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SOUHRN

Deaminazy jsou enzymy, které jsou soucdsti zachranné cesty syntézy nukleotidd. V
organismech se vyskytuji dva typy téchto enzymd, cytidin deamindza a deoxycytidylat
deaminaza. Zatimco cytidin deaminaza katalyzuje pfeménu cytidinu a 2'-deoxycytidinu na
uridin, respektive 2'-deoxyuridin, deoxycytidylat deaminaza katalyzuje pfeménu 2'-
deoxycytidinmonofosfatu na 2'-deoxyuridinmonofosfat. Velky vyznam maji tyto enzymy
pti 1é¢bé nadorovych a virovych onemocnéni cytidinovymi analogy, protoze velmi casto
zpusobuji deaminaci cytidinového analogu na uridinovy analog. Tato proména vétSinou
vede k inaktivaci 1é¢iv a tim ke snizeni G¢innosti 1é¢by. Mimoto existuje velka variabilita
v aktivité obou deamindz mezi jednotlivymi pacienty. TO vede k odlisné uc¢innosti 1écby

nadorovych a virovych onemocnéni.

V predklddané praci byly vyvinuty a testovany tfi nové pfistupy pro stanoveni aktivity
deaminaz zalozené na deaminaci 5-etynyl-2'-deoxycytidinu na 5-etynyl-2'-deoxyuridin a
nasledné inkorporaci vzniklého 5-etynyl-2'-deoxyuridinu do bunééné DNA. Prvni metoda
je zaloZena na stanoveni signalu inkorporovaného 5-etynyl-2'-deoxyuridinu pomoci
fluorescen¢ni mikroskopie, druhd vyuziva pro detekci signalu peroxidazu a nasledné
stanoveni absorbance. Tteti metoda je zaloZena na stanoveni signalu pomoci fluroescence
méfené pomoci CteCky desticek. Jako nejlepSi metoda byla vyhodnocena posledni
jmenovana. Tato metoda byla dale vyuzita k testovani deamina¢ni aktivity u vybranych
bunéénych linii. Vysledkem bylo pozorovani odliSnych deamina¢nich aktivit mezi
jednotlivymi bunéénymi liniemi, pficemz se ukazalo, Ze vyznamnou roli hraji oba enzymy,
jak cytidin deaminaza tak i deoxycytidylat deaminaza, a to v zavislosti na konkrétni
bunécné linii. Soucasné se ukazalo, Ze mnozstvi enzymu v buiitkich jen ¢astecné souvisi se

skute¢nou deaminacéni aktivitou.



SUMMARY

Deaminases are enzymes that take part in the salvage pathway of nucleotide synthesis. In
organisms, there are two types of these enzymes, cytidine deaminase and deoxycytidylate
deaminase. While cytidine deaminase catalyses the conversion of cytidine and 2'-
deoxycytidine to uridine and 2'-deoxyuridine, respectively, deoxycytidylate deaminase
catalyses conversion of 2'-deoxycytidinemonophosphate to 2'-
deoxyuridinemonophosphate. Both enzymes are very important in the treatment of cancer
and viral diseases using cytidine analogues, because they very often cause the deamination
of cytidine analogue to uridine analogue. This conversion usually leads to the inactivation
of the drugs and thus to the decrease of the effectiveness of the treatment. Moreover, there
Is a high variability in the activity of both deaminases among particular patients. This
variability leads to the different effectiveness of the treatment of the cancer and viral

diseases.

In the study presented three new approaches for the determination of deaminases’ activity
based on the deamination of 5-ethynyl-2'-deoxycytidine to 5-ethynyl-2'-deoxyuridine and
the followed incorporation of the created 5-ethynyl-2'-deoxyuridine into cellular DNA
were developed and tested. The first method was based on the determination of the signal
of the incorporated 5-ethynyl-2'-deoxyuridine using fluorescence microscopy, the second
method uses the peroxidase followed by the determination of absorbance. The third
method is based on the measurement of the fluorescence signal microplate reader. The
third approach was evaluated as the best one. This method was further used to test the
deaminase activity in chosen cell lines. The different deaminase activities were observed in
different cell lines. Both deaminases played important role in deamination of 5-ethynyl-2'-
deoxycytidine. Concurrently, it was shown that the amount of enzymes in cells is only

partially connected with the real deaminase activity.
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1. UVOD

