfena na TECAN INFINITE M200 pii
vinové délce 562 nm.

Koncentra¢ni fada standardt (kazdy standard v duplikédtu) (Protein Standard, Biorad)
a vzorky (kazdy vzorek v tripletu) byly pipetovany piimo do mikrotitracni desticky (TPP)

v potadi voda, vzorek (standard), pracovni roztok (WS).

Tab. 4. Pipetovani standard. Tab. 5. Pipetovani vzorkd.

protein destilovana WS [u] 1 ul vzorku
standard [pl] | voda [p] pipetovdno | 9 pl destilované vody

S1 0 10 200 200 ul WS

S2 2 8 200

S3 4 6 200

S4 6 4 200

S5 8 2 200

S6 10 0 200

Ze ziskanych hodnot absorbance a zndmé koncentrace bilkoviny v jednotlivych
standardech jsme sestrojili kalibra¢ni kfivku. Primérnou hodnotu absorbance kazdého
vzorku jsme dosadili do rovnice pfimky. Ziskali jsme mnozstvi bilkoviny v jednotlivych
skupindch a vypocitali nanasky vzorku do jamek 12% polyakrylamidového gelu (viz kap.
3.1.5.3B).

Stanoveni celkové bilkoviny jsme provedli ve vzorcich ziskanych 4 a 24 hodin po

pfidani MX a PFT-o.
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Obr. 8. Kalibracni graf standard pro stanoveni celkové bilkoviny.

Tab. 6. Naméiené hodnoty celkové bilkoviny ve skupinach.

skupina absorbance A | c [pg/pl]
kontrola (4 hod) 0,2434 2,052539
0,5 nmol/l MX (4 hod) 0,2717 2,548161
PFT-a (4 hod) 0,2666 2,458844
PFT-a + 0,5 nmol/l MX (4 hod) 0,2412 2,014011
kontrola (24 hod) 0,3001 3,045534
0,5 nmol/l MX (24 hod) 0,2767 2,635727
PFT-a (24 hod) 0,2776 2,651489
PFT-a + 0,5 nmol/l MX (24 hod) 0,2547 2,250438

3.1.5.3 Elektroforéza a Western-blott

A) Piiprava gelu

Ptripravili jsme 12% rozdé€lovaci gel, ktery jsme po zpolymerovani ptevrstvili 4%
rozdélovacim gelem a do né&j jsme vlozili 10-jamkovy hiebinek pro vytvofeni nanasecich
jamek pro jednotlivé vzorky a marker molekulové hmotnosti (Prestained SDS-PAGE

Standards, The Precision Plus Protein Kaleidoskope standards, BioRad).
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Tab. 7. SloZeni rozdé€lovaciho a zaostfovaciho gelu.

12% rozdé€lovaci gel [4% zaostfovaci gel
(na 2 gely) (na 2 gely)
dH>0 [ml] 5 3,05
Tris-HCI 1,5 M (pH 8,8) [ml] 3,75 —
Tris-HC1 0,5 M (pH 6,8) [ml] — 1,25
Akrylamid [ml] 6 0,65
SDS [ul] 75 75
APS [ul] 37,5 37,5
TEMED [pl] 5 3,75

B) Piiprava vzorkl

Vzorky pro elektroforézu jsme pfipravili napipetovdnim piislusného objemu vzorku
(mnozstvi proteinu na jamku bylo 20 pg), ke kterému jsme ptidali 3krat koncentrovany
SDS vzorkovy pufr v poméru 2:1. Vzorky jsme protiepali, 5 minut zahiivali na vodni 14zni

o teplot€ 95 °C a zcentrifugovali na kratky impuls na centrifuze MPW.

Tab. 8. Ptiprava vzorkd.

objem o!ojem . celkovy objem
. . . pipetovaného . B
skupina pipetovaného p pipetovany na
vzorku [ul] vzorkového el [ul]
H pufru [pl] get In
kontrola (4 hod) 9,74 4,87 14,62
0,5 nmol/l MX (4 hod) 7,85 3,92 11,77
PFT-a (4 hod) 8,13 4,07 12,20
PFT-a + 0,5 nmol/l MX (4 hod) 9,93 4,97 14,90
kontrola (24 hod) 6,57 3,28 9,85
0,5 nmol/l MX (24 hod) 7,59 3,79 11,38
PFT-a (24 hod) 7,54 3,77 11,31
PFT-a + 0,5 nmol/l MX (24 hod) 8,89 4,44 13,33
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C) Elektroforetické déleni proteinti
Zdenaturované vzorky a marker molekulové hmotnosti jsme nanesli do jamek
zaostfovaciho gelu, zalili Running pufrem a spustili elektroforézu v zafizeni Mini Protean

3 od firmy BioRad. Déleni proteinu probihalo pfiblizné 50 minut pii 200 V a 0,24 A.

Tab. 9. Piiprava Running pufru.

na piipravu 5 1 (doplnéno deionizovanou vodou)

TRIS (USB) [g] 30

GLYCIN (INC)[g] 144

SDS (FLUKA) [g] 5

D) Piiprava a aktivace PVDF membran
Jiz béhem elektroforetického déleni jsme PVDF membrany aktivovali tfepanim 1

minutu v methanolu a pak promyvali 2 x 10 minut v Transfer pufru.

Tab. 10. Ptiprava Transfer pufru.

na piipravu 5 1 (doplnéno deionizovanou vodou)

TRIS (USB) [g] 15,15

GLYCIN (INC)[g] 72

Methanol (Kulich) [ml] [ 1000

E) Pienos rozdélenych proteinti na membréany

Po skonceni elektroforézy jsme gely 10 minut tfepali v Transfer pufru a pak spole¢né
s aktivovanymi PVDF membrianami sloZili na 120 minut do Trans-Blot aparatury pro
ptenos proteinti (100 V, 0,35 A, 120 minut za intenzivniho chlazeni). Poté jsme membrany
promyli v TBS-Tween 0,05 % a 60 minut blokovali v 10% mléku (Blotting Grade Blocker,
Non-Fat Dry Milk (BIO-RAD), TBS-Tween 0,05%).

Tab. 11. Ptiprava 10x koncentrovaného TBS.

TRIS-base (USB) [g] 48,4

NaCl (FLUCA) [g] 160

1 M HCI na upravu pH (asi 76 ml)

deionizovand voda doplnéno do 2 1
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Tab. 12. Piprava TBS.

10x koncentrovany TBS |1 dil

deionizovana voda 9 dila

Tab. 13. Ptiprava TBS-Tween 0,05%.

Tween 20 [ml] 1

10x koncentrovany TBS [ml] [200

deionizovana voda [ml] 1800

F) Imunodetekce

Po blokaci v mléku jsme membrany 2x5 minut promyli v TBS. Mezitim jsme natedili
primarni protilatky na pozadovanou koncentraci v 5% mléku nebo 5% BSA dle instrukci
vyrobce. KaZzdou membranu jsme inkubovali pfes noc ve 4 °C za mirného tiepdni s 1 ml
takto nafedéné protildtky v pouzdie z parafilmu. Po inkubaci s primérni protildtkou jsme
membrany promyvali 5x10 minut TBS-Tween 0,05% a 1x10 minut v TBS. Po promyti
jsme membrany umistili do tub minihybridizéru a 1 hodinu inkubovali pti pokojové teploté
ve vhodném objemu sekundarni protilitky (Polyclonal Goat, Anti-Mouse
Immunoglobulins; Polyclonal Swine, Anti-Rabbit Immunoglobulins; DAKO) nafedéné v

5% mléku. Po inkubaci jsme membrany opét hodinu promyvali podle stejného schématu.

