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Souhrn

V této praci jsme se zabyvali molekularnimi zménami po plsobeni mitoxantronu
a inhibitoru U0126 (inhibitor MEK1/2) u lidskych nadorovych bunék. Cilem prace bylo
zjistit, zda a jakym zpisobem ovliviiuje inhibitor U0126 aktivaci biochemickych cest po
mitoxantronem vyvolaném poskozeni DNA. Jako modelovy systém jsme pouzili
bunécnou linii MOLT-4 odvozenou od lidské T-lymfocytarni leukémie.

Na pocatku jsme sledovali proliferacni aktivitu bun¢k po piisobeni rtiznych
davek mitoxantronu s cilem vybrat vhodné davkové schéma pro dalsi studii. Dale jsme
sledovali proliferacni aktivitu bunék po plsobeni mitoxantronu a inhibitoru U0126 a
hodnotili vliv tohoto inhibitoru na plsobeni mitoxantronu. Zjistili jsme, Ze inhibice
MEK1/2 kindzy pomoci U0126 vede po mitoxantronem vyvolaném poskozeni DNA ke
zvySenému odumirani bun€k. Pratokovou cytometrii jsme sledovali indukci apoptozy za
pouziti dudlniho znaceni Annexinem V a propidium jodidem a optickych parametra
rozptylu svétla. Indukei apoptodzy jsme stanovili v reakei na rizné davky mitoxantronu,
inhibitor U0126 a jejich kombinaci v riznych Casovych intervalech ptisobeni. Bylo
potvrzeno, ze U0126 inhibici MEK1/2 zastavi cestu napomahajici bunécné proliferaci a
prezivani, a po poSkozeni DNA je tak vice bun€k posilano do apoptdzy. Pro lepsi
ptehled o pribéhu bunécného cyklu jsme u jednotlivych skupin zanalyzovali obsah
DNA v buice. U bunék MOLT-4 mitoxantron zpisobuje zastavu bunééného cyklu
v G2/M fazi nasledovanou rozvojem apoptozy, inhibice MEK1/2 kinazy pomoci U0126
tuto zastavu bunécného cyklu nenarusuje. Néasledné jsme studovali zmény v expresi
proteint podilejicich se na regulaci bunécného cyklu a rozvoji apoptdézy (p53 a jeho
posttransla¢ni modifikace, p21, ERK1/2, lamin B). Expresi proteinti jsme detekovali
pomoci elektroforézy a Western blottingu s naslednou imunodetekcei. Zjistili jsme, ze
inhibice MEK1/2 pomoci U0126 u bunék MOLT-4 nema zasadni vliv na expresi
proteinu p53, ani na expresi jeho fosforylovanych forem. Proteiny jsme kvantifikovali
pomoci méteni integrované optické denzity, kterd nam poskytla detailnéjsi prehled o

mnozstvi proteinll u jednotlivych skupin ovlivnénych bunék.

Klic¢ova slova: apoptdza, mitoxantron, U0126, p53, MAPK



Summary

In the project we were focused on molecular changes activated by mitoxantrone
and inhibitor U0126 (inhibitor MEK1/2) in human tumor cells. The aim of the thesis
was to find if and how inhibitor U0126 is activating biochemical pathways after the
DNA damage caused by mitoxantrone. As a model system we selected cell line MOLT-
4, derived from T-lymphocytic leukemia.

First, we observed the dynamics of cell viability and proliferation after the effect
of different doses of mitoxantrone. The object of the task was to choose suitable dose
scheme for other studies. Then we observed proliferation activity of the cells after the
effect of mitoxantrone and inhibitor U0126 and we evaluated the influence of inhibitor
to the action of mitoxantrone. Cell line MOLT-4 after exposure of mitoxantrone and
inhibition of MEK1/2 by U0126 together caused increase in dead cells.

The induction of apoptosis was evaluated by flow cytometry. We used the flow-
cytometric methods with the application of dual mark by Annexin V and propidium
iodide and optical parameters of light scattering. The induction of apoptosis was
measured after the exposure of the cells to the different doses of mitoxantrone, inhibitor
U0126 and their combination in the different time lags. It was proved that U0126
through the inhibition MEK1/2 stopped the pathway leading to proliferation and cell
survival and after the DNA damage more cells were sent to apoptosis. For better view
of the process we studied of the cell cycle, using the analysis of DNA content. In the
cell line MOLT-4 mitoxantrone caused G2/M cell cycle arrest followed by apoptosis,
inhibition of MEK1/2 had not any influence on the G2/M arrest. Follow-up research
was concentrated on the changes in the expression of the proteins that participate in the
regulation of cell cycle and progress of apoptosis (p53 and its post-translation
modifications, p21, ERK1/2, lamin B). The proteins were detected by electrophoresis
and Western blot followed by immunodetection. The results lead to conclusion that
inhibition of MEK1/2 has not influence on the expression of p53 and its post-translation
modifications in the cell line MOLT-4. Subsequently, we used the measurement of
integrated optical density for the quatification of proteins. This step provided more

detailed information about the amount of proteins in individual groups of affected cells.

Key words: apoptosis, mitoxantrone, U0126, p53, MAPK
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1 Uvod

Nadorova onemocnéni patii u nas i ve svété¢ mezi nejcastéjsi. Ukazalo se, ze
nekteré druhy rakovin se rozvijeji v disledku nedostate¢né apoptodzy, kdy dochazi
k pfili§ velkému ristu a nizkému odumirani nadorovych bun¢k. Ztrata apoptotickych
schopnosti naddorovych bunék sama o sobé je predpokladem k rezistenci na ucinek
cytostatik a ozafeni. Pochopeni déjii, které se odehravaji v nadorové buiice a urceni
zpisobu, jakym terapeutika indukuji apoptéozu, mize vyznamné piispét k novym
strategiim a piistuptim v kombinované terapii nadora.

V této praci jsme se zabyvali programovanou bunécnou smrti a molekularnimi
zménami, které stoji v pozadi reparace DNA a indukce apoptotického procesu po
pusobeni mitoxantronu a inhibitoru U0126 u lidskych nadorovych bunék. Jako
modelovou buné¢nou linii jsem pouzili bunky MOLT-4 odvozené od lidské T-bunécné
leukémie. Na téchto bunkach jsme pomoci pritokové cytometrie sledovali miru indukce
apoptdzy po pusobeni danych terapeutik a pomoci elektroforézy a Western blottingu
s naslednou imunodetekci jsme urcili expresi proteinti charakteristickych pro buné¢nou

smrt.
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2 Teoreticka ¢ast

2.1 Bunécny cyklus

Bunéény cyklus zabezpecuje déleni buniky a s nim predani kompletni genetické
informace do bun¢k dcetfinych. Cyklus se sklada ze ctyt fazi. Faze, pti které dochazi
k déleni buniky a vznikaji dvé geneticky identické diploidni dcefiné buiiky, se nazyva
mitdza. Obdobi cyklu mezi mitézami se nazyva interfaze a dale se déli na gap 1 (G1),
syntetickou fazi (S) a gap 2 (G2). Mimo téchto fazi existuje také faze gap 0 (GO) —
klidové obdobi, kdy se bunky nedéli a zlstavaji ve stacionarnim stavu (Ehrmann, 2001).

Jednotlivé useky cyklu jsou fizeny fazové specifickymi proteiny — cyklin
dependentnimi kindzami (Cdk). Cdk jsou serin-threoninové protein kinazy, které jsou
aktivovany vytvorenim komplexu s dal§i skupinou regulacnich proteinli zvanych
cykliny. Vytvareni komplext cyklin/Cdk je ovliviiovano fadou gent fidicich déleni a
diferenciaci buiiky. Jednotlivda Cdk muze asociovat s riznymi cykliny, pficemz typ
navazané¢ho cyklinu urcuje, ktery cilovy protein bude komplexem cyklin/Cdk
fosforylovan. Kazdy takto vytvofeny komplex cyklinu s Cdk ma v procesu regulace
bunécného cyklu svoji specifickou tlohu (Nigg, 1995). Prichod G1 fézi je kontrolovan
komplexem Cdk4 a Cdk6 s cykliny typu D. V pozdni G1 fazi je exprimovan cyklin E a
v komplexu s Cdk2 tidi pfechod mezi G1 a S fazi. Prtichod bun¢k S fazi reguluje
komplex Cdk2/cyklin A a pfechod mezi G2 a M fazi je regulovan komplexem
Cdk1/cyklin B (Rez4éova, 2004).

Integrita a spravnost genetické¢ informace piendSené na dcefiné buiky je
ovéiovana v tzv. “kontrolnich bodech” (checkpoints) buné¢ného cyklu. U vétsSiny bunék
kontrola probiha ve dvou zékladnich bodech — v G1 a G2 fazi. V G1/S kontrolnim bod¢
bunka kontroluje, jestli nedoslo k poskozeni nebo chybé v genomové DNA, zda jsou
podminky vhodné pro proliferaci. Buiika pozastavi bunécny cyklus jesté pied spusténim
replikace. Je-1i genom poskozen reparovatelné, dojde k jeho opravé. Pokud je poskozeni
k programované bunécné smrti — apoptéze (Abraham, 2001). Hlavnim mediatorem pro
blok bunék v této fazi je protein p53. V druhém kontrolnim bodé, G2/M, dochazi

k ové&fovani spravnosti DNA pied vstupem do mitozy (Rezadova, 2004).
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Klicovym mechanismem pro vznik klonu nadorovych bun¢k je tedy naruseni
ptirozené¢ rovnovahy mezi proliferaci, diferenciaci a odumiranim bun¢k v dusledku

zavaznych chyb v genomu.
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Obr. 1 Bunéény cyklus (Pfevzato od: Ceska onkologicka spoleénost, 2004)

2.2 Apoptoza

2.2.1 Definice pojmu

Jiz vroce 1972 Kerr et al. popsali morfologii programované bunécné smrti.
Urcili hlavni rysy Casné faze bunécné smrti, jimiz jsou dehydratace buiiky, kondenzace
jaderného chromatinu a zmény v cytoplazmatické membrané. Proces programované
bunééné smrti pak nazvali apoptéza (Cohen, 1993). Od této doby se nazirdni na
apoptozu jako takovou zménilo. Piestala byt chapana pouze jako morfologicky odlisna
smrt bunky a stala se komplexnim a pfisné regulovanym systémem biochemickych
reakci. Dle soucasnych poznatkl se apoptdza definuje jako konkrétni forma geneticky
fizené bunééné smrti, kterd neindukuje destruktivni zanétovou reakci (Krejsek et al.,
2004).

V zajmu zachovani integrity organismu denné¢ odumiraji apoptdézou miliony
bunck. Fyziologicky se takto odstrafuji star¢, nepotiebné a nefunkcni buiiky. Pokud ale
bunkky hynou nadmérné, mizeme hovofit o apoptdoze nefyziologické. Naproti tomu

nekroza je nefyziologicka bunéfna smrt za vSech okolnosti, kdy bunky umiraji
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v dtsledku vyrazného posSkozeni. Charakteristickym rysem nekrézy je progresivni
dysfunkce bunéénych a organelovych membran vedouci ke ztraté iontové homeostazy a
neschopnost udrzet mitochondridlni dychani a hladinu ATP nutnou k zivotu. Vyliti
bunécéného obsahu do okoli pak zptisobi destruktivni zanétovou odpoveéd’. Dostava-li se
buiice dostatek energie ve formé ATP a dalsich nukleosid trifosfatl, dochazi k bunécné
reparaci nebo apoptoze, jestlize se ATP nedostava, jedinym vychodiskem je pak

nekroza (Vavrova et al., 2002).

2.2.2 Kaspazy a proces apoptozy

Bunécnou smrt mohou aktivovat a regulovat rizné stimuly pfes rozlicné signalni
cesty. Vbunce dochazi ktypickym morfologickym zménam, které jsou
charakterizovany svraSténim buiiky, kondenzaci a fragmentaci jadra a vznikem
apoptotickych telisek (Kerr et al.,1972, Katanka a Tsuruo, 1996). Tyto zmény jsou dané
aktivaci proteolytickych enzymt — kaspdz. Kaspéazy jsou cysteinové protedzy ptirozené
se vyskytujici v cytoplasmé. Jsou syntetizovany jako proenzymy a takto zistdvaji
inaktivni ve vét§iné zdravych bunék. Po aktivaci rliznymi smrticimi signaly jsou
jednoduché tetézce prokaspdz Stépeny, a vysledné podjednotky se shromazd’uji do
heterotetrameri a formuji aktivni proteazy (Thornberry and Lazebnik, 1998).

Ukolem kaspaz je selektivni §tépeni substratil piitomnych jak v cytoplasmé, tak
v bunééném jadre (cytoskeletalni struktury, regula¢ni molekuly, biomembrany, jaderné
enzymy, transportni proteiny). Stépi napiiklad lamin B, a-fodrin, B-aktin, [“AP
(inhibitor of caspase-activated deoxyribonuclease), PARP (poly-ADP ribose
polymerase), proteiny zapojené do reparace DNA, spojovani mRNA a replikace DNA
(Thomberry and Lazebnik, 1998). Obecné miizeme kaspazy rozd€lit na iniciatorové
(kaspaza 8, 9 a 10) a efektorové (kaspaza 3, 6 a 7). Iniciatorové kaspazy jsou v procesu
apoptozy aktivovany nejdiive. Nasledné proteolytickym Stépenim aktivuji kaspazy
efektorové, které jsou zodpovédné za vlastni vykon apoptodzy a rozvoj morfologickych

znaka (f{ezééové, 2004).
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2.2.3 Vnéjsi a vnitini cesta apoptozy

K aktivaci téchto proteaz a naslednému apoptotickému procesu vedou dvé hlavni
cesty — vn&j$i a vnitini. Vnéjs$i cesta nastava po navazani ligandu na membranové
receptory smrti (DR — Death Receptor) jako jsou CD95R (Fas-1R), TNFR1, TRAIL-R1
a R2, TRAMP. Fas-ligandem (CD95L) iniciovand apoptoza je jednou z nejlépe
prozkoumanych vnéjSich cest aktivace. Hraje dilezitou roli v imunitni odpovédi a
v eliminaci selfreaktivnich lymfocyti (Hale et al., 1996, Kinloch et al., 1999). Po
navazani ligandu na pftislusny receptor dochazi ke vzniku bunéénou smrt navozujiciho
signaliza¢niho komplexu (DISC — Death Inducing Signaling Complex). DISC dava
vzniknout aktivnim iniciatorovym kaspazam 8, které aktivuji dals$i kaspazy, zejména
efektorovou kaspazu 3. Ta vede ke kone¢né apoptotické smrti buiiky (Song and Stelle,
1999). K podobnému sledu udalosti vedoucim k navozeni apoptdézy dochazi i u
ostatnich typt receptoriit (TRAIL-R1, TRAIL-R2).