Deaminazy jsou enzymy ucastnici se metabolismu nukleotidd, konkrétné zachranné
cesty syntézy nukleotidi. V buiikkdch se nachéazeji dva typy deamindz zamétfenych na
pfeménu cytosinu, jednak je to cytidin deaminaza pfreménujici cytidin/2'-deoxycytidin na
uridin/2'-deoxyuridin  a dalsi je deoxycytidyldt deamindza pifeménujici 2'-
deoxycytidinmonofosfat na 2'-deoxyuridinmonofosfat. To umoznuje vyuziti cytidinu/2'-
deoxycytidinu pfijatého z extracelularniho prostiedi ¢i vzniklého rozkladnymi procesy
k syntéze uridinu/2'-deoxyuridinu bez nutnosti zahajeni energeticky naro¢né syntézy de
novo. Kromé jejich biologického vyznamu hraji tyto deaminézy roli i pii 1é¢bé nadorovych
a virovych onemocnéni pomoci nukleosidovych analogt.

Nukleosidové analogy jsou latky svou strukturou odvozené od purinovych nebo
pyrimidinovych nukleosidil a maji obrovské vyuziti zejména pfti 1é€bé nddorovych, ale také
virovych onemocnéni. Tyto latky se do organizmu dostavaji ve formé ,,proléku’. Aby byly
biologicky ucinné, musi byt po pfijeti do buiiky metabolicky aktivovany. V buiice ovSem
probihaji i procesy s opa¢nym Gc¢inkem. Cytidinové analogy jsou velmi ¢asto deaminované
deaminazami na uridinovy analog, coz vétSinou vede k jejich inaktivaci a tim i sniZeni
ucinnosti 1écby. Mimoto existuje velka variabilita v aktivit¢ obou deaminaz mezi
jednotlivymi pacienty. To vede K odlisné ucinnosti 1ééby nadorovych a virovych
onemocnéni.

V predkladané praci byly vyvinuty a testovany tfi nové pfistupy pro stanoveni
aktivity deaminaz zalozené na deaminaci 5-etynyl-2'-deoxycytidinu na 5-etynyl-2'-
deoxyuridin a nasledné inkorporaci vzniklého 5-etynyl-2'-deoxyuridinu do bunécné DNA.
Prvni metoda je zalozena na stanoveni signalu inkorporovaného 5-etynyl-2'-deoxyuridinu
pomoci fluorescenéni mikroskopie, druha vyuziva pro detekci signalu peroxidazu a
nasledné stanoveni absorbance. Tieti metoda je zalozena na stanoveni signdlu pomoci
fluroescence méfené pomoci Ctecky desticek. Sou€asné byl analyzovan obsah a aktivita

téchto enzymi v nékolika bunéénych liniich.



2. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1. Metabolizmus nukleotidu

2.1.1. Syntéza de novo

Nukleotidy predstavuji slouceniny nezbytné pro zivot a proliferaci buiiky, at’ uz jako
stavebni soucasti nukleovych kyselin ¢i jako funkéni komponenty, které se ucastni
ruznych metabolickych drah, syntéz, signalnich drah a v neposledni fad¢ i oprav DNA.
Nukleové kyseliny se dle svého slozeni d€li na ribonukleové (RNA) a
deoxyribonukleové (DNA) kyseliny. Zakladni stavebni slozkou RNA je pétiuhlikaty
monosacharid pB-D-riboza (riboza), purinova nebo pyrimidinova dusikata baze a zbytek
kyseliny fosforecné. Mezi purinové baze tvorici RNA se tfadi adenin a guanin, mezi
pyrimidinové baze pak cytosin a uracil. DNA se svou strukturou od RNA lisi pfitomnosti
monosacharidu B-D-2'-deoxyribozy (deoxyriboza) a namisto pyrimidinové baze uracilu se

zde vyskytuje tymin. Struktura purinovych a pyrimidonych bazi je vyobrazena na Obr. 1.
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Obr. 1: Struktura dusikatych bazi