Tab. 14. Primarni protilatky.

vyrobce
protilatka puvod |primarni |sekundarni [kDa v5% |primarni

protildtky
anti-lamin B mys 1:100 1:1000 68/48 | mléko | Calbiochem
anti-p53 mys 1:750 1:2000 53 mléko Exbio
anti-p53_ser392 myS$ 1:500 1:2000 53 mléko Exbio
anti-p53_serl5 kralik 1:1000 1:1000 53 BSA | Calbiochem
anti-p21 " VET my$ | 1:1000 1:1000 21 | mléko | Sigma
anti-Erk 1/2 mys 1:2000 1:2000 42/44 | mléko | Calbiochem
anti-p-aktin mys 1:20000 1:9000 40 mléko Sigma
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G) Chemiluminiscen¢ni detekce proteinti

Signdl jsme vyvinuli pomoci chemiluminiscencniho kitu (ECL roztok, BM
Chemiluminiscence - POD, Roche, Manheim, GER). Slozky byly smichdny v poméru
1:100, membréana v nich inkubovdna 1 minutu a signdl exponovan na modrocitlivy film
(Foma, Hradec Kralové). Film byl zpracovan pomoci chemikélii Adepo ve vyvoldvacim
automatu Fomei. Filmy jsme naskenovali a denzitu pruht hodnotili pomoci programu Bio-

Rad Laboratories Quantity One 1-D Analysis Software.

3.2 Pristroje

e Inkubator 16150 Juan

* Centrifuga Hermle Z 323 K

* Centrifuga BR4

* Centrifuga MPW

* Protean 3 (Biorad, Praha, CZ)

* Minihybridizér Probiot Jp.

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

* Hlubokomrazici box Sanyo

* Vyvolédvaci automat Fomei
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4 Vysledky a diskuse

4.1 Viabilita a proliferace

4.1.1 Vybér davkového schématu mitoxantronu pomoci sledovani prolifera¢ni

aktivity a viability bunék MOLT-4

V této praci jsme jako modelovou linii pouzivali buitkky MOLT-4. Bunky jsou
odvozeny od T-lymfocytarni leukémie, prakticky vSechny exprimuji znak CD7 a jsou p53
pozitivni. Singh (2000) ve své publikaci uvadi, Ze mitoxantron (MX) v koncentracich 0,25
az 2 umol/l indukuje apoptézu v buitkich MOLT-4, avSak neuvadi dobu, po kterou byly
buniky cytostatiku vystaveny.

V prvni fazi vyzkumu jsme proto u bunécné linie MOLT-4 provedli studii zdvislosti
prolifera¢ni aktivity a viability na koncentraci MX s cilem vybrat davkové schéma pro
dalsi studii. Cytostatikum MX vytvaii stabilni komplex s DNA a inhibuje tak replikaci a
transkripci. Véaze se také k topoisomerase Il za vzniku kovalentniho komplexu, coZ ma za
nasledek vznik dvouvldknovych zlomti DNA a inhibici opravy DNA (Klener, 1996;
Faulds et al., 1991).

Buniky vystavené piisobeni riznych koncentraci MX (0,1 nmol/l; 0,2 nmol/l;
0,5 nmol/l; 0,7 nmol/l; 1 nmol/l; 10 nmol/l) a buiikky kontrolni jsme kultivovali v IMDM
mediu pii 37 °C v kontrolované atmosféte 5% CO,. V jednotlivych skupinidch bylo
nasazeno 2x10° bundk/ml.

V zadanych casovych intervalech (1, 2, 3, 4 a 7 dni) jsme alikvot bunék
z jednotlivych skupin smichali v poméru 1:1 s roztokem trypanové modii a pomér Zivych a
mrtvych bunék jsme stanovili optickym pozorovanim ve svételném mikroskopu
v Biirkerové komirce. Vysledek byl pro Zivé buiiky uvddén jako pocet bunék x10%/ml.
Hodnoty pouzité v grafech pfedstavuji primeér s piislusnou odchylkou ze tii nezavislych
experimentul.

Na obrazku 9 je znazornén efekt MX ddvkdach 0,1-10 nmol/l na schopnost proliferace

bunék MOLT-4, obrazek 10 zndzornuje procentudlni zastoupeni mrtvych bunék.
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Obr. 9. Graf zavislosti poctu Zivych bunék na €ase po pfidani mitoxantronu.
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Obr. 10. Graf zavislosti procent mrtvych bun€k na Case po pfidani mitoxantronu.
V prvni sledované skuping, kontrolni, s neovlivnénymi bunikami, miiZzeme sledovat na

obrazku 9 logaritmicky riast proliferacni kiivky v Case, coZ naznacuje, Ze byly vhodné

zvoleny podminky experimentu.
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Z obréazki je patrné, Ze schopnost bunék proliferovat je z4visld jednak na ddvce MX a
taktéZ na délce jeho ptisobeni.

Po davce 0,1 nmol/l MX je az do Ctvrtého dne patrny pokles proliferacni aktivity
bunék a pokles viability vzhledem ke kontrolni skupin€. AvSak v Casovém intervalu 4 az
7 dnti ukazuje proliferacni kiivka prudky vzestup poctu Zivotaschopnych bunék a rovnéz
viabilita se sedmy den zlepSuje. Tato nizkd koncentrace MX tak pravdépodobné umoziuje
buitkim MOLT-4 po 4. dnu od ovlivnéni adaptaci a opravu poskozeni na subcelularni
drovni.

Bunky vystavené plsobeni 0,2 nmol/l MX proliferovaly jen velmi malo, procento
mrtvych bunék 7. den dosdhlo (42+13)%. Tato ddvka plisobi na buiiky spise cytostaticky.

Jak je patrné z obrazkt 9 a 10 koncentrace MX 0,5; 0,7; 1 a 10 nmol/l byly letdlni a
vedly ke smrti vSech bun¢k. Porovndme-li prubéh proliferacni kiivky a kiivky ukazujici
procenta mrtvych bunék skupiny vystavené pisobeni MX o koncentraci 0,5 nmol/l
s ktivkami pro 0,7; 1 a 10 nmol/l MX zjistime, Ze rust poctu mrtvych bunék je zde
pozvolnéjsi, a Ze ke smrti vSech bun¢k dochédzi az 7. den, zatimco vyssi koncentrace vedou
k eradikaci kultury do 4. dne.

Na zdkladé ziskanych vysledkd jsme pro dalsi experimenty zvolili pouziti 0,1 a

0,5 nmol/l MX.

4.1.2 Vliv pifithrinu-o na pisobeni mitoxantronu

Analyzovali jsme efekt MX (0,1 a 0,5 nmo/l), pifithrinu-o (PFT-a, 20 umol/l) a jejich
kombinaci na proliferaci a Zivotaschopnost bun€ék MOLT-4. MX jsme piiddvali k bunécné
suspenzi 45 minut po pfidini PFT-a. PouZili jsme stejné podminky kultivace bungk,
zpusob pocitani bunék a prezentace vysledkil jako v experimentu 4.1.1.

Odpovédi na poskozeni bunééné DNA je aktivace apoptdzy zavislé na proteinu p53 a
poskytnuti moznosti eliminace prekurzorii nddorovych bunék. Béhem protinddorové
terapie muze byt vSak jako vedlejsi efekt spousténa p53-zdvisld apoptéza i v normdlnich
tkdnich a omezuje tak jeji efektivitu (Bassi et al., 2002; Walton et al., 2005).