Dalsim proapoptickym signalem z vnéjsiho prostfedi mize byt prinik granzymut
(serinové proteazy) do cytoplasmy. Granzymy vnikaji dovnitf bunky otvory tvofenymi
perforiny a nasledné¢ jsou schopny aktivovat kaspazovou kaskddu (kaspazu 3, 7)
(Krejsek et al., 2004).
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Vnitini cesta apoptdzy, tzv. mitochondrialni, je iniciovana signaly z vnitiniho
prostiedi buiky, napf. bunéénymi metabolickymi zménami, volnymi radikaly, anoxii,
pusobenim virti a cytostatik. Na pocatku cesty stoji poskozeni DNA a nasledna aktivace
proteinu p53 fosforylaci. Dale pak dochazi k aktivaci proapoptotickych ¢lenti rodiny
Bcl-2 (Bax, Bam, Bim a Bid). V nepfitomnosti smrticitho signalu je rodina Bcl-2
proteint lokalizovana na organelach oddélené€. Protiapoptoticti ¢lenové rodiny Bcl-2
(Bcel-2, Bcelxy, Mcl-1) jsou umisténi na membranovych strukturach mitochondrii,
endoplasmatického retikula i jaderné membrany, zatimco proapoptoticti ¢lenové jsou
lokalizovani v cytosolu a cytoskeletu. Pfijme-li buiika proapoptoticky signal, pro- a
protiapoptoti¢ti Clenové se setkavaji na povrchu mitochondrii. Zde tvoii homo- a
heterodimery, které reguluji uvolnéni cytochromu c¢ z mitochondrii. Je-li cytochrom c
uvolnén do cytoplasmy, muze aktivovat kaspazy a indukovat apoptézu (Liu et al.,

1996). Pomér pro- a protiapoptotickych ¢lenti rodiny Bcl-2 predstavuje jeden z prahd,
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urCujici zda bunka zanikne apoptézou ¢i nikoliv. Dojde-li k ptevaze proapoptotickych
¢lenti, cytochrom c¢ se uvolni z mitochondrii a vytvoii komplex s Apaf-1 (Apoptotic
protease-activating factor-1) a prokaspazou 9, tzv. apoptosom. Apoptosom aktivuje
prokaspazu 3. Aktivni kaspaza 3 je nejvyznamnéj$i efektorovou kaspazou a je
zodpovédna za vlastni apoptoticky proces (Vavrova et al., 2003).

V bunice pak dochazi k organizovanému Stépeni dilezitych celularnich
komponent, jadernd membrana je narusena, laminy podléhaji proteolytické degradaci
nasledované jadernou fragmentaci. Jaderné fragmenty se spolu s ¢asti cytoplasmy
opouzdii a vysledkem je vznik charakteristickych struktur - apoptotickych télisek. In
vivo jsou apoptoticka téliska fagocytovana fadou bunck, napf. makrofagy, builkami

epitelialniho, fibroblastového ptiivodu (Cohen, 1993, Vavrova et al., 2002, Tichy, 2008).

2.3 ATM Kkinaza

Po ptisobeni ruznych fyzikalnich a chemickych faktort muze v buice dojit k
poskozeni DNA. Nejcastéji vznikaji jednoduché nebo dvojité zlomy DNA, pficemz pro
buitku nejletalnéjsi jsou zlomy dvojité (double strand breaks — DSB). Dojde-li
k takovému poskozeni, v misté¢ DSB se za¢nou akumulovat proteiny - ATM kinaza, Mre
11, Rad 50, Nbs 1, BRCA 1, Mdc 1, 53BP1 (Bekker-Jensen et al., 2006).

Jednim z prvnich krokt v odpovédi na poskozeni DNA v lidskych buiikéach je
aktivace kinaz — kasein-kinazy 1, DNA-PK kinazy, MAP kinazy, c-Jun (JNK), ATR, a
zejména ATM (ataxie-telangiektasie mutatovana kindza). ATM patii do rodiny
proteinkinaz ptibuznych fosfatidylinositol-3-kinaze. Jedna se o 350 kDa velky protein,
jehoz hlavni tulohou jsou zejména fosforylace dalSich proteini (Tichy, 2008).
V normalnich bunkach se ATM vyskytuje ve form¢ neaktivniho dimeru ¢i multimeru.
K aktivaci ATM dochazi autofosforylaci na serinu 1981, ktera vede k disociaci dimeru.
K témto d€jim dochazi bezprostfedné po poskozeni DNA (Bakkenist a Kastan, 2003).
Aktivovana ATM dale fosforyluje celou tfadu substratii jako jsou p53, Mdm2, Chkl,
Chk2, Brcal, Nbsl a cAbl. Duasledkem fosforylaci p53, Mdm2 a Chk2 je zastava
bunécéného cyklu v G1 fazi, fosforylaci Nbs 1, Chk2 a Chkl dojde k akumulaci bun¢k
v S-fazi, fosforylovana Chkl a Brcal jsou zodpovédné za blok v G2 fazi (Abraham,
2001).

Jeden zhlavnich cili ATM kinazy je protein p53, jehoz regulaci jsme se

zabyvali v nasi praci. Tento protein umoziuje zdstavu bunééného cyklu a reparaci a
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vystupuje v G1/S kontrolnim bodu. ATM kindza hraje vyznamnou roli také v
regulaci S faze, kdy aktivuje Chk2, coz vede k fosforylaci fosfatazy Cdc25A, ktera se
vaze na protein 14-3-3 a degraduje (Falck et al., 2001). Degradovana Cdc25A dale
nemuze fosforylovat Cdk2, a tak nemtze dojit k syntéze DNA. ATM reguluje i posledni
kontrolni bod bunééného cyklu G2/M. Zde aktivuje Chkl a Chk2, které nasledné
mohou inhibovat fosforylaci Cdc25C, bez niz nedochazi k aktivaci komplexu
Cdkl/cyklin B1 a k progresi bunééného cyklu (Lukas et al., 2001, Hirao et al., 2000,
Khanna et al., 2001).

2.4 Reparace DSB

Jsou znamy dva zakladni mechanismy podilejici se na reparaci dvojitych zlomt
DNA - nehomologni spojovani koncti (NHEJ) a homologni rekombinace (HR).
K nehomolognimu spojovani koncti dochdzi v pribéhu celého bunécného cyklu, ale
predevsim v G1 a casné S fazi (Ma et al., 2005). Pii NHEJ ¢asto dochézi ke zménam ve
struktufe DNA, protoze nelze spravné rozeznat, které casti zlomi maji byt spolu
spojeny. Naproti tomu HR probihd od pozdni S faze do G2 faze a je piesnéjsi,
k reparaci vyuziva homologni sekvenci DNA jako nepoSkozenou matrici, podle které

opétovne spoji DSB a opravi tak posSkozené misto (Khanna et al., 2001).

2.5 Protein p53

2.5.1 Struktura a funkce

Lidsky protein p53 je tvofen 393 aminokyselinami a obsahuje 3 hlavni funkéni
domény. Prvni, transaktivacni doména, se vyskytuje na N-konci proteinu a je
zodpovédna za aktivaci transkripce cilovych gent. Na N-konci se nachdzi také vazebné
misto pro Mdm-2. Druhd doména, tzv. centralni, je zodpovédnd za sekvencné
specifickou vazbu na cilové sekvence DNA. Treti doména je lokalizovana na C-konci,
predstavuje ji tetramerizacni element tohoto proteinu, diilezity pro spravnou funkci p53

(Ko a Prives, 1996).
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Gen pro protein p53 je lokalizovan na kratkém raménku chromosomu 17. Délka
genu je priblizn€ 20 kb (kilobazi) a je slozen z 11 exond, z nichz prvni je nekodujici, a
10 intronti (Kotala et al., 2002).

Protein p53 je tumorovy supresor, jaderny fosfoprotein, ktery v bunce funguje
jako transkripcni faktor (Harris, 1996). Po poSkozeni DNA je tento protein aktivovan
checkpoint kindza 2 - Chk2 (po aktivaci ATM) na serinu 20 béhem G1 faze. Béhem
G2/M faze je p53 fosforylovan na serinech 37 a 392 (Buschmann et al., 2000).
Fosforylace na serinu 15 vede k inhibici aktivity Mdm2, coz vede k prodlouZeni
zivotnosti p53 (Tichy, 2008). Fosforylace na serinu 392 zprostiedkovava stabilizaci
proteinu p53 tim, ze zvySuje jeho schopnost vazat se na specifické sekvence DNA
(Thompson et al., 2004). Dalsi posttranslacni modifikace zahrnuji fosforylaci na
serinech 6, 9 a 33, defosforylaci na serinu 376 a acetylaci na lysinech 320, 373 a 382.
Vsechny tyto fosforylace ud€luji proteinu p53 stabilitu a transkripcni aktivitu (Canman
et al., 1998, Ronai a Alarcon-Vargas, 2002). P53 se dale vaze na specifické sekvence
DNA a aktivuje transkripci dalSich gend, které vyvolaji zastavu bunéného cyklu v G1
nebo G2 fazi. Je-li posSkozeni reparovatelné, umozni tak opravu DNA a v pfipadé
rozsédhlého poskozeni vyvolad apoptozu, a tak zabrani prenosu poskozené DNA do

dcetinych bun¢k (Ullrich et al., 1993).

2.5.2 Spoluprace pS3-Mdm?2

V normalnich burikach je hladina proteinu p53 velmi nizka. Vznikajici nové
syntetizovany protein je rychle degradovan vlivem proteinu Mdm2 (mouse double
minute 2) v proteasomu. Mdm2 je ubikvitin ligaza, kterd mimo jiné ubikvitinuje
(kovalentné piipojuje ubikvitin k lyziniim cilového proteinu) protein p53, aby mohl byt
rozeznan aparatem proteasomu a degradovan (Uldrijan et al., 2002). Mdm2 protein
reguluje aktivitu pS3 blokovanim jeho transkripcni aktivity, exportem do cytoplasmy a
naslednou degradaci. Samotnd vazba Mdm2 na p53 pouze blokuje jeho transkripéni
aktivitu. K degradaci proteinu je nutny transport komplexu p53-Mdm?2 z jadra bunky do
cytoplasmy (Ronai a Alarcon-Vargas, 2002). Tento transport muze byt blokovan
pisobenim p19**, coz vede k ochrang p53 pied degradaci (Reis et al., 2000). P53 a

Mdm?2 jsou navzajem v autoregulatorni vazb¢. Protein p53 indukuje transkripci Mdm?2,
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ten se obratem vaze na p53 a podpofi tak jeho degradaci. Dojde-li k poskozeni DNA, je
doména p53 zodpoveédnd za vazbu s Mdm?2 fosforylovana (Ser 15, Ser 20) a dochazi
ke snizeni afinity p53 k Mdm?2 a vzestupu celkového mnozstvi p53 (Michael a Oren,
2003).

2.5.3 Mechanismus zastavy bunééného cyklu

Protein p53 hraje klicovou tlohu v zéastavé bunécného cyklu v Gl fazi.
Aktivovany protein p53 vyvola transkripci genu pro protein p21. Protein p21 piisobi
jako inhibitor cyklin dependentnich kindz (Ko a Prives, 1996), jeho zvySend exprese
inhibuje aktivitu komplextt Cdk2/cyklin E a Cdk4/cyklin D (Dulic et al., 1994). Tyto
komplexy za normalnich okolnosti fosforyluji a tim inaktivuji Rb - retinoblastoma
protein. Rb protein se v buiice vyskytuje ve vazb¢€ na transkripcni faktor E2F, ktery je
nezbytny pro aktivaci transkripce gent specifickych pro S fazi. V této vazbé neni
schopen E2F faktor zahdjit transkripci. Dojde-li k fosforylaci Rb proteinu pomoci
cyklin dependentnich kinaz, faktor E2F se uvolni z vazby, spusti se proces transkripce a
bunka je dale schopna pfejit do S faze cyklu. V ptipadé poskozeni DNA dojde vlivem
p21 kinhibici cyklin dependentnich kinaz, coz vede k hypofosforylaci Rb proteinu a
tim k zadbran¢ uvolnéni z komplexu s faktorem E2F. Dusledkem je pak nemoZnost

prechodu z G1 do S faze, tedy pozastaveni bunééného cyklu (Agarwal et al., 1998).
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2.5.4 Zastava bunééného cyklu nebo apoptoza?

Aktivace p53 vreakci na stejny stimul vede v nékterych bunécénych typech
k zastavé bunééného cyklu, v jinych bunéénych typech k apoptéze. Mechanismus,
jakym bunka odpovi na poSkozeni, neni zatim upIn€ objasnén (Agarwal et al., 1998).
K indukci apoptézy muize dojit naptiklad vlivem ptevazeni proapoptotickych proteinii
rodiny Bcl-2. Je dokazano, ze po poskozeni DNA chemoterapeutiky, ionizujicim nebo
UV zafenim indukuje protein p53 expresi proapoptotickych ¢lenti rodiny Bcl-2, jako je
PUMA/Bcb3 a Noxa (Tichy, 2008). Naopak protiapoptoticti ¢lenové rodiny Bcl-2 a
adenovirus EIB mohou p53-dependentni apoptéze zabranit (Rao et al, 1992). Jedna
z teorii je, ze mnozstvi pS3 musi piesahnout ur€ity prah, aby doslo k indukci apoptdzy
(Nakano a Shinohara, 1999).

Dale je dokazano, ze v nekterych bunécnych liniich (pfevazné hematopoetického
puvodu) vedou stimuly jako jsou exprese Myc, adenovirus E1A ¢i nepfitomnost
rustovych faktorit k p53-dependetni apoptdéze (Lowe a Ruley, 1993, Kokontis et
al.,1994). Také delece genu p21 zplsobi, Ze misto zastavy bunééného cyklu dojde
k apoptoze bunky (Polyak et al., 1997). Dalsim dilezitym regulatorem odpovédi na
poskozeni DNA je Rb protein, jehoZz inaktivace vede ke ztraté zastavy cyklu v G1 fazi a

k indukci apoptozy. Inaktivaci Rb proteinu dochazi k uvolnéni faktoru E2F, ktery dale
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muze indukovat apoptéozu (Qin et al.,, 1994). Naopak nadmérnd exprese Rb proteinu
blokuje p53-dependentni apoptozu (Ko a Prives, 1996).

Lze fici, ze o tom, zda dojde k apoptéze nebo zastavé bunécného cyklu
rozhoduji v bunice rozli¢né veli¢iny — rozsah poskozeni DNA, hladina proteinu p53,
ptitomnost pro- a protiapoptotickych faktorh i dalSich genii regulujicich bunécny cyklus

(Chen et al., 1996).

2.6 Cesty pro preziti bunky

V normalnim lidském organismu probihaji neustalé boje mezi smrti bunky a
jejim prezitim. Aby byla udrZzena homeostaza, musi byt tyto protichidné udalosti
v rovnovaze. Rlizné mechanismy v organismu zajist'uji preziti buniky a stejn¢ tak, je-li
buiika poskozena, je zajiSténa jeji smrt.