Dusikaté baze se déli na purinové, jejichz zakladem je purinovy kruh a pyrymidinové, jejichz zaklad tvofi

pyrimidinovy kruh. Mezi purinové baze patii adenin a guanin. Mezi pyrimidinové baze patfi cytosin, tymin a

uracil. V zavorkach jsou uvedeny nazvy dle chemického nazvoslovi. (Roca-Sanjuan a kol., 2016; upraveno).
Dusikata baze a ribéza nebo deoxyribéza dohromady vytvareji nukleosid. Podle

ptislusné baze a monosacharidu se rozlisuje adenosin (A), guanosin (G), cytidin (C),
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tymidin (T) a uridin (U), respektive deoxyadenosin (dA), deoxyguanosin (dG),
deoxycytidin (dC), deoxytymidin (dT) a deoxyuridin (dU). Ptipojenim zbytku kyseliny
fosfore¢né k nukleosidu vznika nukleotid. Syntéza nukleotidi u eukaryot mize probihat
dvéma zptisoby, de novo nebo zachrannou cestou syntézy nukleotidd. Zptsobem de novo
vznikaji nukleotidy z mensich molekul. Jejich syntéza ptedstavuje komplexni proces
zahrnujici fadu meziprodukti a vyzadujici aktivitu mnoha enzymt. Zakladem syntézy je
riboza-5'-fosfat, aminokyseliny a oxid uhli¢ity (CO;). Nejprve  vznika
ribonukleosidmonofosfat. Ten je dale fosforylovan pfes ribonukleosiddifosfat az na
ribonukleosidtrifosfat. Deoxyribonukleosidtrifosfaty vznikaji redukci
ribonukleosiddifosfati a jejich naslednou fosforylaci.

V proliferujicich buiikach zpravidla prevladd pravé tento typ syntézy. Divodem
jsou vysoké pozadavky bunck na koncentrace jednotlivych nukleotidi v pribéhu syntézy
DNA a RNA. Zachranné¢ reakce by takto vysoké koncentrace nedokazaly pokryt.
Jednotlivé bunécné typy se svou proliferacni aktivitou lisi, coz se odrazi i v odlisné miie
syntézy nukleotidi de novo. Vysoka syntéza nukleotidi je typicka napf. pro svalové bunky
(Zhao a kol., 2013).

Vychozim a spoleénym krokem pro tvorbu vSech ribonukleotidi de novo je syntéza
ribdzy v aktivované podobé, tzv. 5-fosforibosyl-1'-pyrofosfat (PRPP), jenz vznika
z ribéza-5'-fosfatu pomoci enzymu PRPP syntetizy (Obr. 2). Dale se jiz syntéza

pyrimidind a purinl vyznamné 1isi (Lane a Fan, 2015).

2-0;POH,¢ ATP g 2-0,POH,C 0\_'0 .
Vv
OH PRPP syntetéza o N o

HO OH HO OH
riboza-5"-fosfat 5-fosforidosyl-1'-pyrofosfat

Obr. 2: Syntéza 5°-fosforybozyl-1"-pyrofosfatu
Riboza v aktivované podobé (PRPP) vznika z ribdza-5'-fosfatu a adenosintrifosfatu (ATP) za vzniku PRPP a
uvolnéni adenosinmonofosfatu (AMP) ucinkem enzymu PRPP syntetazy

(http://oregonstate.edu/instruct/bb451/451material/stryer7/CH25/unnumbered_25_p739a.jpg; upraveno).
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2.1.1.1. De novo syntéza pyrimidint