Komarova a Gudkov (2000) publikovali, Ze doCasné potlaceni funkce proteinu p53 in
vitro pomoci PFT-a inhibuje v senzitivnich bunkdch apoptézu indukovanou poskozenim
nadori, které postradaji funkéni p53, protoZe jejich citlivost k terapii by se neméla ménit v

pfitomnosti inhibitoru p53 (Bassi et al., 2002).
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V poslednich letech PFT-o0 umoziiuje in vivo a in vitro zkouméni funkce proteinu
p53. PFT-a reverzibilné inhibuje transkripéni aktivitu proteinu p53, brani apoptoze
spousténé timto proteinem, zastaveni bunééného cyklu a zablokovani syntézy DNA (Rocha
et al., 2003). O mechanismu pusobeni PFT-a je zndmo velmi malo. Zda se, Ze jeho efekt
spoc¢ivd v poruseni jaderného transportu proteinu p53 (Komarova a Gudkov, 2000).

Bylo zjisténo, Ze 10 pmol/l PFT-a chrani mysi C8 bunky pfed cytotoxickym efektem
nckterych protinddorovych latek (Komarov et al., 1999). Kaji et al. (2003) vsak
publikovali, Ze ndsledkem plsobeni PFT-a0 na mysi JB6 buiky je Sté€peni kaspasy 3,
indukce apoptdzy a cytotoxity zplsobem zdvislym na proteinu p53. Pocdtecni studie
pusobeni PFT-a byly uskuteCnény v mysSich modelech, kde neni jasné definovan
molekuldrni mechanismus vlivu. Walton et al. (2005) provedli detailni studii efektu PFT-o
na bunkéch exprimujici p53 wild-typ, A2780 a HCT116. 10 pmol/l (maximdalni netoxickd
davka) a 30 umol/l PFT-o0 (maximdlni pouzitelnd davka) v tomto piipad€ potencoval
cytotoxitu nékterych protinddorovych latek (cytostatikum etoposid - inhibitor

topoisomerasy II, doxoruibicin) a nemél vliv na proteinu p53 zavislou expresi proteinu
p21 WAFLCIPL

Jakym zptisobem PFT-o a inhibice p53 ovliviiuji MX indukovanou bunéénou smrt
u leukemickych bunék MOLT-4 neni dosud zndmo, a objasnéni tohoto dé&je bylo
predmétem nasi studie.

Proliferacni kiivka skupiny vystavené ptisobeni PFT-a ukazuje na obrazku 11 pokles
prolifera¢ni aktivity bunék v ¢ase ve srovnani s kontrolni skupinou, v intervalu 3 dny po
ovlivnéni je tento rozdil statisticky velmi vyznamny (0,008877) (p<0,01). Pfitom procento
mrtvych bun€k stoupd ve srovnani s kontrolni skupinou pouze mirn¢ (PFT — (6+2)%, ko —

(17£2)%; Obr. 12).
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Obr. 11. Vliv mitoxantronu a pifithrinu-a na pocet zivych bunék MOLT-4.
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Obr. 12. Vliv mitoxantronu a pifithrinu-a na poc¢et mrtvych bunék MOLT-4.

Zam¢fili jsme se na posouzeni vlivu PFT-a na pisobeni MX. Z obrazka 11 a 12 je
patrné, ze 0,5 nmol/l MX i jeho kombinace s PFT-a byly 3. den po ovlivnéni pro bunky
zcela letdlni. Prvni den po ovlivnéni je mezi t€émito dvémi skupinami vysoce statisticky

vyznamny rozdil v proliferaci (0,000569) (p<0,001), bunék vystavenych kombinaci MX a
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PFT-a je signifikantné¢ méné. Obrazek 12 ukazuje, Ze v tomto intervalu je pro bunky

Vv s

toxictéjsi kombinace 0,5 nmol/l MX a PFT-a neZ ptasobeni samotného MX.

Stejné vysledky jsme ziskali i pro 0,1 nmol/l MX. Proliferace bun€k ovlivnénych
0,1 nmol/l MX byla v intervalu 1 den po ovlivnéni vysSsi néZ u bunck vystavenych
samotnému PFT-o0 a dokonce i1 vySSi neZ proliferace bunék v kontrolni skupin€. Na
obrazku 11 mzeme vidét, Ze do intervalu 1 den mirné proliferovaly také burnky se skupiny
ovlivnéné kombinaci 0,1 nmol/l MX a PFT-a. Pozd¢ji vSak proliferace v téchto dvou
skupindch byla utlumena. U kombinace 0,1 nmol/l MX s PFT-a v intervalu 3 dny po
ovlivnéni je patrny pokles poctu zivych bunék ve srovnani se skupinou pro 0,1 nmol/l MX,
tento rozdil je statisticky velmi vyznamny (0,006421) (p<0,01), zdroven ve srovnani
s plisobenim samotného MX stoupd procentudlni zastoupeni mrtvych bunék (Obr. 12).

Tento vysledek je v souladu s vysledky, ke kterym dospél Walton et al. (2005) a tj., Ze
u p53-wt bunék PFT-a potencuje cytotoxitu nékterych protinddorovych latek.

4.2 Analyza apoptozy pomoci flow-cytometrie

Jednou z vyznamnych funkci p53 je indukce apoptézy po posSkozeni DNA
zpusobeném cytostatiky. Provedli jsme experimenty s cilem zjistit, zda protein p53
indukovany mitoxnatronem (MX) a ovliviiovany pifithrinem-o (PFT-a) vyvoldva v

bunikdich MOLT-4 odpovéd’ ve formé apoptdzy.

4.2.1 Analyza AnnexinV/PI a jednoparametricka analyza AnnexinV-FITC/Events

Ditlezitymi znaky, které rozliSuji mrtvé a zivé buiiky, jsou ztrita transportnich funkci
plazmatické membrany, ztrita struktury a integrity plazmatické membriny. Stupeii zmén
permeability plazmatické membridny se méni se stavem apoptézy, typem bunék a
zpusobem indukce apoptézy. Pouze porusend cytoplazmatickd membrana nekrotickych a
pozdné apoptickych bun¢k umozituje vstup propidium jodidu (PI) dovniti do bun¢k. PI,
fluorescencni barvivo pouzivané pii flow-cytometrii, se specificky a stechiometricky vaze
na DNA.

Casnd fize apoptézy je charakterizovana expozici fosfatidylserinu z vniténi strany
membrany na jeji vnéjsi stranu, ktery detekujeme pomoci Annexinu V (A) konjugovaného
s fluoresceinem. A je 35-36 kDa velky Ca®* zdvisly protein, ktery ma vysokou afinitu k

fosfatidylserinu.
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Duadlni znaceni bun€k pomoci PI a konjugitu Annexin V-FITC je pouZivano pro
cytometrickou detekci jednotlivych stddii apoptézy. Zivé buiiky jsou negativni na A i PI,
Casn¢ apoptické bunky jsou A pozitivni a PI negativni, pozdné apoptické buiky a
nekrotické bunky jsou A a PI pozitivni, buniky bez membrany jsou pozitivni pouze na PL

Jednoparametrickd analyza  AnnexinV-FITC/Events pfedstavuje  promitnuti
dvouparametrické analyzy AnnexinV/PI na jednu osu a meéla by poskytovat stejné
vysledky. Procenta uvedend v obrdzcich 14a-f a 16a-f vyjadiuji jiz bez rozliSeni ¢asné

apoptickych a pozdné apoptickych/nekrotickych bun¢k mnozstvi apoptickych bunék.