Dojde-li k poskozeni DNA, v bunce jsou aktivovany soubézné signaly vedouci
k jeji smrti a signaly zajist'ujici preziti a proliferaci buiiky. Jednou z cest vedoucich
k bunéénému pieziti je aktivace rozsahlé sit€¢ mitogeny aktivovanych proteinkindz —

MAPK.

2.6.1 Mitogeny aktivované protein kinazy (MAP Kkinazy)

V prubéhu poslednich 20 let byly nalezeny rozmanité signalni transduk¢ni cesty.
Mnohé z téchto cest nalezi do tzv. ,,mitogeny aktivované protein kinazové superrodiny.
MAP kinazy jsou strukturné piibuzné serin-threoninové kinazy, které jsou aktivovany
velkym mnozstvim odlisnych stimulti plsobicich na rizné receptorové rodiny. Mezi
stimuly mohou patfit hormony a rustové faktory ucinkujici pfes tyrosin kinazové
receptory (EGF-epidermal growth factor, PDGF-platelet-derived growth factor, FGF-
fibroblast growth factor, insulin aj.), nebo pfes cytokinové receptory (napt. rustové
hormony). DalSimi stimuly mohou byt transformujici rastové faktory (TGF-p)
ucinkujici pres serin-threoninové kinazové receptory a zanétlivé cytokiny z rodiny TNF
(tumor necrosis factor) (Kyriakis a Avruch, 2001). Vystaveni buiiky riznym toxickym
stresim nebo ionizujicimu zéafeni indukuje také aktivaci rozlicnych MAPK cest.

Vysledné signaly hraji kritickou roli v kontrole bunécného ptezivani (Dent et al., 2003).
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Po aktivaci MAPK fosforyluji mnohé transkripéni faktory, cytoskeletalni
proteiny, kinazy a jiné enzymy (Qi a Elion, 2005) a vyvolavaji tak rozmanité bunécné
odpovédi — od proliferace, ptes diferenciaci, az k apoptoze (Platanias, 2003).

V savcich buiikach bylo definovano 5 MAPK systému: extracelularnimi signaly
regulované kinazy (ERK1 a ERK?2), Jun N-terminalni kindzy (JNK1, JNK2, JNK3), p38
kinazy, ERK3/ERK4 a ERKS5 (Qi a Elion, 2005). Dosud byly podrobné
charakterizovany prvni tfi zminéné MAPK: ERK1 a ERK2, Jun N-terminalni kinazy
(JNK), také znamé jako stresem aktivované protein kinazy (SAPK), a p38 kinazy.
ERK1 a ERK2 jsou aktivovany zejména v odpovédi na rustové faktory a cytokiny,
reguluji proliferaci, diferenciaci a ve vysledku ptisobi mitogenné. Clenové rodiny p38 a
JNK jsou aktivovani zejména stresovymi stimuly, v mensi mife cytokiny a ristovymi
faktory. Tyto kinazy reguluji apoptdzu a zastavu bunécného cyklu, indukuji bunéénou
diferenciaci, stejn& tak produkei cytokinii a zanétlivych piisobki (Zima a Stern, 2002).

MAPK tvofti sit’ kaskad, které zprostfedkovavaji bunéénou odpovéd na tadu
stimultl. Kazdd MAPK cesta je zalozena na fosforylaci ¢lenti rodin MAP kinadzy kindzy
kinazy (MAPKKK, MAP3K, MEKK), MAP kinazy kinazy (MAPKK, MAP2K, MEK)
a MAP kinazy (MAPK). Jednotlivi ¢lenové MAPK jsou aktivovani duélni fosforylaci
na threoninovych (Thr) a tyrosinovych (Tyr) zbytcich ve specifickém motivu (Thr-Xaa-
Tyr) predchazejicimi kindzami. Pro klasické ERK kinazy (ERK1/2/5) je tento motiv
Thr-Glu-Tyr, pro p38 kindzy Thr-Gly-Tyr a pro JNK kindzy Thr-Pro-Tyr (Platanias,
2003).
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(Ptevzato od: Krajska centra primarni péce, 2005)

2.6.2 Ras-Raf-MEK-ERK

Ras-Raf-MEK-ERK cesta hraje kliCovou roli v regulaci bunécného rustu.
Rodina onkogenii Ras zahrnuje N-Ras, H-Ras a K-Ras (Inder et al., 2008). Ras se
aktivuje vazbou ligandu (napf. ristového faktoru) na tyrosin kinazové receptory jako
jsou EGRF (epidermal growth factor receptor), HER-2, vascular EGRF, PDGRF
(platelet-derived growth factor receptor) a MET ¢i na receptory spiazené s G-proteiny.
Protein Ras patfi do rodiny G-proteinii, jeho aktivita zavisi na typu vazaného
guanosinfosfatu: vaze-li GTP, je ve formé& aktivni, vaze-li GDP je inaktivni. Proces
vymeény nukleotidl je regulovan pomoci dvou protichtidné ptisobicich skupin proteinti —
GEF (guanine nucleotide exchange family, podporuje vazbu GTP) a GAP (GTPase
activating protein, podporuje $té¢peni GTP na GDP) (Kyriakis, 2008). K aktivaci Ras tak
prispiva napt. SOS (son of sevenless), coz je guaninovy nukleotidovy vyménny faktor,
ktery podporuje odstranéni GDP z Ras. Ras potom mize vazat GTP, aktivuje se, spusti
kaskadu reakci, a umozni tak pfenos extracelularnich signalti do jadra. Pii pfenosu
dochazi ke kaskade specifickych fosforylaci.

Dalsi krok po aktivaci Ras zahrnuje aktivaci rodiny serin threoninovych kinaz
znamych jako Raf kindzy. Tato rodina je slozena ze tii izoforem Raf-1, A-Raf, B-Raf.

Radime je mezi MAP kinazy kinazy kindzy (MAPKKK). Raf kindza poté piimo
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fosforyluje a aktivuje MAP kinazu kindzu (MAPKK) na dvou serinovych zbytcich
v kinazové aktiva¢ni smycce. Tyto fosforylace jsou nutné k uplné aktivaci MEK1/2.
Aktivovanda MEK1/2 poté piimo fosforyluyje ERK1/2 (MAPK) na tyrosinovych a
threoninovych zbytcich (Liu et al., 2001). K fosforylaci dochazi na zbytcich 202 a 204 u
ERKI1 a na zbytcich 180 a 182 u ERK2 (Newton et al., 2000). Nejprve byla popsana
ERK2 (MAPK?2) jako 42 kDa velky protein s kindzovou aktivitou, ndsledné byla
identifikovana izoforma tohoto enzymu ERK1 (MAPK1) o velikosti 44 kDa, proto se
jinak také nazyvaji p42 a p44 (Dent et al., 2003). ERK1 a ERK2 obsahuji 83 %
identickych aminokyselin a jsou exprimovany v rdzném rozsahu ve vsech tkanich

(Roux a Blenis, 2004).
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Obr. 5 Ras-Raf-MEK-ERK signalni cesta (Pfevzato od: Cushing P, 2006)
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2.6.3 Cile ERK1/2

ERK1/2 po aktivaci fosforyluji riizné substraty, které vyvolaji rozlicné bunécné
odpovédi od cytoskeletalnich zmén po genovou transkripci. Mezi cile ERK1/2 patii
velké mnozstvi substrati jako jsou rizné membranové proteiny (CD120a, Syk,
calnexin), jaderné substraty (SRC-1, Pax6, NF-AT, Elk-1, MEF2, c-Fos, c-Myc,
STAT3), cytoskeletalni proteiny (neurofilamenty, paxillin) a také regulatory bunécného
cyklu jako jsou Bel-2 a ¢PL2 (Qi a Elion, 2005).

MAPK také katalyzuji fosforylaci a aktivaci nckolika proteinovych kindz
zvanych MAPK-aktivované protein kinazy (MK). Rodina MK proteini zahrnuje
ribosomalni S6 kinazu (RSK), mitogeny a stresem aktivované kinazy (MSK), MAPK-
interagujici kinazy (MNK), MAPK-aktivované protein kinazy 2, 3 a 5. MK jsou
ptibuzné kinazy, které v odpovédi na mitogeny a stresové stimuly zprostiedkovavaji
velké mnozstvi biologickych funkci (Roux a Blenis, 2004). Clenové rodiny RSK jsou
aktivovany vyhradné prostfednictvim ERK1/2, MSK a MNK jsou aktivovany i cestou
p38. Studie ukazaly, ze né€ktefi ¢lenové RSK mohou podporovat progresi G1 fazi
prostiednictvim fosforylaci inhibitoru cyklin dependentnich kinaz p27. Fosforylace p27
pomoci RSK1 a RSK2 podporuje asociaci s 14-3-3 proteinem a zabranuje tak proteinu
p27 v translokaci do jadra. Specifické role MK v MAPK signalizaci jsou neustale
v procesu studii (Roux a Blenis, 2004).

V zavislosti na sile a trvani stimulace muze ve vysledku dojit k bunééné
proliferaci (zavislé na rtstovych faktorech), k inaktivaci tumorovych supresorovych
genl, k necitlivosti na signaly riistovych inhibitorti, k zabranéni apoptozy, kaspazové
inhibici, k rezistenci na chemoterapeutika a zafeni prostfednictvim MDR-1 (multidrug
resistance gene) a dal$im rist podporujicim udalostem. Tato cesta tedy hraje zasadni
roli v regulaci Sirokého spektra bunécnych funkci, zahrnujicich proliferaci, diferenciaci,
onkogenni transformaci a jeji rozvinuti. Neadekvatni aktivaci této drahy muze v buiice

dojit k maligni transformaci a ke vzniku naddorové proliferace (Sridhar et al., 2005).

2.6.4 Regulace bunééného cyklu prostrednictvim ERK

Ras-Raf-MEK-ERK kaskada se zucastnuje regulace bunécného cyklu zejména
v GO/G1 fazi a G1/S ptechodu. Po probéhnuti aktivacni kaskady dochazi k translokaci

ERK do jadra a navozeni exprese gend, naptiklad gend pro cykliny D a E
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(Burgermeister a Seger, 2008). Komplexy cyklinti s cyklin dependentnimi kindzami se
ukazuji jako primarni cile této cesty v odpovédi na extraceluldrni stimuly. Jednou
z hlavnich funkci této MAP kindzové cesty je kontrola téchto kindzovych komplext
v G1 a S fazi. (Wilkinson a Millar, 2000).

Cesta ERK posttransla¢né ovliviiuje seskupeni cyklin D a E dependentnich kinaz
a jejich katalytickou aktivitu a také syntézu cyklin dependentnich inhibitora patficich do
rodiny p21.

Muzeme konstatovat, ze ERK cesta pozitivn¢ reguluje bunéény cyklus béhem
Gl faze, a to podporou transkripce cyklinu D1, a taktéZ jeho seskupovanim s cyklin
dependentnimi kinazami Cdk4 (Sherr a Roberts, 1999).

Pomoci této kaskady jsou regulovany i klicové molekuldrni udalosti, které
prispivaji ke vstupu do S-faze. Patii mezi né¢ zahdjeni syntézy cyklin A a cyklin E
mRNA jako disledek Cdk4/cyklin D1 zprostfedkované fosforylace pRB a uvolnéni
E2F. Dale nahromadéni Cdk2/cyklin A a Cdk2/cyklin E kindzovych komplexti diky
zvysené expresi cyklin dependentnich inhibitorti a také uvolnéni katalyticky aktivnich
Cdk2 komplexti prostfednictvim degradace inhibitoru cyklin dependentnich kinaz,
proteinu p27 (Wilkinson a Millar, 2000).

Ke kompletnimu porozuméni vlivu MAPK cest na bunéény cyklus in vivo bude
nutné presné urceni, jak tyto cesty interaguji s ostatnimi signalnimi cestami v

konkrétnich bunéénych typech.

2.6.5 ERK cesta a leukémie

Jak jiz bylo zminéno diive, aktivace ERK kinédz je regulovana ptes proteinovou
signaliza¢ni kaskadu zahrnujici Ras, Raf, MEK1/2 a ERK1/2. Tato kaskada je velmi
dobfe prostudovana u riznych druht leukémii, kde vede k podpotre bunécného ristu a
k zabrané apoptozy hematopoetickych bunck. Raf-Ras-MEK-ERK cesta se zucastiuje
vzniku mitogennich odpovédi v podstaté u vSech hematologickych malignit, jako jsou
lymfomy, akutni i chronickd leukémie a mnohocetny myelom. Hraje klic¢ovou roli
v patogenezi NK (natural killer) granularni lymfocytarni leukémie a podili se také na
udrzovani prezivani malignich lymfocyti u pacientd s chronickou lymfocytarni

leukémii (CLL) (Platanias, 2003).
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N-Ras a K-Ras mutace, které vedou ke konstitutivni aktivaci GTPazy a nasledné
aktivaci Raf-MEK-ERK cesty, se vyskytuji az ve 20-30 % akutnich myeloidnich a
akutnich lymfoblastickych leukémii (Sridhar et al., 2005).

Nicméné je ziejmé, ze i jiné, na ERK nezavislé mechanismy, jsou zahrnuty
v procesech leukemogeneze. Nezavisle na rolich jinych signalnich cest, které se také
ucastni patogeneze akutnich leukémii, je studium ERK cest farmakologickym cilem a
muze byt pfinosem pro klinické 1éceni (Milella et al., 2001).

Poznéni, ze MAP kinazova signalni kaskada hraje dilezitou roli v regulaci
apoptdzy a rustu malignich hematopoetickych bunéénych liniich, vedla v poslednich
letech k intenzivnim studiim s cilem pfesné charakterizovat mechanismy, které jsou
odpovédné za tyto ucinky.

Studie ukazaly synergicky efekt chemoterapeutickych latek a [éCiv, které
inhibuji MAP kinazovou aktivaci a navozuji potlaceni riistu a apoptézu leukemickych
bun¢k. V soucasnosti jsou vyvijeny a testovany inhibitory Raf-1, které vykazuji
protinadorové  ucinky.  Vysvétleni pusobeni ~MEK  inhibitord  spole¢né
s chemoterapeutickymi latkami a radioterapii miize poskytnout dulezité¢ informace pro

budouci klinické 1éceni (Dent et al., 1998).

2.6.6 MAPK cesty v odpovédi na dvojité zlomy DNA a indukci
apoptozy

Radiacni terapie je jednou z nejvyznamnéjSich protinadorovych strategii. V
radioterapii je nejvice vyuzivana frakcionace davky zafeni, vedouci k eradikaci
nadorovych bun¢k a k co nejmensimu poskozeni zdravych tkani. Bohuzel vSak Casto
dochazi ke vzniku radiorezistentniho nadorového klonu komplikujici vyuziti této
terapie. Jiz Pirollo et al. (1997) popsali, Ze bunécna rezistence je Casto spojena s
molekularnimi drahami vedoucimi u normalnich buné¢k k bunéénému ristu nebo
diferenciaci.