Pyrimidinovy kruh vznikd sérii reakci. Nejprve rozkladem glutaminu na amoniak a reakci
amoniaku s aktivovanou kyselinou hydrogenuhli¢itou vznikd karbamoyl fosfat. Tato
reakce je katalyzovand enzymem karbamoylfosfat syntetdzou. Vznikly fosfat v dalSim
kroku reaguje s aspartatem za vzniku karbamoyl aspartatu. Reakci katalyzuje aspartat
transkarbamoylaza. Nasledné se uzavie pyrimidinovy kruh a to za pomoci enzymu
dihydroorotazy za vzniku dihydroorotatu. Dihydroorotat se ucinkem dihydoorotat
dehydrogenazy a koenzymu Q oxiduje na orotat. Na rozdil od piedchozich reakci, které
probihaly v cytosolu, se dihydroorotat dehydrogenaza nachazi na vnitini mitochondrialni
membrané, ¢imz je umoznén okamzity transport vzniklych elektronti do respira¢niho

(dychaciho) fetézce.
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Obr. 3: De novo syntéza pyrimidinovych nukleotidu
Syntéza pyrymidind je zahdjena rozkladem glutaminu na amoniak a reakci s aktivovanou kyselinou
hydrogenuhli¢itou. Nasleduje tada reakci pfes karbamoylfosfat, karbamoylaspartat a dihydroorotat vedouci
ke wvzniku orotatu. Orotat nasledné reaguje s 5-fosforibosyl-1'-pyrofosfatem (PRPP) za vzniku

orotidin-5'-monofosfatu. Dekarboxylaci vznika uridin-5'-monofosfat, ktery je nasledné fosforylovan pies
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uridin-5'-difosfat (UDP) aZ na uridin-5'-trifosfat (UTP). Cytidin-5'"-trifosfat vznikd z UTP. ATCaza - aspartat
transkarbamoylaza.
(http:/lwww.biologydiscussion.com/plant-physiology-2/nitrogen-metabolism/nucleotides-metabolism-and-

de-novo-synthesis-of-nucleotides/22929; upraveno).

Bifunk¢éni protein UMP syntetaza pak katalyzuje pienos PRPP na orotat za vzniku
orotidin-5-monofosfatu a jeho dekarboxylaci na uridin-5'-monofosfat (UMP). Fosforylaci
UMP enzymem UMP-CMP kinaza pak vznika uridin-5'-difosfat (UDP) a nasledné
ucinkem nukleosiddifosfat kinazy vznika uridin-5'-trifosfat (UTP). Syntéza cytidin-5'-
trifosfatu (CTP) probiha z UTP, glutaminu a ATP za ucasti CTP syntazy, ktera katalyzuje
prenos dusiku z glutaminu na ¢tvrty uhlik UTP. Reakce zahrnuje hydrolyzu glutaminu,

fosforylaci UTP a naslednou reakci s amoniakem (Evans a Guy, 2004; Obr. 3).

2.1.1.2. De novo syntéza purini

Na rozdil od syntézy pyrimidinovych nukleotidi probihd syntéza purinovych
nukleotidit kompletné Vv cytosolu. Purinovy kruh se tvofi postupnou syntézou piimo na
PRPP. Donory atomt uhliku a dusiku jsou molekuly CO,, glycin, aspartat, glutamin a
tetrahydrofolat. Syntézou vznikd nejprve inosinmonofosfat (IMP). IMP je dale pfeménén
na AMP nebo guanosinmonofosfat (GMP), které jsou fosforylovany kinazami pies difosfat
aZ na trifosfat.

Syntézy se Gi€astni tzv. ,,purinosom*, coZ je shluk Sesti enzymi, katalyzujicich sled
deseti reakci vedoucich k syntéze IMP. Syntéza je zahajena 5-fosforibosyl-1'-pyrofosfat
amidotransferazou, ktera Vv prvni reakci hydrolyzuje glutamin na amoniak a glutamat a
pfenasi amoniak na PRPP za vzniku B-5-fosforybosilaminu (PRA) a za uvolnéni
pyrofosfatu. Trifunkéni enzym slozeny z domén glycinamid ribonukleotid syntetazy (GAR
syntaza), glycinamid ribonukleotid transformylazy a aminoimidazol ribonukleotid syntazy
(AIR syntaza) katalyzuje druhou, tfeti a patou reakci. Nejprve GAR syntetaza katalyzuje
vazbu glycinu na PRA za vzniku GAR. GAR transfromylaza nasledné pienasi formylovou
skupinu  z Nloformyltetrahydrofolétu na GAR za vzniku N-formylglycinamid
ribonukleotidu (FGAR). Formylglycinamidin ribonukleotid syntaza (FGAM syntaza)
hydrolyzuje glutamin na amoniak a ten reaguje s ketonovou skupinou za vzniku
N-formylglycinamidin ribonukleotidu (FGAM). Aminoimidazol ribonukleotid syntaza
dokoncuje syntézu péticlenného kruhu purinu za vzniku 5- aminoimidazol ribonukleotidu
(AIR). Bifunk¢ni enzym tvofeny karboxyaminoimidazol ribonukleotid syntazou (CAIR