4.2.1.1 Analyza 24 hodin po ovlivnéni

Analyza AnnexinV/PI

K zndazornéni pruibéhu apoptézy jsme vyuZili dot-plot A-PI. Vysledky jsou tak
uvedeny v grafech, které ukazuji na rozmisténi bun€k v jednotlivych kvadrantech a jejich

mnozstvi.

V kontrolni skupiné¢ (Obr. 13a) bylo zanalyzovano 75,4% Zivych, 13,4% cCasné
apoptickych, 10,1% pozdné apoptickych/nekrotickych bunck a 1,1% bun€k bez membrany,
nebo-li bunék mechanicky poskozenych. Tato kontrola neni idedlni. Bunécné linie MOLT-
4 je vSak citlivd na zachazeni a lze pfedpoklddat, Ze buitkdm nebyl poskytnut dostatecny
Cas pro regeneraci a optimalni proliferaci.

Velmi podobné vysledky jsme ziskali i pro skupinu, kterd byla vystavena ptisobeni
0,1 nmol/l MX (Obr. 13c). Stejné jako na obrazku 11 i zde jsme potvrdili, Ze 0,1 nmol/l
MX v intervalu 24 hodin proliferaci bunék mirn€ potencuje, ve srovnéni s kontrolou v této
skupiné pteziva vice bun¢k (77,4%).

Porovnanim kontrolni skupiny (Obr. 13a), skupiny s 0,1 nmol/l MX (Obr. 13c) a s
PFT-a (Obr. 13b) jsme zjistili, Ze PFT-a zvysil mnozstvi bun¢k v Casné fazi apoptdzy
(26,7%).

Vzhledem ke skupin¢€ bun¢k ovlivnénych 0,1 nmol/l MX (77,4% Zivych bun¢k, Obr.
13c) poklesla procenta Zivych bunc¢k v kombinaci 0,1 nmol/l MX s PFT-a (62,1%, Obr.
13d) a ve skupin¢ pro PFT-a (60,5%, Obr. 13b). PFT-a buitkim MOLT-4 vadi vice nez 0,1
nmol/l MX. K tomuto zavéru jsme dospéli i zhodnocenim vlivu PFT-o na MX pomoci
sledovani proliferacni aktivity bunék MOLT-4 (Obr. 11).

MX v koncentraci 0,5 nmol/l indukuje jiZ v tomto intervalu vyraznou apoptdzu,
stoupd jak mnozstvi ¢asn¢ apoptickych bun¢k (39,1%), tak bun¢k ve tietim kvadrantu pro

pozdné apoptické/nekrotické buiiky. Ve skupiné pro 0,5 nmol/l MX tyto bunky tvoii
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37,3% (Obr. 13e). Ve skupin¢ pro kombinaci 0,5 nmol/l MX s PFT-a je ¢asné apoptickych
27,4% bunék a pozdné apoptickych/nekrotickych 51,8% (Obr. 13f), ve srovndni s

pusobenim samotného MX dochazi k posunu ve prospéch pozdnich fazi bunécné smrti.
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Obr. 13a-f. Analyza AnnexinV/PI 24 hodin po ovlivnéni.
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Jednoparametrickd analyza AnnexinV-FITC/Events

V jednoparametrickém histogramu vazby A je na ose X zachycena intenzita
fluorescence AnnexinV-FITC a na ose y pocet bunék.

V kontrolni skupiné bylo detekovano 22,9% apoptickych bunék (Obr. 14a).
V intervalu 24 hodin po ovlivnéni je nejméné apoptickych bunék ve skupiné pro 0,1 nmol/l
MX (19,7%, Obr. 14b). Tuto skutecnost jsme potvrdili i sledovanim proliferac¢ni aktivity
(Obr. 11).

PFT-a indukuje po 24 hodindch apoptézu u 38% bunék (Obr. 14d). MnoZstvi
apoptickych bunék je v této skupiné je dokonce vyssi nez ve skupiné, kterd byla vystavena
pusobeni 0,1 nmol/l MX v kombinaci s PFT-a (36,9%, Obr. 10e). Efekt PFT-a a 0,1 nmol/l
MX se nescita.

Mnozstvi apoptickych bunék po plisobeni 0,5 nmol/l MX (Obr. 14c) a kombinace
0,5 nmol/l MX s PFT-a (Obr. 14f) je prakticky stejné. Ve skupin¢ ovlivnéné kombinaci
0,5 nmol/l MX s PFT-a je pouhé 3% vice apoptickych buné¢k (77,5%) nez ve skupin€ pro
samotny 0,5 nmol/l MX (74,5%). Vezmeme-li vSak zdroven v tvahu pfesun do pozdéjsich
fazi apoptdzy zjiStény dvouparametrickou analyzou A-PI a udaje o proliferaci a viabilité,
l1ze konstatovat Ze PFT-a 24 hodin po ovlivnéni potencuje cytotoxicitu 0,5 nmol/l MX.
Toto zjisténi je v souladu s praci Waltona et al. (2005), kteti prokazuji, Ze inhibitor p53
PFT-a nejen Ze nemd protektivni efekt vzhledem k indukci apoptézy, ale dokonce

potencuje cytotoxické ptisobeni doxorubicinu a etoposidu.
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Obr. 14a-f. Jednoparametrickd analyza AnnexinV-FITC/Events 24 hodin po ovlivnéni.

Mnozstvi apoptickych bun¢k bez rozliseni ¢asné a pozdni faze apoptdzy.

4.2.1.2 Analyza 72 hodin po ovlivnéni

Analyza AnnexinV/PI

Pomoci analyzy AnnexinV/PI jsme v kontrolni skupiné (Obr. 15a) detekovali 87,9%
zivych, 7,2% c&asné apoptickych, 3,9% pozdné apoptickych/nekrotickych bunék a 1%
bunck bez membrany.

Stejné jako v intervalu 24 hodin i 72 hodinové pisobeni PFT-a sniZuje mnoZstvi
zivych bun¢k (74%, Obr. 15b) v porovnani s kontrolou. Stejné i procenta ¢asné a pozdné
apoptickych/nekrotickych bunék oproti kontrole vzrostla a to témét dvojndsobné (16,5%,
resp. 8,2%).

Ve skupiné¢ s MX o koncentraci 0,1 nmol/l (Obr. 15¢) je po 72 hodindch pouze
polovina bun¢k zivych (48,2%) a druhou polovinu tvoii buiiky ze zbyvajicich kvadranti,
které predstavuji bunky mrtvé (27,7% casné apoptickych bun€k, 21,6% pozdné
apoptickych/nekrotickych bunék, 2,5% bunék bez membrény).

Efekt 0,1 nmol/l MX byl opét potencovan PFT-a (Obr. 15d). Buiiky se nakupily v
kvadrantu pro ¢asné€ apoptické bunky (49,6%). MnoZstvi pozdné apoptickych/nekrotickych
bun¢k (24,8%) ve srovnani pusobenim samotného 0,1 nmol/l MX (21,6%) vyrazné
nestouplo. Presun bun€k do kvadrantu casné apoptickych bun€k jsme pozorovali i1 v
intervalu 24 hodin.
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MX o koncentraci 0,5 nmol/l (Obr. 15¢) jak samostatné tak v kombinaci s PFT-a (Obr.
15f) byly pro buitky MOLT-4 zcela letdlni, coZ jsme potvrdili sledovanim proliferacni
aktivity (Obr. 11 a 12) a DNA analyzou (Obr. 19c a 19f).
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Obr. 15a-f. Analyza AnnexinV/PI 72 hodin po ovlivnéni.
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Jednoparametrickd analyza AnnexinV-FITC/Events

Pro interval 72 hodin jsme nejmén¢ apoptickych bunék detekovali v kontrolni skupiné

(11,2%, Obr. 16a).