Podle dosavadnich znalosti vyvolava poskozeni bunck ionizujicim zafenim a
riznymi dal$imi genotoxickymi stresory kompenzacni aktivaci mnoha MAPK
signalnich drah, kterd se rozbihda soubézné s aktivaci ATM-Chk1/2-p53 kaskady.
Dochazi jak k aktivaci klasické mitogeny aktivované ERK kaskady, tak k aktivaci JNK
a p38 MAPK. Zatimco c-Jun NH2-terminal kinase (JNK) a p38 MAPK se prevazné
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spojuji s proapototickym plisobenim, signaly zprostfedkované kaskadou ERK primarné
souvisi s buné¢nou proliferaci a ptezitim, a jsou spojovany s antiapoptickym ptsobenim
(Golding et al., 2007). Reakce na dvojité zlomy DNA mtize vést i k modulaci exprese a
uvoliovani autokrinnich faktorti (napt. TGF-a, TNF-a) a receptori smrti, které se
rovnéz podili na aktivaci MAPK.

Vystavujeme-li buiiky ionizujicimu zatreni, dochazi k aktivaci ¢lenti rodiny Raf
(MAPKKK). Napiiklad u A431 nadorovych bunék bylo zjisténo, ze vystaveni téchto
bunék ionizujicimu zatfeni v davce 2 Gy vede k aktivaci Raf-1, ale nikoliv B-Raf. Jiné
studie na fibroblastech s deletovanymi geny pro Raf-1 a B-Raf ukazaly, Ze ztrata funkce
Raf-1 a B-Raf snizuje rustovymi faktory indukovanou aktivaci ERK1/2 a zvySuje
apoptozu. Stejné chovani bylo zaznamendno po ozateni téchto bunék. Tyto vysledky
jsou v rozporu se studiemi na embryonalnich fibroblastech s deleci genu pro Raf-1, ve
kterych signalizace ristovymi faktory k ERK1/2 neni zménéna, i kdyz Raf-1 je
nefunkéni. Z toho vyplyva, ze nékteré bunky, zvlasté embryonalni fibroblasty, mohou
vyuzit kompenzacni signalizaci od jinych MAPKKK molekul, je-li exprese Raf-1
kompletné zruSena (Dent et al., 2003).

Dent et al. (1999) popsali u karcinomovych bunck A431 a MDA-MB-231, ze
aktivace MEK1/2-ERK1/2 kaskddy ma radioprotektivni efekt. Inhibice této drahy
zvySuje zabiti bun€k apoptézou po ozateni. Na druhou stranu, u mnoha bunécnych typi
se zda, Ze signaly zprostredkované ERK nehraji vyznamnou tlohu v kontrole
radiosensitivity, nebo ji dokonce zvySuji naruSenim zastavy cyklu v G2/M fazi
(Warenius et al., 1996). Celkovy efekt zavisi i na délce aktivace ¢i inhibice kaskady, i
zde jsou vSak data kontroverzni (Dent et al., 2003). Kratka aktivace MAPK kaskady
muze vést ke zvyseni proliferace bunék, zatimco dlouhéd aktivace MAPK miize vést k
inhibici DNA syntézy ptes superindukci p21 (Park et al., 1999). Nékteré prace ukazaly,
ze u bunék bez funkéni p53 zatenim aktivovana cesta pies epidermal growth receptors
(ErbB) miize vést k vzestupu p21 a bloku bunck v G1/S 1 G2/M fazi, coz ukazuje, ze
zafenim aktivovana kaskada MAPK a rovnéz p21 hraji vyznamnou tlohu v regulaci
prichodu bunky ptes bunécny cyklus po poskozeni DNA.

Na regulaci bunécné smrti se ERK signalni cesta podili i regulaci rtiznych
dalSich proteinii a transkripénich faktord. Dochazi k aktivaci faktori podporujicich
preziti (Bcl-XL, MCL-1, c-FLIP, inaktivace BAD), aktivaci transkripcnich faktort
podporujicich preziti (CREB, C/EBPp), ale schopnych i podpofit bunéénou smrt (EGR-
1, AP-1), ke zvySeni exprese reparacnich proteinii (ERCC1, XRCC1, XPC).
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Jakym zpisobem souvisi signalni cesty ERK1/2 a ATM-p53? I zde jsou dosud
znamé udaje nejednotné. Bylo prokazano, ze u nékterych bunéénych typt se kinazy
MEK1/2-ERK1/2 podili na aktivaci negativniho regulatoru p53 proteinu Mdm-2 jeho
fosforylaci na serinu 166 (Malmlof et al., 2007) a zvySenim jeho syntézy (Phelps et al.,
2005). Golding et al. (2007) prokazuji u bun¢k maligniho gliomu, Ze inhibice MEK1/2-
ERK1/2 snizuje vyznamné aktivaci ATM kinazy v odpoveédi na DSB a zaroven ze
inhibice ATM snizuje zatfenim indukovanou aktivaci ERK1/2. Yan et al. (2007) pii
inhibici MEK1/2-ERK1/2 u bunék karcinomu prsu MCF-7 po ozafeni nepozorovali
sniZzeni aktivace ATM, avsak prokazuji snizeni aktivace ATR, a zaroven pfi inhibici
ATM a ATR nepozorovali pokles zafenim vyvolané aktivace ERK1/2.

Lze uzaviit, ze MAPK cesty vyznamné reguluji bunéény osud po ozéafeni. ERK
signalizace mlze chranit nebo zvysit citlivost na zafeni v zavislosti na bunééném typu a
délce inhibice ERK cesty, i kdyz pfesné zapojeni jednotlivych casti kaskady a jejich
propojeni s ostatnimi cestami regulujicimi odpovéd’ na DNA poskozeni, jeho reparaci,

zastavu bunééného cyklu a indukci apoptdzy zlstava predmétem intenzivniho badani.

2.7 Hematopoeticka nadorova linie MOLT-4

Bunééna linie MOLT-4 je odvozena od lidské T lymfocytarni leukémie. Buiky
na svém povrchu exprimuji znaky CD1" (49 %), CD4" (55 %), CD5" (72 %) a CD7"
(77 %). MOLT-4 obsahuji wild typ proteinu p53, jsou velmi citlivé k ucinkiim
ionizujiciho zafeni a cytostatickych latek, a proto jsou vhodnym modelovym systémem
pro studovani molekularnich mechanismii odpovédi na poskozeni DNA (Tichy et al.,

2007).
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2.8 Mitoxantron

Obr. 6 Vzorec mitoxantronu
(1,4-dihydroxy-5,8-bis[[2-[(2hydroxyethyl)amino)ethyl]amino]anthracenen-9,10-dion dihydrochlorid)

Mitoxantron je synteticky derivat antracendionu, ktery vykazuje prevazné
interkalac¢ni u¢inky. Interkalace spociva v navazani cytostatika vodikovymi vazbami na
DNA. Vysledkem tvorby stabilniho komplexu s DNA je inhibice replikace a transkripce
a dochazi ke zlomim vlaken. V terapeutickych koncentracich vSak hraje zdsadni roli
inhibice topoisomerazy II. Tento enzym se vaze na oba fetézce dvouSrobovice DNA,
postupné je pierusi, uvolni nadSroubovici a nasledné DNA opét spoji. Tim umozni
prib¢h replikace separaci chromosomli béhem mitézy. Mitoxantron vytvari
s topoizomerazou Il kovalentni komplex. Tim nedojde ke zpétnému spojeni DNA a
vznika tak permanentni dvojity zlom - DSB. Mimo jiné se na cytotoxickém ucinku
mitoxantronu muze podilet i jeho pevnad vazba na cytoskeletalni protein cytokeratin 8
(Tomsik, 2008).

Mitoxantron na rozdil od antracyklinii neptisobi tvorbu kyslikovych radikali,
presto vSak ma toxické ucinky na myokard. Z hlediska bunécného cyklu patii mezi
nespecificka cytostatika, s ur€itou prevahou inhibice ve fazi G2. V plazmé se rychle
vaze na proteiny a pronika do krevnich elementt. Vylu€ovani je tfifazové, s polocasy 15
minut, 3 hodiny (zpétna redistribuce latky z krvinek) a 38 az 298 hodin.

V klinické praxi je mitoxantron uzivan k 1écbé karcinomu prsu, vajecnikl a
akutni myeloblastické leukémie (v kombinaci s cytarabinem). Dale se indikuje jako
cytostatikum druhé volby u Hodgkinovy choroby a nehodgkinskych lymfomi.
Doplitkovym Iékem mtiZe byt t€Z u sarkomt mekkych tkani, u mezoteliomu, karcinomu
zaludku, u malobunééného karcinomu plic a u karcinomu mocového méchyte (Klener,
1996).

V nasi praci jsme pusobili mitoxantronem na bunky MOLT-4. Mitoxantron zde

pusobi jako inhibitor topoisomerazy II a zptisobuje dvojité zlomy DNA.
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2.9 UO0126
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Obr. 7 Struktura U0126

uo0126 (1,4-diamino-2,3-dicyano-1,4-bis[2-aminophenylthio]butadien)  je
chemicky syntetizovana organicka sloucenina fungujici v buiice jako inhibitor kaskady
mitogeny aktivovanych protein kinaz (MAPK).

U0126 v bunce pifimo inhibuje mitogeny aktivované protein kindzy kinazy
MAPKK 1 a 2, MEK-1 a MEK-2. Inhibice je selektivni pro MEK-1 a MEK-2, U0126
témer neovlinuje kindzovou aktivitu protein kindzy C, Abl, Raf, MEKK, ERK, JNK,
MKK-3, MKK-4/SEK, MKK-6, Cdk2 nebo Cdk4 (Favata et al., 1998).

K inhibici je kromé& UO0126 jeste¢ pouzivan strukturdln€ nepiibuzny inhibitor
PD98059. Oba jsou nekompetitivnimi inhibitory MEK1/2 a zabranuji tak aktivaci
ERK1/2. ERK1/2 signalizace je klicovym regulatorem bunécné proliferace, a proto
inhibitory této cesty vstupuji do popiedi klinickych studii jako potencionalni

protinadorovi ¢initelé (Roux a Blenis, 2004).
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Material a metodika

3.1.1 Bunécné kultury a kultiva¢ni podminky

Bunky lidské T-lymfocytarni leukémie MOLT-4 byly ziskany z ATCC
(American Type Culture Collections, Manassas, VA, USA). Buiky jsme kultivovali
v IMDM - Iskové modifikaci Dulbeccova media (Dulbecco, Sigma, St. Louis, USA)
s 20 % obsahem fetalniho teleciho séra, L-glutaminem a penicilinem. Buniky byly
inkubovany pti 37 °C a kontrolované atmosfére 5 % CO,. Pro stanoveni poctu bunék
jsme do zkumavky napipetovali 50 ul trypanové modii a 50 pl bunééné suspenze a
dikladn¢ promichali. Buiky jsme pocitali v Biirkerové komirce v 50 c¢tvercich.
Vysledek byl vyjadfovan jako podet bundk x 10*/ml. Kazdy druhy den jsme kulturu
pasazovali tak, aby jejich koncentrace byla 2 x 10° bungk/ml. PouZivané buiiky neprosly

vice jak 20 pasadzemi.

3.1.2 Mitoxantron

Buniky jsme vystavovali riznym koncentracim mitoxantronu (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA). Zasobni roztok o koncentraci 1 mmol/l byl pfipraven rozpusténim 1,3 mg
mitoxantronu v 2,5 ml sterilni vody a skladovan pii -20 °C. DalS§im fedénim jsme
ptripravili pracovni roztok o koncentraci 10 nmol/l. Buiky byly suspendovany
v kompletnim médiu v koncentraci 2 x 10° bungk/ml a byly vystavovany koncentracim

mitoxantronu v rozmezi 0,1 — 10 nmol/l.

3.1.3 U0126 (MEK1/2 inhibitor)

Rozpusténim 5 mg U0126 v 1,31 ml DMSO (dimethyl sulfoxid) jsme pfipravili
zasobni roztok o koncentraci 10 mmol/l. Roztok byl skladovan v temnu pfi teploté -20
°C. V pokusech jsme pracovali s koncentraci 10 pmol/l, na 1 ml média jsme ptidavali 1

ul zasobniho roztoku U0126.
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3.1.4 Pritokova cytometrie

Priutokova cytometrie je metoda, kterd umoziuje simultanni métfeni a analyzu
fyzikalnich a chemickych vlastnosti bunék béhem jejich prichodu laserovym paprskem.
Castice jsou v suspenzi pod tlakem vhanény do pfistroje, kde vytvoti kontinudlni tok
tekutiny, v némz jsou Castice segregovany jednotlivé za sebou. Ve chvili, kdy castice
laserovy paprsek kiizi, dochazi k lomu a rozptylu svétla, ktery podle sméru a thlu lomu
byva oznacCovan jako piimy rozptyl — forward scatter (FSC) a bo¢ni rozptyl — side
scatter (SSC). FSC je charakterizovan lomem svétla o malém thlu (2°-13°) a je umérny
velikosti buiiky. Uhel boéniho rozptylu (SSC) je 90° a je indikatorem vnitini bundéné
struktury, resp. granularity. Krom¢ parametr lomu a rozptylu svétla je detekovana
rovnéz fluorescence prochazejicich bunék nebo castic. Fluorescencni barviva
(fluorochromy) navazané na analyzované buiiky nebo Castice absorbuji svétlo urcité
vlnové délky vyzafované laserem a nasledné vyzatuji (emituji) Cast takto
absorbovaného svétla, avSak jiz o odlisné vinové délce. V pritokové cytometrii se
pouzivaji fluorochromy, které maji vétSinou stejné spektrum absorp¢ni, ale jiné emisni.
Pratokové cytometry vyuZzivaji jako svételného zdroje nejcastéji argonovy laser o
excitacni vinové délce 488 nm. Analyzy jsme provadéli na pritokovém cytometru Cell

Lab Quanta SC (Beckman-Coulter).

3.1.5 DNA analyza

Me¢teni obsahu DNA poskytuje informace o zastoupeni bunck v jednotlivych
fazich bunééného cyklu a procentu apoptotickych bunék v populaci. Pro detekci se
vyuziva fluorochromi, které se po permeabilizaci bunééné membrany stechiometricky
vazi na DNA. V naSem piipadé jsme jako fluorochrom pouzili propidium jodid. Jednim
z Casnych dé&jii pfi apoptdze je aktivace endonukledz, které preferencné Stépi DNA
v internukleosomalni sekci. Toto Stépeni vede ke vzniku fragmentt s nizkou
molekularni hmotnosti. Po permeabilizaci membrany dochazi k tiniku nizkomolekularni
DNA zbun¢k. Tyto bunky se barvi propidium jodidem méné nez bunky v G1 fazi
bunééného cyklu a na cytometrickém profilu obsahu DNA mulzeme pozorovat tzv.