syntaza) a sukcinokarboxyamid-5-aminoimidazol ribonukleotid syntazou (SAICAR
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syntaza) katalyzuje nejdiive karboxylaci AIR a nasledné vazbu karboxylové skupiny
vzniklého produktu s aspartaitem za vzniku sukcinokarboxyamid-5'-aminoimidazol
ribonukleotidu (SAICAR). Adenylosukcinat lyaza odStépuje fumarat ze vzniklého
produktu za vzniku aminoimidazol-4-karboxyamid ribonukleotidu (AICAR). Vznik IMP je
katalyzovan bifunkénim enzymem tvofenym AICAR transformyldzou a IMP
cyklohydrolazou. Nejprve se na AICAR opét zabuduje formylova skupina, jejiz donorem
je Nloformyltetrahydrofolét, a nasledné dochazi k uzavieni druhého Sesticlenné¢ho kruhu

purinu za uvolnéni molekuly vody a vzniku IMP (Obr. 4).
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Obr. 4: De novo syntéza purinovych nukleotidi

PRPP amidotransferaza — 5-fosforibosyl-1'-pyrofosfat amidotransferaza, GAR syntetdza — glycinamid
ribonukleotid syntetaza, GAR transformylaza — glycinamid ribonukleotid transformylaza, AIR syntaza —
aminoimidazol ribonukleotid syntaza, GAR transformyldaza — glycinamid ribonukleotid transformyléza,
FGAM syntaza — N-formylglycinamidin ribonukleotid syntaza, AIR syntaza — aminoimidazol ribonukleotid
syntaza, CAIR syntaza - karboxyaminoimidazol ribonukleotid syntaza, SAICAR syntiza —
sukcinokarboxyamid-5'-aminoimidazol ribonukleotid syntaza, AICAR transformylaza — aminoimidazol-4-
karboxyamid ribonukleotid transformylaza, IMP cyklohydrolaza — inosinmonofosfat cyklohydrolaza
(http://lwww1.chem.leeds.ac.uk/MEW/purine.htm; upraveno).
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ATP vznika zIMP ve dvou krocich. Adenylosukcinat syntaza syntetizuje
adenylosukcinat, ze kterého nasledné za ucasti adenylosukcinat lyazy vznika AMP.
Nasledn¢ je AMP fosforylovano adenylat kindzou na ADP a nukleosiddifostat kinazou na
ATP. Pti syntéze guanosintrifosfatu (GTP) dochazi nejprve k dehydrogenaci IMP
pusobenim inosinmonofosfat dehydrogendzy. Vznikly xantozin-5'-monofosfat, je nasledné
pfeménén za ucasti glutamatu, ATP a GMP syntetizy na GMP. GMP je postupné
fosforylovan guanylat kinazou a nukleosiddifosfat kinazou na GTP (Zhao a kol, 2013;
Standish a kol, 1959; Obr. 5).

IMP dehydrogenaza GMP syntetaza Guanylat kinaza Nukleosiddifosfat kinaza
IMP —— XMP —F——>— GMP —————>— GDP —————>— GTP

Adenylosukcinat syntaza Adenylosukcinat lyaza Adenylat kinaza Nukleosiddifosfat kinaza
IMP ———————==— AMPS ——————— = AMP ————————=— ADP ———————>=— ATP

Obr. 5: Syntéza adenosintrifosfatu a guanosintrifosfatu

Na obrazku je zobrazena syntéza guanosintrifosfatu (GTP) z inosinmonofosfatu (IMP), pfes xantozin-5'-
monofosfat (XMP), guanosinmonofosfat (GMP) a guanosindifosfat (GDP). Adenosintrifosfat (ATP) vznika
ptes meziprodukty adenylosukcinat (AMPS), adenosinmonofosfat (AMP) a adenosindifosfat (ADP; Zhao a
kol, 2013; upraveno).