0,1 nmol/l MX (Obr. 16b) oproti intervalu 24 hodin indukuje u bunék MOLT-4
apoptézu mnohem vyraznéji nez PFT-a (Obr. 16d). Sectenim procent apoptickych bunék
ve skuping pro 0,1 nmol/l MX (49,6%) a ve skupiné pro PFT-a (24,9%) se velmi pfesné
dostdvame na procenta apoptickych bun¢k ve skupin€ vystavené piisobeni jejich kombinaci

(74,5%~74,8%, Obr. 16e). Zda se, Ze v intervalu 72 hodin po ovlivnéni se efekt 0,1 nmol/l

MX a PFT-a scita.

Na obrazku 16c a 16f je opét vidét zcela letdlni ucinek 0,5 nmol/l MX (97,6%) a

kombinace 0,5 nmol/l MX s PFT-a (97,5%) na buné¢nou linii MOLT-4.
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Obr. 16a-f. Jednoparametrickd analyza AnnexinV-FITC/Events 72 hodin po ovlivnéni.

Mnozstvi apoptickych bun¢k bez rozliseni ¢asné a pozdni faze apoptdzy.

4.2.2 Dvouparametricka analyza Side-scatter/objem

Kromé detekce fluorescence prochdzejicich bunék umoziiuje pritokovd cytometrie

sledovani parametri lomu a rozptylu svétla, které poskytuji informace o velikosti a
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struktufe bunky. Piimy rozptyl — forward scatter (FSC) je charakterizovdn lomem svétla o
malém vhlu a je umérny velikosti bufiky. U flowcytometru CellLab Quanta tomuto
parametru odpovidd hodnota elektronického objemu (EV). Bo¢ni rozptyl - side scatter
(SSC), jehoz dhel je 90°, je indikdtorem vnitini bunécné struktury resp. granularity.

Béhem apoptézy se buiikky smrst'uji a jadernda DNA je fragmentovana, coZ se projevi
jako sniZeni FSC (pokles objemu), zvySeni SSC (ndruast granularity) oproti Zivym bunkam.
Zmeény svételného rozptylu nejsou pro apoptézu specifické, avSak mohou kontrolovat a
doplnit vice specifické zkousky. Proto jsme analyzu Side-scatter/objem pouzili jako
dopliikovou metodu k ostatnim metodam detekujicich apoptézu. Vysledky uvadime
spolecné pro oba intervaly.

Udaje o poétu apoptickych bunék jsou uvedeny v grafech, které vyjadiuji zavislost
granularity na objemu bun¢k.

Analyza side-scatter/objem poskytla vysledky se stejnym trendem jako analyzy
predchézejici.

V intervalu 24 hodin po ovlivnéni nejméné apoptickych bunc¢k obsahuje skupina
vystavend ptusobeni 0,1 nmol/l MX (18%, Obr. 17b). V kontrolni skupin¢ jsme detekovali
19,8% apoptickych bunék (Obr. 17a). Skupina pro 0,5 nmol/l MX (Obr. 17c) a skupina pro
kombinaci 0,5 nmol/l MX s PFT-a (Obr. 17f) maji nejvétsi nartst poctu apoptickych bunék
vuci kontrole (63,7%, resp. 71,8%), efekt 0,5 nmol/l MX je potencovan PFT-a.

V intervalu 72 hodin po ovlivnéni bunék MOLT-4 nejmén¢ apoptickych bunék
obsahuje kontrolni skupina neovlivnénych bunék (9,5%, Obr. 17g). NejmenSi nartst
apoptickych bunék vici kontrole je viditelny u skupiny, ve které na bunky pisobil PFT-a
(24,1%, Obr. 17i). Ve skuping pro 0,1 nmol/l MX (Obr. 17h) je 48,4% apoptickych bun¢k.
Opét jsme potvrdili, Ze po 72 hodinach je kombinace 0,1 nmol/l MX a PFT-a t¢inn&j$im
induktorem apoptézy nez samotny MX ¢i PFT-a (75,1%, Obr. 17j). Po 72 hodinich je
0,5 nmol/l MX (Obr. 17ch) a jeho kombinace s PFT-a (Obr. 17k) letdlni (96,8%, resp.
99,3%).
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Obr. 17a-k. Analyza Side-scatter/objem 24 (a-f) a 72 (g-k) hodin po ovlivnéni. MnoZstvi
apoptickych bunék.
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4.3 Analyza bunécného cyklu

Jednim z Casnych d&ju pii apoptdze je aktivace endonukleas, které preferencné Stépi
DNA v internukleosomdlni (spojovaci) sekci. Toto Stépeni vede ke vzniku fragmentl
s nizkou molekuldrni hmotnosti, které opoustéji buitku. Vysledkem je redukce celkového
mnozstvi DNA v buiice a z tohoto divodu vznik tzv. “sub-G1 vrcholu”, ktery tvofii
apoptické bunky. Vedle apoptickych bun¢k sub-G1 vrchol miize vSak zahrnovat i bunky
mechanicky poskozené nebo buiiky s odliSnou strukturou chromatinu, které mohou mit
také nizs$i obsah DNA. Za sub-G1 vrcholem je G1 vrchol. NejvySsi obsah DNA maji bunky
s diploidnim mnoZstvim chromozomu nachdzejici se v G2/M fazi. Mezi G1 a G2/M fézi se
nachdzi S faze.

Pro stanoveni obsahu DNA a zmén v buné¢ném cyklu u bunék MOLT-4 v reakci na
samotny MX nebo jeho kombinaci s PFT-a jsme provedli analyzu obsahu DNA 24 a
72 hodin po ovlivnéni. Podil bunék nachézejicich se v jednotlivych fazich bunétného
cyklu jsme urcovali flow-cytometricky na zdklad¢ stanoveni obsahu DNA znacené
propidium jodidem. Vysledkem je histogram vyjadiujici zavislost mnoZstvi bunék na
obsahu DNA. M¢ieni obsahu DNA v jednotlivych buiikdch poskytuje statisticky pohled na

bunéény cyklus.

4.3.1 DNA analyza bunék 24 hodin po ovlivnéni

MX se tadi z hlediska bunécného cyklu mezi fazové nespecifickd cytostatika,
s ur¢itou prevahou inhibice ve fazi G2/M (Klener, 1996; Faulds et al., 1991).

V porovnani s kontrolou (Obr. 18a) zplisobuje 0,1 nmol/l mirnou zastavu bunécného
cyklu v G2/M fézi (obr. 18b). Ve skuping, na kterou 24 hodin pasobil 0,5 nmol/l MX
(Obr. 18c), je tento efekt vyrazngjsi, detekovano 38% bunék v G2/M fazi. Blok bunék
v G2/M fazi neni ovlivnén PFT-a (36%, obr. 18f). Jak ukazuje i obr. 18e, zda se byt jeho
indukce nezdvisld na proteinu p53. MnoZstvi bunék v sub-G1 vrcholu ve skupiné pro
0,5 nmol/l MX (9%) a pro kombinaci 0,5 nmol/l MX s PFT-a (12%) opét naznacuje

potenciaci cytotoxického uc¢inku MX v ptfitomnosti PFT-a.
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Obr. 18a-f. DNA analyza v intervalu 24 hodin po ovlivnéni.