,,sub-G1 vrchol®.
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Pied vlastni analyzou jsme pfiblizng 5 x 10° bundk v suspenzi promyli 2x
ledovym fosfatovym pufrem (PBS), stocili a po dobu minimaln€¢ 30 minut (az 24 hodin)
jsme je permeabilizovali v 70 % ethanolu. Po centrifugaci pii 2300 ot./15 min. jsme slili
ethanol. Buiiky jsme promyli ve 3 ml fyziologickém roztoku a néasledné v 3 ml PBS
pufru. Dale jsme ptidali 0,5 ml PBS, 0,5 ml citratového pufru a nechali inkubovat
pfesné 5 minut pii pokojové teploté. Opét jsme bunky promyli v PBS, ptidali 0,5 ml
Vindelova roztoku a nechali suspenzi inkubovat 1 hodinu v termostatu pti 37 °C.
Suspenzi jsme prelili do kyvetky a zméfili na pritokovém cytometru. Vysledky byly
zpracovany pomoci programu Multicycle AV (Phoenix Flow Systém, San Diego, USA)
a bylo stanoveno procentudlni zastoupeni bunék v jednotlivych fazich bunécného cyklu

a v apoptoze.

Roztoky a chemikalie:

v’ Citrat-fosfatovy pufr (pH 7,8) — 0,2 mol/l Na,HPOy4-12H,0, 0,1 mol/l kyselina

citronova
v" Vindeliv roztok — 1 mol/l TRIS, RNaza (Img/lml PBS), NaCl (60 mg),
propidium jodid (5mg/5ml PBS), dH,O

3.1.6 Detekce apoptozy pomoci Apoptestu

Cilem bylo stanovit apoptézu u bunék MOLT-4 vreakci na mitoxantron
samotny nebo v kombinaci s inhibitorem U0126. Pro detekci apoptdzy jsme pouzili
APOPTEST V-FITC kit (DakoCytomation; Brno, CZE). Bunky b&éhem apoptozy
translokuji na sviij povrch fosfatidylserin, ktery se nachazi na vnitini stran¢ membrany.
Annexin V je fosfolipidy vazajici protein, ktery za pfitomnosti vapenatych iontd
vykazuje selektivitu a vysokou afinitu vic¢i fosfatidylserinu. Vazbou annexinu
znaceného fluorescencénim barvivem FITC (fluoresceinisothiocyanat) na fosfatidylserin
lze prokazat buiniky v Casné fazi apoptdzy. Pozdni fazi apoptozy lze prokazat pomoci
propidium jodidu. Pfiblizn& 5 x 10° bun&k jsme centrifugovali pii 4 °C (1100 otagek/10
minut). Poté jsme pfidali 2 ml PBS a stejné jako v piedchozim kroku nechali suspenzi
centrifugovat. Po sliti supernatantu jsme k buitkdm ptidali 90 pl 10x koncentrovaného
ledového vapenatého pufru, 1 pl annexinu, 2,5 pl propidium jodidu a inkubovali 10

minut na ledu a ve tm¢. Hned po ptidani 500 pl vapenatého pufru jsme vzorky proméfili
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na pratokovém cytometru Cell Lab Quanta SC (Beckman-Coulter). Vysledky jsme
zpracovali pomoci programu WinMDI2.8. Zjistili jsme procentualni zastoupeni zivych,
¢asné ¢i pozdné apoptotickych a nekrotickych bunék MOLT-4 v reakci na plsobeni

mitoxantronu, inhibitoru U0126 a jejich kombinace.

Roztoky a chemikalie:

v' APOPTEST V-FITC kit (DakoCytomation, Brno, CZE) pro pritokovou

cytometrii — Annexin V-FITC
v" 10x koncentrovany vapenaty pufr

v propidium jodid

3.1.7 Lyza bunék

Lyzou uvolnime z bunc¢k proteiny pro provedeni elektroforézy a Western
blottingu. Potiebovali jsme 107 bun&k, které jsme mé&li v objemu 20 ml. Nejprve jsme
suspenzi 10 minut centrifugovali pfi 1300 otackach a + 4 °C. Supernatant jsme slili a
k sedimentu ptidali 5 ml PBS s 1 pmol/l orthovanadi¢cnanem sodnym. Opét jsme
centrifugovali za stejnych podminek, supernatant slili a do témét suchého sedimentu
jsme pridali 0,5 ml ledového lyzovaciho pufru. Suspenzi jsme zamichali na vortexu a
inkubovali 30 minut na ledu, pficemz kazdych 5 minut jsme ji intenzivn¢ promichéavali.
Na zavér inkubace jsme suspenzi resuspendovali injekéni stiikackou a centrifugovali 30
minut pti 14 000 otackach a + 4 °C. Supernatant jsme slili do kryozkumavky a zamrazili
pfi -80 °C.

Zlyzovali jsme 4 vzorky (tab. 1) po 4 a 24 hodinach po aplikaci mitoxantronu.

Tab. 1 Vzorky lyzované po 4 a 24 hodinach inkubace

Vzorek ¢.:

1 kontrola

0,5 nmol/l mitoxantron

2
3 U0126
4

0,5 nmol/l mitoxantron + U0126
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Roztoky a chemikalie

v Fosfatovy pufr schloridem sodnym (PBS, pH 7) - Na,HPO412H,0,
Na,HPO,4-2H,0, NaCl, H,O

v' Fosfatovy pufr s Tweenem 20 - Na,HPO4 12H,0, Na,HPO42H,0, NaCl, Tween
20 (0,05 g/100 ml PBS), dH,O

v' Lyzovaci pufr — 137 mmol/l NaCl, 50 mmol/l NaF, 20 mmol/l TRIS base pH 8,
1 mmol/l NazVOy, 10 % glycerol, 1 % oktyl-B-D-glukopyranosid

v' Complete™ Mini tabletka

v" Orthovanadi¢nan sodny

3.1.8 Stanoveni celkové bilkoviny

Principem stanoveni je reakce s biuretovym cinidlem, kdy bilkoviny a peptidy
reaguji s méd’natymi ionty v alkalickém prostfedi za vzniku modrofialového komplexu.
Intenzita zbarveni je umérna koncentraci bilkoviny ve vzorku. Pro stanoveni jsme
pouzili modifikovanou metodu, kde po vzniku komplexu Cu’" dochazi k redukci tohoto
komplexu na Cu” a kationty Cu' nésledné reaguji s kyselinou bicinchoninovou a
peptidovou vazbou za vzniku barevného produktu.

Nejprve jsme si do mikrotitracni desticky pfipravili koncentracni fadu standardi
(Protein Standard, Biorad), vzorky (1:9 — vzorek:dH,O) a pfidali jsme ¢inidlo pro
zviditelnéni reakce (roztok CuSOy : roztok bicinchoninové kyseliny — 1:50). Desti¢ku
jsme 30 minut inkubovali pti 37 °C a pak proméfili absorbanci na pfistroji Tecan
Infinite M200 pfi vinové délce 562 nm. Na zaklad¢ absorbance standardl o ptesnych

koncentracich jsme si vytvofili kalibracni ktivku (obr. 8).
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Stanoveni celkové bilkoviny
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Obr. 8 Kalibra¢ni kiivka — standard pro vzorky lyzované za 4 a 24 hodiny

Z kalibrac¢ni kiivky jsme si vypocitali koncentraci celkové bilkoviny u

jednotlivych vzorkll a nasledné objemy nutné pro naneseni stejného mnozstvi bilkoviny

do jamek (20 pg) (tab. 2).

Tab. 2 Koncentrace a nanasky proteind

Cislo Standard - celkova bilkovina | Mnozstvi proteinu ve vzorku | Nanaska
vzorku (ug/ul) (ug/ul) na jamku

()

! 2,51 7,98 11,96

2 2,80 7,15 10,72

3 2,79 7,20 10,80

4 2,69 743 11,14

> 3,29 6,08 9,10

6 3,15 6,35 9,52

7 283 7,06 10,60

8 2,41 8,31 12,46
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Roztoky a chemikalie:

v" Bicinchoninic Acid Protein Assay Kit: roztok bicinchoninové kyseliny (uhli¢itan
sodny, vinan sodny, hydrogenuhli¢itan sodny v 0,1 mmol/l hydroxidu sodném,
pH 11,25), pentahydrat siranu méd’natého (4 % roztok), proteinovy standard
(bovinni sérovy albumin - BSA), dH,O

3.1.9 Elektroforéza a Western blot

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu s dodecylsulfaitem sodnym (SDS-
PAGE) je metoda, kterd umoziuje separaci latek na zakladé rozdilné molekulové
hmotnosti. Vlivem odlisné rychlosti migrace jednotlivych ¢astic ve stejnosmérném
elektrickém poli se vytvaii charakteristické zony separovanych latek v gelu. SDS je
anionaktivni detergent, ktery nese poméerné vysoky naboj, a proto ve vazb¢ na bilkovinu
vyrovnava nabojové rozdily bilkovin, a ty se pohybuji v gelu pouze na zakladé své
molekulové hmotnosti.

Western blotting je metoda, ktera umoznuje detekci specifického proteinu ve
smési. Jedna se o prenos elektroforeticky rozdélenych proteinii na nitrocelulosovou
nebo polyvinylidenfluoridovou membranu s naslednou detekci proteini pomoci
protilatek. Po pfenosu proteinli se membrana inkubuje s mlékem (Non-fat dry milk,
Bio-Rad), které¢ blokuje nespecifické navazani protilatky na membranu. Poté se neptimo
znali protein, ktery nds zajima, pomoci systému primarni-sekundérni protilatka znacena
kfenovou peroxidazou. Ta katalyzuje reakci se substratem, jejimz vysledkem je produkt

s chemiluminiscenci, kterou detekujeme na fotograficky papir.

Priprava gelu

Nejprve jsme si piipravili rozdélovaci gel, prevrstvili jsme ho 650 pl butanolu a
nechali ho 60 minut polymerovat. Po odstranéni butanolu jsme rozd€lovaci gel
prevrstvili gelem zaostfovacim, do néj vlozili hiebinek a nechali polymerovat 30 minut

(tab. 3).

Priprava a naneseni vzorki
Rozmrazili jsme si marker molekulové hmotnosti (Precision plus protein™™

standards, Prestained SDS-PAGE standards, Bio-Rad) a vzorky. Ke kazdému z nich
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jsme piidali 3x koncentrovany vzorkovy pufr v poméru 2:1 (vzorek:pufr), vortexovali a
5 minut zahtivali na vodni ldzni na 95 °C. Na zavér jsme vzorky kratce stoCili na
centrifuze. Sestavili jsme si MiniProtean3 (Bio-Rad), elektroforetickou komoru jsme

naplnili running pufrem a nanesli vzorky do jamek.

Elektroforéza
Running pufr jsme doplnili po okraj, ptikryli vikem, umistili do ledu a zapojili
celou aparaturu do zdroje. Elektroforéza probihala pii 200 V a 0,24 A pitiblizné 50

minut. Prib¢h elektroforézy jsme vizualné kontrolovali.

Priprava membran
Na cisttm  podkladu, vrukavicich, jsme nastithali a  oznacili
polyvinylidenfluoridové membrany. Membrany jsme 1 minutu aktivovali tfepanim

v methanolu.

Western blot
Po skonceni elektroforézy jsme gely 10 minut promyli v transfer pufru a pak
spolu s membranami slozili do blotovacich sendvi¢d a blotovali za intenzivniho

chlazeni a podminek: 100 V, 0,35 A po dobu 120 minut.

Blokovani membran a inkubace v primarni protildtce

Namichali jsme si 150 ml 10 % mléka v TBS-Tween 0,05 %. Po blottingu jsme
rozlozili sendvi¢ a podle molekulového markeru jsme zkontrolovali spravnost a
efektivnost blottingu. Membrany jsme umistili do misky s TBS a tiepali 2 x 5 minut.
Membrany jsme blokovali v pfipraveném mléku pfi pokojové teploté 60 minut. Po
blokaci jsme je promyli 2 x 5 minut v TBS. Z parafilmu jsme si pfipravili pouzdra,
vlozili do nich membrany, pfevrstvili nafedénou primarni protilaitkou (tab. 4) a

inkubovali za mirného tfepani ptes noc pii 4 °C.

Inkubace se sekundarni protilatkou
Membrany jsme po inkubaci s primarni protilatkou promyvali 5 x 10 minut v
TBS s Tweenem 0,05 % a 1 x 10 minut v TBS. Poté jsme je nechali inkubovat se

sekundarni protilatkou (1:1000 — 1:25000 dle protilatky - tab. 4) v 5 % mléku v TBS
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s Tweenem 0,05 % po dobu 60 minut pii pokojové teploté. Membrany jsme opét hodinu

promyvali.

Detekce

Membrany jsme nechali 1 minutu inkubovat v chemiluminiscencnim roztoku
(ECL, Chemiluminiscence blotting substrate, Roche). Signal jsme zachytili na
modrocitlivé filmy (Foma, Hradec Kralové). Filmy jsme zpracovavali v chemikaliich

Adefo a vyvolavacim automatu Fomei.

Roztoky a chemikalie:
v 12 % SDS polyakrylamidovy gel
v" Running pufr (pH 8,3) — TRIS-base (15,0 g), glycin (72,0 g), SDS (2,5 g),

deionizovana voda (doplnéno na celkovy objem 2500 ml)

v Vzorkovaci pufr - 3x koncentrovany vzorkovaci SDS pufr, p-merkaptoethanol,
bromfenolova modf

v’ Transfer pufr - TRIS-base (15,15 g), glycin (72,0 g), methanol (1000 ml),
deionizovana voda (doplnéno na celkovy objem 5000 ml)

v 10x koncentrovany TBS (pH 7,6) — TRIS-base (48,4 g), NaCl (160,0 g), 1 mol/l
HCI (76 ml), deionizovana voda (dopInéno na celkovy objem 2000 ml)

v" TBS — michan ze zasobniho roztoku 10x koncentrovaného TBS — 1 TBS:9 dH,O

TBS-0,05 % Tween 20 — 1 ml Tween 20 + 200 ml 10x TBS + 1800 ml dH,O

<\

v" Primarni a sekundarni protilatky

Tab. 3 Slozeni zaostfovaciho a rozdélovaciho gelu (mnozstvi na ptipravu 2 geli)

Zaostiovaci 4 % | Rozdélovaci 12 %
dH,O 3,05 ml 5,0 ml
Tris-HCI 1,5 mmol/l (pH 8,8) | --- 3,75 ml
Tris-HCI 1,5 mmol/l (pH 6,8) | 1,25 ml -
Akrylamid (30 %) 0,65 ml 6,0 ml
SDS 75 ul 75 pl
APS 37,5 ul 37,5 ul
TEMED 3,75 ul Sul
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Tab. 4 Ptvod, vyrobce, fedéni primarnich a sekundarnich protilatek

Protilatky pivod primarni sekundarni | fedéni vyrobce
p53 mys 1:750 1:2000 mléko Exbio
p53_Serl5 kralik 1:1000 1:1000 BSA Cell
Signaling
p53_Ser392 | mys 1:500 1:2000 BSA Exbio
ERK mys 1:2000 1:2000 mléko Cell
Signaling
p21 mys$ 1:1000 1:1000 mléko Sigma
lamin-B mys 1:100 1:1000 mléko Calbiochem
aktin mys$ 1:20000 1:25000 mléko Sigma
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3.2 Pristroje

Inkubator 16150 Juan

Centrifuga Hermle Z 323 K

Centrifuga BR4

Centrifuga MPW

Centrifuga Hettich, Universal 32R

Protean 3 (Biorad, Praha, CZ)

Minihybridizér Probiot Jp.