4.3.2 DNA analyza bunék 72 hodin po ovlivnéni

Ve skupiné kontrolnich neovlivnénych bunék jsou detekovany 2% bunék v Casném
stadiu bunécné smrti (Obr. 19a). U bunék vystavenych ptisobeni 0,1 nmol/l MX (Obr. 19b)
doslo k nartstu apoptickych bunék na 4%. PFT-a v kombinaci s 0,1 nmol/l MX (Obr. 19¢)
mnozstvi bunék v sub-G1 vrcholu vyrazné zvysil (25%). Mnozstvi apoptickych bunék,
v porovnani s kontrolou, je mirn¢ vyssi 1 u skupiny pro PFT-a (10%, Obr. 19d). Tyto udaje
koreluji s vysledky pfedchozich experimentd a potvrzuji, Ze inhibitor pS3 PFT-a potencuje
cytotoxicky uc¢inek MX. Buiiky, které jsme po dobu 72 hodin vystavili pisobeni 0,5 nmol/l
MX (Obr. 19c ) a jeho kombinaci s PFT-a (Obr. 19f), jiz zcela podlehly sekundarni

nekrdze a tvori debris.
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Obr. 19a-f. DNA analyza v intervalu 72 hodin po ovlivnéni.

4.4 Elektroforéza a Western-blott

Pro uréeni zmén hladiny sledovanych proteini jsme pouZili elektroforézu
v polyakrylamidovém gelu, westernovy pienos a selektivni detekci pomoci ptislusnych
protilitek  znaCenych  peroxidasou. Peroxidasovd aktivita byla vizualizovdna
chemiluminiscenéné¢ a zachycena na fotografickém filmu. Nami detekované proteiny
vyzaduji riznou dobu expozice.

Vzniklé fotografické snimky jsme analyzovali pomoci programu Bio-Rad
Laboratories Quantity One 1-D Analysis Software. U jednotlivych skupin bunék jsme tak
zjistili integrovanou optickou denzitu (IOD, integrated optical density) proteind, kterd
kvantifikuje miru exprese jednotlivych proteini. Ziskané udaje o optické denzité
jednotlivych proteinti jsme zanesli do sloupcovych grafti, které ndzorné ukazuji zastoupeni
a kvantitu proteintt v testovanych skupinidch bunék a zhodnocuji chovani bunck po
ovlivnéni.

Sledovali jsme expresi proteint, kterd byla ovlivnéna pisobenim MX o koncentraci
0,5 nmol/l a to jak samostatné, tak v kombinaci s PFT-a. Mohli jsme tak posoudit vliv

PFT-a na ptisobeni MX v intervalu 4 a 24 hodin po ovlivnéni.
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V niasledujicich pokusech jsme pomoci monoklondlnich protilatek detekovali protein
p53, jeho posttranslaéné modifikované formy a St€peni laminu B. Tyto proteiny se podileji
na indukci apoptdzy a jejich mnozstvi vzristd v zavislosti na mife poSkozeni buiiky. Déle

nds zajimala exprese proteinll zapojenych v signdlnich cestich regulujicich bunécny

cyklus, preziti a proliferaci bungk, p21 VAPl 3 ERK1/2. Vysledky viech experimentt
byly tfikrat potvrzeny.
MX MX
K4h MX PFT-a +PFT-o K24h MX  PFT-a +PFT-
a
pS3_15 2 LSy S — b)
p53_392 ' — B c)
B-aktin - ——— ——— )
- "

Obr. 20a-d. Fotografické snimky z western blottingu. Zmény v expresi proteinu p53 a jeho
fosforylovanych forem p53_15 a p_392 v builkich MOLT-4 v disledku piisobeni

mitoxantronu a pifithrinu-o po dobu 4 a 24h. Stanoveni B-aktinu pro kontrolu nanésky.

MX MX
K4h MX PFT-o. +PFT-o. K24h  MX PFT-o0  +PFT-a

1 WAF1/CIPL o — Q)

p2

T R R R O O S s ) )
ERK 1/2

lamin B-Stép

B-aktin

é—-——-- d)
_,’ "

Obr. 2la-d. Fotografické snimky z western blottingu. Zmény v expresi proteinu
g y g y presi p
p21WAFVCEIPL "ERK 1/2 a ¥&pu laminu B v buiikich MOLT-4 v disledku pusobeni

mitoxantronu a pifithrinu-o po dobu 4 a 24h. Stanoveni B-aktinu pro kontrolu nanésky.
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Pro kontrolu nanasky proteini jsme stanovovali mnoZstvi B-aktinu, strukturdlniho
proteinu bunky, ktery je soucasti cytoskeletu. Jak zndzorniuje obrazek 20d a 21d., vSechny

experimentdlni skupiny obsahuji stejné mnozstvi proteinu.

4.4.1 Exprese proteinu p53 v buiikkich MOLT-4

Jak bylo uvedeno v kapitole 2.4.1, je za normdlniho stavu hladina proteinu p53
v buitkdch nizkd az nedetekovatelnd, coZ je zplsobeno rovnovdhou mezi syntézou a
degradaci p53. V dusledku poskozeni DNA (UV nebo ionizujici zéafeni, synteticka
chemoterapeutika) dochazi k fosforylaci p53 ATM/ATR kinasami, zvySeni hladiny
proteinu a jeho aktivity (Prives a Hall, 1999; Komarova a Gudkov, 2000).
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Obr. 22. Integovand optickd denzita v intervalu 4 a 24 hodin po ovlivnéni.

Exprese proteinu p53.

Jak je vidét na obrazku 20a a 22, obsahuje kontrolni skupina bun¢k v intervalu
4 hodiny vétsi mnoZstvi proteinu p53 neZ kontrolni skupina pro interval 24 hodin, ve které
je malé mnozZstvi proteinu p53, coZ odpovida skutecnosti, Ze se jednd o kontrolni skupinu
bunék, které nebyly vystaveny ptsobeni stresovych stimulti.
Mnozstvi bylo dokonce niz§i neZ u skupin kontrolnich. Tento vysledek podporuje

vSeobecné pfijimané tvrzeni tj. , Ze PFT-a je inhibitorem proteinu p53.
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Ve skupindch vystavenych ptsobeni samotného 0,5 nmol/l MX doslo k vyraznému
zvySeni mnozZstvi proteinu p53 oproti kontrolnim bunkdm, a to jiZ za 4 hodiny inkubace
s MX. Tento vzestup je jesté vice patrny v intervalu 24 hodin po ovlivnéni.

V intervalu 4 hodiny po nasazeni pokusu maji bunky vystavené vlivu kombinace
0,5 nmol/l MX a PFT-o vyznamné niZ$i mnoZstvi proteinu neZ skupina bunék s 0,5 nmol/l
MX. V intervalu 4 hodiny tedy PFT-o snizuje mnozstvi proteinu p53 indukovaného
v bunkach 0,5 nmol/1 MX.

Ve skupinich pro 0,5 nmol/l MX a 0,5 nmol/l MX v kombinaci s PFT-a po
24 hodinach plsobeni jiZ neni vyznamny rozdil v mnoZstvi exprimovaného proteinu p53.
Toto zjisténi koreluje s vysledky z analyz apoptdézy (viz kap. 4.2) a tj., Ze mnoZstvi
apoptickych bunék po piisobeni 0,5 nmol/l MX a kombinace 0,5 nmol/l MX s PFT-a je
prakticky stejné, a celkové (Obr. 12) je pozorovan vyznamné vyssi podil mrtvych bunék ve

skupiné 0,5 nmol/l MX v kombinaci s PFT-a.

4.4.2 Posttranslacni modifikace proteinu p53

Posttranslacni modifikace maji vyznamny vliv na stabilitu a transkripéni aktivitu
proteinu p53. Proto jsme analyzovali i miru fosforylace dilezitych serind proteinu p53,

Serl5 a Ser392, po piisobeni zkoumaného cytostatika a PFT-a.
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Obr. 23. Integovana optickd denzita v intervalu 4 a 24 hodin po ovlivnéni.

Fosforylace proteinu pS3 na Serl5 a Ser392.
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Fosforylace Serl5 (p53_15) na N-konci proteinu p53, pii odpovédi na plsobeni
ionizujictho zéareni nebo chemickych latek, zabranuje degradaci p53 prostfednictvim
MDM?2 a stabilizuje jej v jadie (Lavin a Gueven, 2006; Shieh et al., 1997; Yap et al.,
2004).

Fosforylaci Serl5 jsme prokdzali u skupin ovlivnénych 0,5 nmol/l MX a kombinaci
0,5 nmol/l MX s PFT-a v obou ¢asovych intervalech (Obr. 20b a 23), a to ve srovnatelné
mife. Piestoze tedy celkovd hladina MX-indukovaného p53 je 4 hodiny po ovlivnéni nizsi
v ptitomnosti PFT-o, neni tento pokles zpiisoben inhibici fosforylace serinu 15.

Pro indukci p53 cilovych genti je dulezitd nejen hladina tohoto proteinu, ale i jeho
transkripcni aktivita. Schopnost proteinu p53 vazat se ke specifickym dsekiim DNA a
pusobit jako transkripéni faktor je vyrazn€ ovlivnéna fosforylaci C-koncového Ser392
(p53_392) komplexem, ktery obsahuje kasein-kinasu Il (Yap et al., 2004).

K dobfe detekovatelné fosforylaci Ser392 u bunék MOLT-4 doSlo az v intervalu
24 hodin po ovlivnéni ve skupinédch, které byly vystaveny pusobeni 0,5 nmol/l MX a
kombinace 0,5 nmol/l MX s PFT-a. V tomto intervalu jsme prokdzali stejny trend jako
u fosforylace Serl5. V ostatnich skupindch nebyla hladina fosforylovaného proteinu p53

na Ser 392 prokazatelna.

4.4.3 Exprese proteinu p21"AF/CIP1

Funk¢nost indukovaného p53 jsme posuzovali na zdkladé exprese CDK inhibitoru
p2 1 VARV Transkripee genu kédujiciho protein p21VA™ ™! je ddna pasobenim proteinu
pS3 jako transkripéniho faktoru a ve svém diisledku zpisobuje zdstavu bunécného cyklu
v G1 fazi (Pospisilovd a Vojtések, 2000; Bai a Zhu, 20006).

Existuji v8ak dal§i mechanismy zodpovédné za indukci exprese proteinu p21"AF/CP1
které jsou na proteinu p53 nezdvislé. Na proteinu p53 nezdvisld exprese proteinu
p21WAF1/CIPl muze byt vyvoldna ftadou chemickych latek. Napt. doxorubicin,
chemoterapeutikum, které vyvolava apoptézu a indukci genu WAFI1/CIP1 p53 zavislym
zpusobem, je ve skuteCnosti schopny také ve vysSich davkach indukovat WAF1/CIP1

v bunkéch, které nemaji funkéni protein p53 (Michieli et al., 1994).

63



40000

35000

30000

25000

20000 - = p21WAF1/CIP1

15000 -

optickd denzita

10000 -

5000 -

0 A
% Q +X \13/ Q _\_x

Obr. 24. Integovand opticka denzita v intervalu 4 a 24 hodin po ovlivnéni.

Exprese proteinu p21VAFVCIPL

Na obrdzku 21a je zachycena exprese proteinu p21" ™! Detekovatelnd exprese se
projevila ve skupindch pro 0,5 nmol/l MX a 0,5 nmol/l MX v kombinaci s PFT-a
v intervalu 4 i 24 hodin (Obr. 24).

Ve skupindch vystavenych ptsobeni 0,5 nmol/l MX a 0,5 nmol/l MX v kombinaci
s PFT-a po dobu 4 hodiny nebyla prokazatelnd hladina fosforylovaného proteinu p53 na
Ser 392 (Obr. 20c a 23), hladina p53 vSak byla zvySend a jiZ v téchto skupinich jsme

. N2 ~ ; . WAF1/CIP1
detekovali zvySené mnoZstvi proteinu p21 i

v porovnani s kontrolni skupinou.

V intervalu 24 hodin po ovlivnéni je exprese p21"*"/®! detekovdna opdt po
pusobeni 0,5 nmol/l MX a 0,5 nmol/l MX v kombinaci s PFT-a a koreluje s fosforylaci
Ser392, ktera stabilizuje pisobeni proteinu p53 jako transkripéniho faktoru.

Walton et al. (2005) podobné prokazuji, Ze u bunék exprimujicich p53 wild-typ,
A2780 a HCT116, PFT-a nedokdZe zabranit indukci p21 UV zéatenim. UV zafeni vSak na
rozdil od MX indukuje pfevdzné jednovlaknové zlomy DNA. Existuje tedy dvoji mozné

1WAF1/CIP1

zdivodnéni pozorovaného jevu: Exprese proteinu p2 ve skupinach pro kombinaci

0,5 nmol/l MX s PFT-a, ktery je inhibitorem funkce proteinu p53, a skuteCnost, Ze jsme

v intervalu 4 hodiny detekovali zvySené mnoZstvi proteinu p21WAF l/crel

ve skupinéch, ve
kterych nebyla prokazatelnd hladina fosforylovaného proteinu p53 na Ser 392, by mohly za
danych podminek MX ftadit mezi latky pusobici jak p53 zdvislou tak p53 nezavislou

cestou, nebo jak naznacuji Walton et al. (2005) nedokdze PFT-a zcela potlacit transkripcni
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aktivitu p53, eventuelné jde o kombinaci obou jevl. Z naSich vysledki se jevi, ze PFT-a
snizuje u bunck MOLT-4 indukci p53 a néaslednou indukci p21WAF1/CIPl 0,5 nmol/l
mitoxantronem pouze v Casném intervalu (4 hodiny), v pozdé&jsi fazi prevazi potenciace

cytotoxického pisobeni MX, provdzend jiz srovantelnym vzestupem p33 i p21 WV AFVEPT

4.4.4 Exprese ERK 1/2

V souvislosti s aktivaci signdlnich cest podporujicich pieziti a proliferaci bun¢k jsme
analyzovali expresi ERKI1/2 (extracellular signal-regulated protein kinase), také
oznacované jako mitogeny aktivovand proteinkinasa p44/p42MAPK (mitogen-activated
protein kinase). ERKI1/2 je nejlépe charakterizovanou MAPK. MAPK, kaskdda
proteinkinas, md vyznamnou roli v signdlni transdukci a je aktivovédna jako odpovéd na
fadu ristovych faktorti a dalSich signdlnich molekul. Nejlépe poznanymi isoformami
proteinu ERK jsou ERK1 (M; 44 kDa) a ERK2 (M; 42 kDa). ERK1/2 patii do proteinové
rodiny serin-threoninovych kinas a jsou dulezité v signalizaci bunééné proliferace na
podnét rtstovych faktort (Ortiz et al., 1995; Masopust a Prusa, 2003). Zjistili jsme, Ze
nedochdzi k vyznamnym zméndm hladiny tohoto proteinu u zadné skupiny sledovanych

bunék (Obr. 21b).