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

Hlubokomrazici box Sanyo

Vyvolavaci automat Fomei

LR N N N N N N N N SR VRN

Spektrofotometr Tecan Infinite M200
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4 Vvysledkova cast

4.1 Proliferac¢ni aktivita a viabilita bunék MOLT-4 po
pusobeni mitoxantronu

Bunky MOLT-4 byly kultivovany v IMDM médiu a inkubovany pii 37 °C
v kontrolované 5 % CO, atmosféte. Na po&atku jsme nasazovali vzdy 2 x 10° bunék do
1 ml. Buiky jsme vystavovali riznym dédvkam mitoxantronu a sledovali jsme jejich
proliferacni aktivitu. V intervalech 1, 2, 3, 4 a 7 dni jsme odebrali z rakvicek 50 pl
bunécné suspenze, pridali ji k 50 pl trypanové modfi, a nasledné jsme bunky pocitali
v Biirkerové komtirce. Provedli jsme tfi nezavislé experimenty, z nichz byl stanoven
primér a smérodatné odchylky. Ze ziskanych hodnot jsme vytvoftili grafy zavislosti
poctu zivych a mrtvych bun¢k po ptisobeni danych koncentraci mitoxantronu na case.
Cilem tohoto experimentu bylo zjistit, jak pfislusné koncentrace ovliviuji viabilitu

buné¢k a vybrat vhodné davkové schéma pro dalsi pokusy.

Vliv mitoxantronu na bunnky MOLT4

__ 400
E 350 4
> —e— kontrola
5 300 A
v —8—0,1 nMMTX
* 250 -
X —&— 1 nMMTX
=
'@ 200 - —— 10 nMMTX
=]
2 150 | —%— 0,2 NMMTX
& —e— 0,5 nMMTX
S 100 +
N —+—0,7 nMMTX
9 50
o
2 0

0 2 4 6 8

¢as (dny)

Obr. 9 Graf zavislosti poctu zivych buné€k na ase po plsobeni riznych koncentraci
mitoxantronu
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Vliv mitoxantronu na buriky MOLT-4
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Obr. 10 Graf zavislosti poc¢tu mrtvych bunék na ¢ase po pisobeni riiznych koncentraci
mitoxantronu

Kontrolni skupinu tvofily mitoxantronem neovlivnéné buiky. Prabéh kontrolni
ktivky v grafu proliferace (obr. 9) i viability (obr. 10) naznacuje, Ze experiment prob¢hl
za vhodnych podminek. Sledujeme logaritmicky nartist poctu zivych bunék na Case,
procento mrtvych bunék se s Casem témef neméni.

Po ptisobeni 0,1 nmol/l mitoxantronu sledujeme po 1, 2, 3 a 4 dnech mirny
vzestup poctu zivych buné€k, stoupa i procento bun¢k mrtvych. Témér stejny pribéh
sledujeme v téchto intervalech vystavime-li buniky koncentraci 0,2 nmol/l mitoxantronu.
Po 7 dnech pisobeni 0,1 nmol/l mitoxantronu dochazi k vyraznému nartstu poctu
zivych bunck a poklesu poctu bunék mrtvych. Tato tendence se projevuje také po
pusobeni 0,2 nmol/l mitoxantronu, avSak v mensi mife. Koncentrace 0,1 a 0,2 nmol/l
bezprostfedné¢ nevede k usmrceni bunck, po delSim intervalu piisobeni dochazi
k adaptaci bun€k a obnovuje se jejich Zivotaschopnost. Plsobime-li na buiiky
koncentraci 0,5 nmol/l mitoxantronu dochazi k postupnému poklesu poctu zivych bunék
a vyraznému narustu poctu buné¢k mrtvych. Po tydennim ptisobeni je tato koncentrace
jiz absolutn¢ letalni. Kfivky viability po plsobeni 1 nmol/l mitoxantronu ukazuji
postupny pokles prolifera¢ni aktivity bunék v ¢ase. Po tfech dnech ptlisobeni jsou jiz
vSechny buiky usmrceny. Kiivky zndzorfujici plsobeni koncentrace 10 nmol/l
mitoxantronu ukazuji nejstrméjsi poklesy poctu zivych bun€k a nérlsty poctu bunék
mrtvych. DNA poskozeni je nereparovatelné, po druhém dni plsobeni je jiz tato

koncentrace pro buiiky absolutné letalni (obr. 9, 10).
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Z uvedenych zavislosti je patrné, ze nejvhodnéjsi koncentrace pro dalsi studia se
pohybuji v rozmezi koncentraci 0,1 — 0,5 nmol/l. Pro dalsi experimenty jsme vybrali

koncentrace mitoxantronu 0,1 a 0,5 nmol/I.

4.2 Proliferac¢ni aktivita a viabilita bunék MOLT-4 po
pusobeni mitoxantronu a inhibitoru U0126

V tomto experimentu jsme stanovili pocet a viabilitu bunék MOLT-4 v reakci na
0,1 a 0,5 nmol/l mitoxantron, na inhibitor U0126 a jejich kombinace. Buiiky byly
kultivovany v IMDM médiu a inkubovany pii 37 °C v kontrolované 5 % CO,
atmosféie. Na pocatku jsme nasazovali 1,5 x 10° bunék do 1 ml. Buiiky jsme pogitali
vzdy prvni a tfeti den inkubace sdanymi latkami. Provedli jsme tfi nezavislé
experimenty, z nichz byl stanoven primeér a smérodatna odchylka. Ze ziskanych hodnot
jsme vytvortili grafy zavislosti poctu Zivych a mrtvych bun¢k po ptisobeni danych latek

na Case.

Vliv mitoxantronu a inhibitoru U0126 na buriky MOLT -4
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Obr. 11 Graf zavislosti poctu zivych bun€k na ¢ase po ptisobeni mitoxantronu, U0126
a jejich kombinaci
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Vliv mitoxantronu a inhibitoru U0126 na bunnky MOLT-4
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Obr. 12 Graf zavislosti poctu mrtvych bun€k na Case po plsobeni mitoxantronu,
U0126 a jejich kombinaci

V souladu s piedchozim zjisténim se po plsobeni 0,1 nmol/l mitoxantronu pocet
zivych bunék postupné zvysuje, zatimco po pisobeni 0,5 nmol/l mitoxantronu jejich
pocet klesa a tfeti den plsobeni jsou jiz vSechny buniky mrtvé. Po piisobeni samotného
U0126 dochazi k mirn€ snizené proliferaci a mirnému snizeni viability oproti kontrole.
U0126 inhibici MEK1/2 vyfadi jednu z moZznych cest vedouci k podpote bunécného
rustu (Roux a Blenis, 2004) a pravdépodobné tak zplsobi vyssi odumirani bungk.
Porovname-li plsobeni samotného mitoxantronu a mitoxantronu v kombinaci
s inhibitorem U0126, pribéh kiivky se znateln¢ meéni. Po prvnim dni plisobeni
mitoxantronu v kombinaci s U0126 je pocet zivych bun€k niz§i nez po pusobeni
samotného mitoxantronu a stoupa procento mrtvych bunék. Tteti den plisobeni 0,1 a 0,5
nmol/l mitoxantronu v kombinaci s U0126 je pro buiiky jiz absolutné letalni (obr. 11,
12). Miizeme konstatovat, Ze po poskozeni DNA samotnym mitoxantronem je do d¢&ji
zapojena cesta MEK1/2-ERK1/2, podporujici bunécnou proliferaci, a apoptézou umira
méné¢ bunck. Inhibujeme-li vlivem pulsobeni inhibitoru U0126 kinazu MEK1/2,
nedochazi k aktivaci ERK1/2, cesta pro pteziti bun¢k je blokovana a po pulsobeni

mitoxantronu umira vice bunék.
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4.3 Detekce apoptézy pomoci priitokové cytometrie

Pouzitim této metody od sebe mlizeme rozlisit rizna stadia apoptdzy a nekrozu.
Podle zmén v bunééné membrané mizeme apoptdzu rozdélit na ¢asnou a pozdni. Pii
Casné apoptdze je bariérova a transportni funkce membrany jeste¢ zachovana, pii pozdni
apoptdze nikoliv. Dvojim znacenim bunc¢k Annexinem V a propidium jodidem (PI) od
sebe mtizeme jednotlivé typy bunééné smrti rozlisit.

Molekuly fosfatidylserinu jsou v zivych bunikdch umistény pouze na vnitini
stran¢ cytoplazmatické membrany. Jednim z projevi Casné apoptdzy je translokace
molekuly fosfatidylserinu z vnitini na vnéjsi stranu cytoplazmatické membrany. Na tuto
molekulu se za pfitomnosti Ca’" vaze Annexin V (Vavrova et al.,, 2002). U &asné
apoptotickych bunék je membrana jesté nepropustna pro PI. Casné apoptotické buiiky
jsou tedy Annexin V pozitivni a PI negativni. V pozdné apoptotickych a nekrotickych
buitkdch PI pronikd narusenou cytoplazmatickou membranou do cytoplazmy a
specificky se vaze na nukleové kyseliny. Pozdné€ apoptotické buiiky jsou Annexin V i PI
pozitivni. Naproti tomu zivé buiiky jsou Annexin V i PI negativni.

V experimentu jsme stanovili apoptézu bunék MOLT-4 v reakci na 0,1 a 0,5
nmol/l mitoxantron, na inhibitor U0126 a jejich kombinace. Prvni skupinu tvofily
kontrolni buiky, v druhé skupiné¢ jsme builkky vystavovali pisobeni 0,1 nmol/l
mitoxantronu, v tfeti byly vystaveny 0,5 nmol/l mitoxantronu. Ve ¢tvrté skupiné jsme
na bunky pisobili pouze inhibitorem U0126, v paté 0,1 nmol/l mitoxantronem
v kombinaci s inhibitorem U0126, v Sesté 0,5 nmol/l mitoxantronem v kombinaci
s inhibitorem U0126. Méfeni jsme provadeli na priitokovém cytometru Cell Lab Quanta
SC po 24 a 72 hodinovém ptisobeni danych latek. Vysledky byly zpracovany do grafii
pomoci programu WinMDI2.8.
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4.3.1 Analyza Annexin V/PI

4.3.1.1 Analyza Annexin V/PI za 24 hodin
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Obr. 13 a-f Analyza ¢asné a pozdn¢ apoptotickych bunék MOLT-4 pomoci dvojiho

znaceni Annexinem V a PI po 24 hodinovém pusobeni U0126, 0,1 a 0,5 nmol/l
mitoxantronu a jejich kombinaci
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4.3.1.2 Analyza Annexin V/PI za 72 hodin
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Obr. 14 a-f Analyza Casné a pozdné apoptotickych bunck MOLT-4 pomoci dvojiho
znaceni Annexinem V a PI po 72 hodinovém pusobeni U0126, 0,1 a 0,5 nmol/l
mitoxantronu a jejich kombinaci
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V kontrolni skupiné se po 24 hodinach inkubace vyskytuje 73,5 % zivych bungk,
14,5 % casné apoptotickych bunék a 9,1 % pozdné apoptotickych bunék (obr. 13 a). Po
72 hodinach je v kontrolni skupiné patrny ndrast zivych bunék a pokles bunék
apoptotickych. Procento zivych bun€k ¢ini 77,9 %, casné apoptotickych 14,3 % a
pozdné apoptotickych 6,9 % (obr. 14 a).

Srovname-li kontrolni buniky a buiiky ovlivnéné 0,1 nmol/l mitoxantronem, po
24 hodinach jeste tato koncentrace nevede ke zvysené apoptoze (obr. 13 a, c). Vliv 0,1
nmol/l mitoxantronu se zde projevil az po 72 hodinovém ptsobeni, kdy doslo ke sniZeni
poctu zivych bunék na 32,4 %, zvySeni poctu ¢asné apoptotickych bun¢k na 38,6 % a
pozdné apoptotickych na 24,6 % (obr. 14 c).

Pii kombinaci 0,1 nmol/l mitoxantronu s inhibitorem U0126 dochazi oproti
pusobeni samotného mitoxantronu ke zvySené apoptoze. Po 24 hodinovém ptisobeni 0,1
nmol/l mitoxantronu s U0126 ¢ini pocet zivych bun¢k 71,3 %, ¢asné apoptotickych 21,5
% a pozdn¢ apoptotickych 6,8 % (obr. 13 d). Po 72 hodinovém pulisobeni dochazi
k vyraznéjSim zménam, pocet zivych bunék je 18 %, casn¢ apoptotickych 45,9 % a
pozdné apoptotickych 32,6 % (obr. 14 d). U0126 inhibici MEK1/2 zastavi cestu
napomahajici bunécné proliferaci a prezivani, a tak po poSkozeni DNA mitoxantronem
je vice buné¢k posilano do apoptozy.

Pii aplikaci 0,5 nmol/l mitoxantronu je po 24 hodinach plisobeni patrny nartst
casné apoptotickych bun€k na 24,3 %, pozdné apoptotickych bunék je 9,8 %, Zivych
64,9 % (obr. 13 e). Po 72 hodinovém piisobeni 0,5 nmol/l mitoxantronu jsou téméf
veskeré bunky poslany do apoptdzy, Casné apoptotickych bunék je 76,2 %, pozdné
apoptotickych 17,6 %, zivych pouze 5,1 % (obr. 14 e).