4.2.4 Eprese laminu B

Stépeni laminu B patii k metoddm detekujici apoptézu. Lamin B je strukturni protein
o velikosti 68 kDa, ktery se nachazi v blizkosti jaderné membrany. Proteolytické St€peni
laminu v duasledku piisobeni riznych stresovych stimulii je odpovédné za kondenzaci
chromatinu v apoptickych bunikdch a bylo popsdno u riznych bunéénych linii. Pfi aktivaci
apoptickych drah v bunice se lamin B §tépi kaspasami na fragmenty o né€kolika rtiznych

velikostech, v naSem piipad¢ na fragment o velikosti 26 kDa.
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Obr. 25. Integovand opticka denzita v intervalu 4 a 24 hodin po ovlivnéni.

Stép laminu B.

V buiikich, které byly 24 hodin vystaveny pisobeni 0,5 nmol/l MX, dochazi ke
spusténi apoptotického procesu, k aktivaci kaspas a vzniku odpovidajiciho Stépu laminu B
(Obr. 21c a 25). K rozvoji apoptézy dochézi i u skupiny pro kombinaci 0,5 nmol/l MX a
PFT-a (viz kap. 4.2), avSak fragmenty laminu B zde nebyly detekovdny. Nepiitomny
fragment by mohl naznacovat, Ze pisobeni 0,5 nmol/l MX v kombinaci s PFT-a muze

u bun¢k MOLT-4 vyustit v bunénou smrt indukovanou nezavisle na kaspaséch.
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5 Zavér

Néplni této prace bylo studium molekuldarnich zmén vyvolanych mitoxantronem
(MX) a inhibitorem proteinu p53, pifithrinem-a (PFT-a). Zabyvali jsme se podrobné&ji
efektem PFT-a na protinddorové ptisobeni MX. K tomuto tucelu byly pouzity metodické
pristupy, jako jsou SDS-elektroforéza, Western blotting s ndslednou imunodetekci a flow-
cytometrie. Pracovali jsme na lidské leukemické T-lymfocytarni bunécné linii MOLT-4
majici funkéni protein p53.

V prvni fazi vyzkumu jsme u bunécné linie MOLT-4 provedli studii zdvislosti
prolifera¢ni aktivity na koncentraci MX. Buiiky jsme rozd¢lili do skupin, které jsem
vystavili pasobeni riznych koncentraci MX (0,1 nmol/l; 0,2 nmol/l; 0,5 nmol/l; 0,7 nmol/l;
1 nmol/l; 10 nmol/l). V intervalech 24, 28, 72 ,96 a 168 hodin po ovlivnéni jsme stanovili
viabilitu a schopnost proliferace bunék. MX zptisobil ve vSech testovanych skupindch
inhibici proliferace, kterd se prohlubuje se zvySujici se koncentraci MX a délkou jeho
pusobeni. Nejnizsi pokles schopnosti proliferace bun¢k se projevil u 0,1 nmol/l MX.
V intervalu 96-168 hodin se v této skupiné vyrazné zvySila procenta Zivotaschopnych
bun¢k. 0,2 nmol/l MX pisobil na bunkky MOLT-4 spiSe cytostaticky. Koncentrace
v rozmezi 0,5-10 nmol/l MX byly pro buiiky 168 hodin po ovlivnéni letdlni. 0,1 nmol/l a
0,5 nmol/l MX jsme vybrali pro dal$i experimenty.

Zvolené koncentrace MX jsme nésledné pouZili pro studium efektu PFT-a na jeho
protinddorové piisobeni. Pomoci sledovani proliferacni aktivity v intervalech 24 a 72 hodin
po ovlivnéni jsme zjistili, Ze 20 umol/l PFT-a ve srovnani s kontrolou snizuje proliferacni
schopnost a zvysuje procento mrtvych bunék. Ve skupindch, které jsme vystavili ptisobeni
kombinaci MX s PFT-a, jsme pozorovali vyssi inhibici proliferace a pokles viability, nez
ve skupindch ovlivnénych samotnym MX. V intervalu 72 hodin je 0,5 nmol/l MX i jeho
kombinace s PFT-a pro bunky MOLT-4 zcela letalni.

V dalSich pokusech jsme se zam¢fili na zjisténi mnozstvi apoptickych buné¢k a detekci
obsahu DNA v buice. Vysledky dudlniho znaceni Annexinem V a PI, analyzy AnnexinV-
FITC/Events a Side-scatter/objem potvrdily, Ze PFT-a sdm vzhledem kontrole zvysSuje
mnoZzstvi apoptickych bunék, zejména Casné apoptickych, a v kombinaci s MX potencuje
jeho ucinek. Pii analyze obsahu DNA jsme potvrdili MX indukovany blok buné¢k v G2/M
fazi, ktery neni ovlivnén PFT-o. Za pfedpokladu, Ze PFT-a inhibuje funkci proteinu p353,

zda se byt indukce zdstavy cyklu v G2/M f4zi na proteinu p53 nezévisl4.
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Nésledné jsme studovali expresi a posttranslacni modifikace proteinu p53 a dalSich
proteint podilejicich se na rozvoji apoptzy a na regulaci bunééného cyklu (p21WAFl/ et
ERK, lamin B). V intervalu 4 hodiny sniZuje PFT-ot mnozstvi proteinu p53 indukovaného
v buiikkdch 0,5 nmol/l MX. Zairoven jsme pro tento interval detekovali v kombinaci
0,5 nmol/l MX a PFT-a inhibici exprese proteinu pZIWAFl/ Pl ktery je po poskozeni DNA
primarnim zprostfedkovatelem na proteinu p53 zavislého zastaveni bunécného cyklu v G1
fazi. Pro dany Casovy interval a koncentraci MX se PFT-a skutecné jevi jako inhibitor
proteinu p53. Ve skupindch pro 0,5 nmol/l MX a 0,5 nmol/l MX v kombinaci s PFT-o po
24 hodindch plisobeni neni vyznamny rozdil v mnoZstvi exprimovaného proteinu p53 ani
p21WVAFVEPL " 67 velmi dobie koreluje se zjiiténim, Ze mnoZstvi apoptickych bun&k po
pusobeni 0,5 nmol/l MX a kombinace 0,5 nmol/l MX s PFT-a je v tomto intervalu
prakticky stejné. I kdyZ dochézi k apoptdze i ve skupiné pro kombinaci 0,5 nmol/l MX a
PFT-a, detekovali jsme $tép laminu B pouze po piisobeni 0,5 nmol/l MX.

Souhrnné lze fict, Zze PFT-a snizuje u bunék MOLT-4 indukci p53 a néslednou
indukci pZIWAF”CIPl 0,5 nmol/l MX pouze v ¢asném intervalu (4 hodiny), v pozd&jsi fazi
pfevazi potenciace cytotoxického pusobeni MX a indukce apoptdzy, provdzend jiz
srovnatelnym vzestupem p53 i p21VAFY! MX indukovand zdstava bun&éného cyklu

v G2/M fézi neni inhibici p53 ovlivnéna.
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