Po 24 hodinovém piisobeni 0,5 nmol/l mitoxantronu s U0126 ¢ini pocet ¢asné
apoptotickych bun&k 36 %, pozdné apoptotickych 42,4 % a zivych 16,9 % (obr. 13 f).
Po 72 hodinach je pocet ¢asné apoptotickych bun¢k 79,5 %, pozdné apoptotickych 13,9
% a Zivych pouze 5,9 % (obr. 14 f). Srovnadme-li plisobeni samotného 0,5 nmol/l
mitoxantronu a 0,5 nmol/l mitoxantronu s inhibitorem U0126, je opét patrné, Ze inhibici
MEK1/2 dochazi vlivem plsobeni mitoxantronu ke zvySené apoptdze nez bez inhibice

této kindzy, coz je patrné zejména 24 hodin po ovlivnéni.
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4.3.2 Jednoparametrické histogramy Annexin V/FITC

4.3.2.1 Jednoparametrické histogramy Annexin V/FITC za 24 hodin
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Obr. 15 a-f Jednoparametrické histogramy Annexin V/FITC po 24 hodinovém
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4.3.2.2 Jednoparametrické histogramy Annexin V/FITC za 24 hodin
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Obr. 16 a-f Jednoparametrické histogramy Annexin V/FITC po 72 hodinovém
pusobeni U0126, 0,1 a 0,5 nmol/l mitoxantronu a jejich kombinaci

Na histogramech je pro lepsi piehlednost ukazano zastoupeni apoptotickych
bun¢k (obr. 15 a-f, 16 a-f). Na ose x je znazornéna intenzita fluorescence Annexin V-

FITC, na ose y pocet bunck. Procenta udavaji celkovy pocet apoptotickych bunék a

koreluji s predchozi analyzou Annexin V/PI.
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4.3.3 Dvouparametricka analyza Side-scatter/objem

4.3.3.1 Dvouparametricka analyza Side-scatter/objem za 24 hodin

a) kontrola b) U0126
17.7 % 23.4 %
2| 2|
EU 1023 ‘D_u 1023
Electronic Yolume Electranic Yolume
¢) 0,1 nmol/l mtx d) 0,1 nmol/l mtx + U0126
15.7 % 27.7 %

Side Scatter
102

Side Scatter
a0

10

100
107

1] 1023 a 1023
Electronic “Yolume Electronic Yaolume
e) 0,5 nmol/l mtx ) 0,5 nmol/l mtx + U0126
5 =
22.4 % 77.0 %
= El
b o
By L
ot a=]
2 2
in in
- 1] 1023 - 0 1023
Electronic “Yolume Electronic Yolume

Obr. 17 a-f Detekce apoptdézy u bunck MOLT-4 pomoci dvouparametrické analyzy
Side-scatter/objem po 24 hodinovém ptisobeni U0126, 0,1 a 0,5 nmol/l mitoxantronu a
jejich kombinaci
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4.3.3.2 Dvouparametricka analyza Side-scatter/objem za 72 hodin
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Obr. 18 a-f Detekce apoptozy u bunck MOLT-4 pomoci dvouparametrické analyzy
Side-scatter/objem po 72 hodinovém ptisobeni U0126, 0,1 a 0,5 nmol/l mitoxantronu a
jejich kombinaci
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Pti této analyze sledujeme dva optické parametry: bo¢ni rozptyl paprsku (side
scatter), jenz urcuje strukturu membranového povrchu a cytoplazmy, a dopfedny rozptyl
paprsku (forward scatter), ktery urcuje velikost bunék. U pratokového cytometru Cell
Lab Quanta odpovidd hodnota doptfedného rozptylu elektronickému objemu (EV). U
apoptotickych bun¢k dochazi typicky ke snizeni objemu a ke zvyseni granularity, coZ je
na grafech patrné jako snizeni EV a zvyseni bo¢niho rozptylu.

Pomoci této metody jsme také detekovali mnozstvi apoptotickych bun¢k. Po 24
hodinovém pisobeni 0,1 nmol/l mitoxantronu je v apoptoze 15,7 % bunék, zatimco
v kombinaci s inhibitorem se jejich pocet zvySuje na 27,7 % (obr. 17 ¢, d). U 0,5 nmol/l
mitoxantronu je tendence stejnd, v apoptoze se nachazi 22,4 % bunck a v kombinaci
s inhibitorem U0126 je to jiz 77 % (obr. 17 e, f). Stejny trend je patrny i po 72
hodinovém plisobeni 0,1 nmol/l mitoxantronu, kdy je apoptotickych bun¢k 65,2 % a v
kombinaci s inhibitorem U0126 ¢ini apoptotické bunky 80,5 % (obr. 18 ¢, d). Po 72
hodinovém ptisobeni samotného 0,5 nmol/l mitoxantronu a jeho kombinaci s U0126 uz
nelze hodnotit rozdily, vS§echny bunky jsou jiz mrtvé (obr. 18 e, f). Opét je tedy patrné,
ze inhibice MEK1/2-ERK1/2 kaskddy zvySuje citlivost bunék MOLT-4 k indukci
apoptdzy mitoxantronem.

Srovname-li ptsobeni samotné¢ho inhibitoru U0126 na bunky MOLT-4
s kontrolou, je patrné, ze po 24 i 72 hodinovém plisobeni inhibitoru umira apoptézou o
néco vice bun¢k (obr. 17 b, 18 b). Miizeme konstatovat, ze U0126 inhibici MEK1/2 ma

jisty vliv na proliferaci bunck MOLT-4, a to v proapoptotickém smyslu.

4.4 DNA analyza

Obsah DNA v buiice se v jednotlivych fazich bunééného cyklu méni. Bunky
v G1 fazi maji jednu sadu chromosomt, v S fazi dochazi k replikaci jaderné DNA a na
konci této faze jadro obsahuje dvojnasobné mnozstvi DNA. V G2/M fazi tedy jadro
obsahuje diploidni pocet chromosomu. Pusobi-li na bunky proapoptotické agens,
dochazi k fragmentaci DNA, k naruSeni cytoplazmatické membrany, a tak k iniku DNA
z bunky. Snizené mnozstvi DNA detekujeme v tzv. sub G1 vrcholu, ktery predstavuje
apoptotické bunky.

Na pratokovém cytometru Cell Lab Quanta SC jsme analyzovali obsah DNA
v jednotlivych fazich bunécného cyklu. Obsah DNA jsme detekovali pomoci
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fluorescen¢niho barviva propidium jodidu, které se specificky a stechiometricky vaze na
jadernou DNA. Intenzita fluorescence tak odpovida mnozstvi DNA v buiice. Stanovili
jsme zmény bunécéného cyklu v reakci na 0,1 a 0,5 nmol/l mitoxantron, na inhibitor
U0126 a jejich kombinace po 24 a 72 hodinovém piisobeni.

Vysledné grafy byly zpracovany v programu WinMDI2.8 a zndzorfuji zavislost

mnozstvi bunek v jednotlivych fazich bunééného cyklu na obsahu jaderné DNA.

4.4.1 DNA analyza 24 hodin
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Obr. 19 DNA analyza bunék MOLT-4 po 24 hodinovém ptisobeni 0,1 a 0,5 nmol/l
mitoxantronu, U0126 a jejich kombinaci

DNA analyza za 24 hodin ukazala podstatngj$i zmény v bunééném cyklu po
pusobeni 0,5 nmol/l mitoxantronu, kdy dochézi k nartistu apoptotickych bunék na 14 %
a k akumulaci 31 % ovlivnénych bun¢k v G2/M fazi. K podobnym zméndm dochazi po
pusobeni 0,5 nmol/l mitoxantronu v kombinaci s inhibitorem U0126. V sub G1 vrcholu
se nachazi okolo 13 % apoptotickych bun¢k a v G2/M fazi je zastaveno 44 % bunék. U
kontrolni skupiny je v G2/M fazi 11 % bunék (obr. 19).
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4.4.2 DNA analyza 72 hodin
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Obr. 20 DNA analyza bunék MOLT-4 po 72 hodinovém ptsobeni 0,1 a 0,5 nmol/l

mitoxantronu, U0126 a jejich kombinaci

Po 72 hodinach pisobeni 0,5 nmol/l mitoxantronu jsou jiz vSechny bunky

usmrceny, po pusobeni 0,1 nmol/l mitoxantronu je znatelny mirny nardst apoptotickych

bunék, v sub G1 fazi se nachdzi 3 % bunék. V kombinaci 0,1 nmol/l mitoxantronu

s inhibitorem U0126 se pocet apoptotickych bunék zvySuje, v sub Gl fazi se jich

vyskytuje 27 % (obr. 20).

Zavérem lze konstatovat, ze mitoxantron zpusobuje u bunék MOLT-4 zéastavu

bunééného cyklu v G2/M fazi nasledovanou rozvojem apoptdzy, coz je v souladu

s mechanismem jeho pulsobeni (indukce DSB inhibici topoisomerazy II). Inhibice

MEK1/2 kinazy pomoci U0126 tuto zastavu bunécného cyklu nenarusuje. Zaroven je

patrnad zvysena citlivost bunék MOLT-4 s inhibovanou MEK1/2 k apoptoze vyvolané

mitoxantronem.
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4.5 Elektroforéza a Western blotting

Pomoci téchto metod jsme stanovili expresi a posttransla¢ni modifikace proteinu
p53 a dalSich proteini. Celkem jsme si pfipravili 4 skupiny vzorki. Prvni skupinu
sledovanych bunék tvofila kontrola, ve druhé skupiné jsme buiiky vystavovali ptisobeni
0,5 nmol/l mitoxantronu, v dal§i samotnému inhibitoru U0126 a na posledni skupinu
jsme puasobili 0,5 nmol/l mitoxantronem v kombinaci s inhibitorem U0126. Tyto 4
vzorky jsme zlyzovali po 4 a 24 hodinach po aplikaci uvedenych latek.

Po elektroforetickém  rozdéleni jsme  proteiny  pieblotovali  na
polyvinyldifluoridovou membranu a detekovali pomoci ptislusnych
chemiluminiscencné znacenych protilatek. Vysledny signal urCujici mnozstvi proteini
v bufice jsme zachytili na modrocitlivé filmy.

Ke kvantifikaci mnoZstvi proteinti jsme pouZili pocitacové méteni integrované
optické denzity. Fotografické snimky jednotlivych skupin proteinti jsme analyzovali
pomoci programu Bio-Rad Laboratories Quantity One 1-D Analysis Software.
Vysledky integrované optické denzity jsme graficky zpracovali do sloupcovych graft,
které ukazuji kvantitativni zastoupeni proteinii v jednotlivych testovanych skupinach
bunék.

Zamg¢fili jsme se na expresi proteind podilejicich se na zastavé bunécného cyklu,
reparaci poskozeni DNA a na procesu apoptdzy. Sledovali jsme protein p53, ktery
spousti v zavislosti na mife poskozeni DNA bud’ mechanismy vedouci k programované
smrti buiilky nebo indukuje zastaveni bunéného cyklu v Gl fazi, dale jeho
posttranslacni modifikace, fosforylaci p53 na serinu 15 a fosforylaci p53 na serinu 392.
Dale jsme detekovali p21, protein inhibujici cyklin dependetni kindzy a hrajici tak
dalezitou ulohu pfti kontrole bunécné proliferace. V jednotlivych skupinach jsme dale
stanovili kinazu ERK1/2, fragmentaci proteinu jaderné membrany laminu B a na zavér

jsme detekci aktinu zkontrolovali nanasku proteint.

4.5.1 Exprese proteini

Dle ptredpokladu je exprese proteinu p53 v kontrolni skupiné velmi mala.
V odpovédi na mitoxantronem vyvolané poskozeni DNA doslo k vyraznému zvyseni
mnozstvi p53, a to po 4 i 24 hodinach plsobeni tohoto cytostatika (obr. 21 - 2, 6 a). Po

ovlivnéni bunék mitoxantronem v kombinaci s inhibitorem UQ126 (obr. 21 — 4, 8 a)
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doslo ke srovnatelné akumulaci tohoto proteinu v burice jako po ovlivnéni samotnym
mitoxantronem (obr. 21 — 2, 6 a). Mizeme piedpokladat, ze inhibice MEK1/2 pomoci
U0126 u mitoxantronem ovlivnénych bunék MOLT-4 nema vliv na expresi proteinu
p53. Po plsobeni samotného inhibitoru U0126 avSak pozorujeme mirny narist mnozstvi
p53. Zda se, Ze nami inhibovana cesta MEK1/2-ERK1/2 je u leukemickych bunck
MOLT-4 né&jakym zpiisobem zapojena do kaskad regulujicich hladinu proteinu p53.
Bylo prokazano, ze u nékterych bunéénych typt se kinazy MEK1/2-ERK1/2 podili na
aktivaci negativniho regulatoru p53 proteinu Mdm-2 jeho fosforylaci na serinu 166
(Malmlof et al., 2007) a zvySenim jeho syntézy (Phelps et al., 2005), coz by
vysvétlovalo ndmi pozorovanou mirnou akumulaci p53 po ptisobeni samotného U0126.

Dale jsme hodnotili posttranslacni modifikace p53, konkrétn¢ fosforylaci na
serinu 15 a na serinu 392, které jsou nutné pro jeho spravnou funkci (obr. 21 b, c, 22).
Ob¢ tyto modifikace stabilizuji protein p53. Fosforylace na serinu 15 vede k inhibici
interakce s Mdm2, coz vede k prodlouzeni zivotnosti p53 (Tichy, 2008). Nejvyssi
fosforylace p53 na Ser 15 je patrna po pusobeni mitoxantronu samotného a v jeho
kombinaci s U0126 24 hodin po expozici. Mira fosforylace u obou skupin se zda byt
totozna (obr. 21 - 6, 8 b), inhibice MEK1/2 v buitkach MOLT-4 pravdépodobné nijak
neovlivituje fosforylaci p53 vyvolanou mitoxantronem. V mens$i mife dochazi
k fosforylaci p53 na Ser 15 i po 4 hodinach pisobeni mitoxantronu samotného i v jeho
kombinaci s U0126 (obr. 21 - 2,4 b).

Fosforylace na serinu 392 zprostiedkovava stabilizaci proteinu p53 tim, zvySuje
jeho schopnost vazat se na specifické sekvence DNA (Thompson et al., 2004).
Fosforylace p53 na Ser 392 koreluje v naSich vysledcich s vySe popsanou fosforylaci
na Ser 15. Nejvyssi fosforylace na Ser 392 je viditelnd po 24 hodinovém putisobeni
samotného mitoxantronu a v jeho kombinaci s U0126. Mnozstvi fosforylované¢ho p53
na Ser 392 u obou skupin se opét ramcoveé shoduji (obr. 21 - 6, 8 ¢). Stejné jako u
fosforylace p53 na Ser 15, i zde neni zde patrny vliv U0126 na fosforylaci p53. Dle
predpokladu se wu kontrolnich skupin nevyskytuje zadna ze sledovanych
fosforylovanych forem p53. Toto zjisténi rovnéZz podporuje nasSi hypotézu, Zze
akumulace p53 vbuikach MOLT-4 po pisobeni samotného UO0126 nesouvisi
s modifikacemi p53, ale s regulaci aktivity Mdm-2.

Soucasné znalosti charakterizujici vzajemné ovlivnéni signalnich drah MEK1/2-
ERK1/2 a ATM-p53 v reakci na poskozeni DNA jsou nedostate¢né. Golding et al.
(2007) prokazuji u bun¢k maligniho gliomu, ze inhibice MEK1/2-ERK1/2 snizuje
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vyznamn¢ aktivaci ATM kinazy v odpovédi na DSB a zarovei Ze inhibice ATM snizuje
zafenim indukovanou aktivaci ERK1/2. Yan et al. (2007) pii inhibici MEK1/2-ERK1/2
u bunék karcinomu prsu MCF-7 po ozafeni nepozorovali snizeni aktivace ATM, avSak
prokazuji snizeni aktivace ATR, a zaroven pii inhibici ATM a ATR nepozorovali
pokles zatenim vyvolané aktivace ERK1/2. Nase zjisténi u leukemické linie MOLT-4
vedou k zavéru, ze u tohoto bunééného typu inhibice signalni kaskady MEKI1/2-
ERK1/2 zvySuje citlivost buné€k k mitoxatronem indukované apoptdze, avsak
neovlivituje vyznamné aktivaci a akumulaci p53.

Po poskozeni DNA vyvola protein p53 transkripci genu pro protein p21, ktery
inhibuje cyklin dependentni kinazy. V disledku této inhibice pak dochazi k pozastaveni
bunééného cyklu v Gl fazi (Agarwal et al., 1998). Po 4 hodinach pulsobeni
mitoxantronu, ani v jeho kombinaci s U0126, jesté nedochazi k expresi proteinu p21,
exprese tohoto proteinu je patrna po 24 hodinovém plisobeni samotného mitoxantronu a
v jeho kombinaci s U0126 (obr. 21 — 6, 8 g, 23). Vysledek logicky koreluje s vysledky
p53 a jeho fosforylovanych forem po 24 hodinach, mizeme predpokladat navaznost
déju, kdy po 24 hodinach aktivovany p53 vyvolava u bunék MOLT-4 transkripci genu
pro protein p21. V kontrolni skupin€ neni protein p21 exprimovan, stejné€ tak je tomu i u
bunék vystavenych ptsobeni inhibitoru U0126.

Lamin B je strukturni protein jaderné membrany o velikosti 68 kDa. Pfi aktivaci
apoptotickych drah dochazi k jeho Stépeni kaspazami na fragment o velikosti 28 kDa.
Po 4 hodinovém plisobeni mitoxantronu jest¢ neni patrné Stépeni tohoto proteinu, avSak
po 24 hodinovém plisobeni jsou jiz kaspazy plné aktivovany a apoptoticky proces je
spustén. Na obr. ¢. 21 - 6 d jsou zachyceny fragmenty laminu B. V&t§i mnozstvi
fragmentl jsme detekovali po plisobeni mitoxantronu v kombinaci s U0126 (obr. 24),
coz koreluje se zvySenim apoptozy detekovanym pomoci pritokové cytometrie.

ERK kinazy patfi do rodiny mitogeny aktivovanych protein kindz (MAPK).
Vyskytuji se v kazdé buiice, kde slouzi jako vyznamni regulatoii bunécné proliferace
(Qi a Elion, 2005). Exprese ERK1/2 je u vSech sledovanych skupin totozna, tyto kinazy
jsou exprimovany nezavisle na ptisobeni nami sledovanych latek (obr. 21 e).

Pro kontrolu spravné nanasky jsme stanovili B-aktin. Jedna se o cytoskeletarni
protein vyskytujici se v kazdé bunice. VSechny nami sledované skupiny obsahuji stejné

mnozstvi tohoto proteinu (obr. 21 f).
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Obr. 21 a-g Fotografické snimky z Western blottingu, vzorky : 1, 5 — kontrola, 2, 6 —
mitoxantron, 3, 7 — inhibitor U0126, 4, 8 — mitoxantron v kombinaci s U0126 po 4 (vz.
¢.1,2,3,4)a24 (vz.¢. 5, 6, 7, 8) hodinovém piisobeni
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Obr. 22 Exprese proteintt p53, p53_Serl5, p53 Ser392 u bunék MOLT-4 vyjadiena
pomoci integrované optické denzity : 1, 5 — kontrola, 2, 6 — mitoxantron, 3, 7 — inhibitor
U0126, 4, 8 — mitoxantron v kombinaci s U0126 po 4 (vz. €. 1, 2,3,4)a 24 (vz.C. 5, 6,
7, 8) hodinovém plisobeni
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Obr. 23 Exprese proteinu p21 u bunék MOLT-4 vyjadiena pomoci integrované optické
denzity : 1, 5 — kontrola, 2, 6 — mitoxantron, 3, 7 — inhibitor U0126, 4, 8 — mitoxantron
v kombinaci s U0126 po 4 (vz.¢. 1,2, 3,4) a24 (vz. ¢. 5, 6, 7, 8) hodinovém plisobeni
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Obr. 24 Exprese laminu B u bunck MOLT-4 vyjadfena pomoci integrované optické
denzity : 1, 5 — kontrola, 2, 6 — mitoxantron, 3, 7 — inhibitor U0126, 4, 8 — mitoxantron
v kombinaci s U0126 po 4 (vz. €. 1,2, 3,4) a24 (vz. ¢. 5, 6, 7, 8) hodinovém plisobeni
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5 Zavér

V nasi praci jsme na modelové bunécné linii MOLT-4 odvozené od lidské T-
lymfocytarni leukémie studovali, jakym zptisobem ovliviiuje biochemické cesty
inhibice MEK /2 kindzy po mitoxantronem vyvolaném poskozeni DNA. Ke studiu této
problematiky jsme pouzili flow-cytometrické metody, elektroforézu a Western blotting
s naslednou imunodetekci.

Na pocatku nasi prace jsme hodnotili vliv riznych davek mitoxantronu na
proliferacni aktivitu bunék MOLT-4 s cilem vybrat vhodné davkové schéma pro dalsi
studii. Buniky jsme vystavovali ptisobeni mitoxantronu v rozmezi koncentraci 0,1 - 10
nmol/l a sledovali jejich proliferacni aktivitu v Case. Pro dalsi studie jsme podle
vyslednych zavislosti vybrali koncentrace 0,1 a 0,5 nmol/l.

Dale jsme pomoci sledovani proliferacni aktivity, stanoveni apoptozy a analyzy
bunécéného cyklu hodnotili vliv inhibitoru U0126 na plsobeni mitoxantronu. Nejprve
jsme stanovili pocet a viabilitu bunék MOLT-4 vreakci na 0,1 a 0,5 nmol/l
mitoxantron, na inhibitor U0126 a jejich kombinace. Zjistili jsme, ze po pusobeni
mitoxantronu v kombinaci s U0126 je pocet zivych bunc¢k niz§i nez po pulsobeni
samotné¢ho mitoxantronu a zaroven stoupa procento bunék mrtvych. Z experimentu je
patrné, ze inhibice MEK1/2 kinazy pomoci U0126 vede po mitoxantronem vyvolaném
poskozeni DNA ke zvySenému odumirani bunék. Po plsobeni samotného U0126
dochazi oproti kontrole k mirn¢ snizené proliferaci a ke snizeni viability. Inhibujeme-li
kinazu MEK1/2, nedochazi k aktivaci ERK1/2 a vlivem blokace této cesty pro pieziti
umira vice bunék. Nasledn¢ jsme pratokovou cytometrii sledovali indukci apoptozy
pomoci dualniho znaceni Annexinem V a propidium jodidem a analyzy optickych
parametrt rozptylu svétla. Indukci apoptézy u bunék MOLT-4 jsme stanovili v reakci
na 0,1 a 0,5 nmol/l mitoxantron, na inhibitor U0126 a jejich kombinace po 24 a 72
hodinach pisobeni. Prokazali jsme, Ze u bunck MOLT-4 vede ptsobeni 0,1 a 0,5 nmol/l
mitoxantronu v kombinaci s inhibitorem U0126 ke zvySené apoptdze nez pfi plusobeni
samotného 0,1 a 0,5 nmol/l mitoxantronu. Je opé€t patrné, Ze inhibici MEK1/2 dochazi
vlivem pusobeni mitoxantronu ke zvySené apoptéze nez bez inhibice této kinazy.
Muzeme konstatovat, ze inhibice MEK1/2-ERK1/2 kaskady zvySuje citlivost bun¢k
MOLT-4 k indukci apoptézy vyvolané mitoxantronem. Pro lepsi piehled o prubéhu
bunécéného cyklu jsme u jednotlivych skupin zanalyzovali obsah DNA v buiice za 24 a

72 hodin po ovlivnéni. DNA analyza za 24 hodin ukdzala podstatnéjsi zmény
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v bunééném cyklu po pusobeni 0,5 nmol/l mitoxantronu, kdy dochazi k nartstu
apoptotickych bunék na 14 % a k akumulaci 31 % ovlivnénych bunék v G2/M fazi.
K podobnym zménam dochazi po ptsobeni 0,5 nmol/l mitoxantronu v kombinaci
s inhibitorem U0126. Lze fici, ze mitoxantron u bunék MOLT-4 zplsobuje zastavu
bunééného cyklu v G2/M fazi nasledovanou rozvojem apoptdzy, coz je v souladu
s mechanismem jeho pasobeni. Inhibice MEK1/2 kindzy pomoci U0126 tuto zéstavu
bunécéného cyklu nenarusuje.

V dalsi casti prace jsme studovali zmény v expresi proteind podilejicich se na
regulaci bunééného cyklu a rozvoji apoptozy po vystaveni bunck MOLT-4 0,5 nmol/l
mitoxantronu, inhibitoru U0126 a jejich kombinaci. Sledovali jsme zejména protein p53
a jeho posttranslacni modifikace, fosforylaci pS3 na serinu 15 a fosforylaci p53 na
serinu 392, dale protein p21, kinazu ERK1/2 a lamin B. Expresi proteini jsme
detekovali pomoci elektroforézy a Western blottingu s naslednou imunodetekci. Zjistili
jsme, Ze po ovlivnéni bun¢k mitoxantronem v kombinaci s inhibitorem U0126 dochazi
ke srovnatelné akumulaci tohoto proteinu v bunice jako po ovlivnéni samotnym
mitoxantronem. Predpokladame tak, ze inhibice MEKI1/2 pomoci U0126 u bunék
MOLT-4 ovlivnénych mitoxantronem nema vliv na expresi proteinu p53. Po plsobeni
samotného inhibitoru U0126 jsme ovSem pozorovali mirny nartist mnozstvi p53, a tak
se zd4, ze nami inhibovana cesta MEK1/2-ERK1/2 je u leukemickych bunék MOLT-4
né&jakym zplisobem zapojena do kaskad regulujicich hladinu proteinu p53. Je znamo, Ze
interakce mezi transkripénim faktorem p53 a jeho negativnim reguldtorem Mdm2 je
klicovym bodem v mnoha signalnich cestach, které reguluji bunécnou proliferaci a
prezivani. Ukazalo se, Ze nejen protein p53 mize regulovat hladinu Mdm2. U nékterych
bunéénych typt také kaskada MEKI1/2-ERK1/2 mlze nezéavisle na p53 regulovat
expresi Mdm2. Oba tyto proteiny jsou navzajem v autoregulatorni vazbé, coZz by
vysvétlovalo nami pozorovanou mirnou akumulaci p53 po pasobeni samotného U0126.
Dale jsme zjistili, Ze inhibice MEKI1/2 u bunék MOLT-4 pravdépodobné nijak
neovlivituje fosforylaci p53 vyvolanou mitoxantronem. K nejvyssi fosforylaci p53 na
serinu 15 doslo za 24 hodin po expozici mitoxantronu a mitoxantronu v kombinaci
s U0126. Mnozstvi fosforylovaného p53 na serinu 15 se u obou skupin ramcovée
shoduji. Stejny trend je patrny i u fosforylace p53 na serinu 392, i zde neni patrny vliv
U0126 na tuto fosforylaci. Toto zjisténi rovnéz podporuje nasi hypotézu, ze akumulace
p53 v bunkach MOLT-4 po pisobeni samotného U0126 nesouvisi s modifikacemi p53,

ale sregulaci aktivity Mdm-2. Dale jsme po 24 hodinach pasobeni mitoxantronu a
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mitoxantronu s U0126 prokazali expresi proteinu p21. Vysledek koreluje s vysledky
p53 a jeho fosforylovanych forem po 24 hodinach, mizeme predpokladat navaznost
déju, kdy po 24 hodinach aktivovany p53 vyvolava u bunék MOLT-4 transkripci genu
pro protein p2l. Dale jsme jako signal apoptotického procesu zachytili fragmenty
proteinu laminu B po 24 hodinovém plisobeni mitoxantronu, i v jeho kombinaci
s U0126. Vétsi mnozstvi fragmentd jsme detekovali po plsobeni mitoxantronu
v kombinaci s U0126, coz koreluje se zvySenim apoptézy detekovanym pomoci
priatokové cytometrie.

Souhmné mazeme fici, ze u leukemické linie MOLT-4 inhibice signalni kaskady
MEK1/2-ERK1/2 zvySuje citlivost bun¢k k mitoxatronem indukované apoptoze, avsak
neovliviiuje vyznamné aktivaci a akumulaci p53. Jakym zpiisobem je cesta MEK1/2-
ERK1/2 zapojena do signdlnich drah p53 neni doposud znamo a soucasné znalosti
charakterizujici vzéjemné ovlivnéni téchto signalnich drah v reakci na poskozeni DNA
jsou nedostatecné. Piesné zapojeni jednotlivych ¢asti MEK1/2-ERK1/2 kaskady a jejich
propojeni s ostatnimi cestami regulujicimi odpovéd’ na DNA poskozeni, jeho reparaci,

zastavu bunééného cyklu a indukci apoptdzy zlstava predmétem intenzivniho vyzkumu.
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6 Seznam zKkratek

ATM - ataxie telangiektasie-mutovana kinaza
ATP — adenosin trifosfat

DISC — smrt indukujici signalni komplex
DMSO - dimethyl sulfoxid

DNA - deoxyribonukleova kyselina

DR - death receptor

DSB — dvojity zlom DNA

EGF — epidermalni rstovy faktor

EV — elektronicky objem

FITC — fluorescein isothiokyanat

FSC — doptedny rozptyl svétla

GDP — guanosin difosfat

GTP — guanosin trifosfat

HR — homologni rekombinace

I - inhibitor

IMDM - Iskova modifikace Dulbeccova média
MTX — mitoxantron

NHEJ — nehomologni spojovani koncti
NK — natural killer

PI — propidium jodid

Rb — retinoblastoma protein

SDS — dodecyl sulfat sodny

SSC — bocni rozptyl svétla

TEMED - tetramethylethylen diamin
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Pozn. Zkratky a nazvy proteinti a gend, pro néz neni zazity ¢esky ekvivalent, nejsou

uvedeny.
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