2.1.1.3. De novo syntéza deoxyribonukleotidi

Na rozdil od ribonukleotidi deoxyribonukleotidy vznikaji redukei jiZ vzniklych
ribonukleotidl na urovni jejich difosfatli. Reakce je katalyzovana alostericky regulovanym
enzymem ribonukleotid reduktazou (RNR). RNR je spole¢nym enzymem pro vSechny
vytvarené deoxyribonukleotidy. Enzym se skladd ze dvou podjednotek a je na zakladé
slozité alosterické regulace schopen v odpovédi na potfeby buiiky vytvaret pozadované
deoxyribonukleotidy. Enzym obsahuje misto pro tvorbu radikalu, aktivni misto a misto
zodpovédné za specificitu (Nordlund a Reichard, 2006). Aktivni misto rozhoduje o tom,
zda bude vlibec probihat redukce substratu. Misto je pozitivné regulovano vazbou ATP a
negativné vazbou deoxyadenosintrifosfatu (dATP). ,,Specifické” misto rozhoduje o druhu
substratu, ktery bude redukovan a je modulovano  vazbou jednotlivych
deoxynukleosidtrifosfati. Vazba ATP/dATP do mista zodpovédného za specificitu
umoziuje vazbu a redukci UDP a CDP, vazba deoxyguanosintrifosfatu redukci ADP a
vazba deoxytymidintrifosfatu (dTTP) redukci GDP (Reichard, 2010).

Nukleosiddifosfat  kindza nasledné za  pfitomnosti ATP  pfeménuje
deoxynukleosiddifosfat na deoxynukleositrifosfat. Vyjimkou je dTTP. Syntéza dTTP

zahrnuje nejprve metylaci deoxyyuridinmonofosfatu za vzniku deoxytymidinmofosfatu
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(dTMP). Reakci katalyzuje tymidylat syntdza a donor metylové skupiny je N°N™-
metylentetrahydrofoldt. dTMP je pak ucinkem deoxytimidin-5-monofosfat kindzy a
nukleosiddifosfat kinazy fosforylovan na dTTP (Lane a Fan, 2015; Obr. 6).
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Deoxyriboza- :“:' b"z C—CH;—CH,—CO0O
monofosfat ’L
dTMP Dihydrofolat

Obr. 6: De novo syntéza deoxytimidynmonofosfatu

Na obrazku je vyobrazeno schéma syntézy deoxytymidinmonofosfatu (dTMP) z deoxyuridinmonofosfatu
(dUMP) a N® N*°-metylentetrahydrofolatu piisobenim enzymu tymidylat syntazy. dTMP je jediny nukleotid,
jenz vznika metylaci dUMP a nikoliv u¢inkem ribonukleotid reduktazy z ribonukleotiddifosfatu
(https://www.cliffsnotes.com/study-guides/biology/biochemistry-ii/purines-and-

pyrimidines/deoxynucleotide-synthesis; upraveno).
2.1.2. Zachranna cesta syntézy nukleotidi

Syntéza nukleotidd de novo je energeticky velmi narocny proces. V bunkach
nicméné existuje alternativni zplsob syntézy nukleotidd. Jednd se o zéachrannou cestu
syntézy, kterd k syntéze nukleotidli vyuziva jak nukleosidy a volné baze piijimané buitkou
z extracelularniho prostfedi, tak metabolity vzniklé degradaci DNA a RNA. Tento zplisob
syntézy je specificky pro nekteré buiiky a tkdné€, napt. pro nervové bunky, mozek, ale i
kostni dfefi. Obecné tato alternativni syntéza nukleotidli pievazuje u diferencovanych
bunck a u bunék v klidovém stadiu, kde zachranna cesta syntézy nukleotidli staci pokryt

potiebu bunky (Zhao a kol., 2013).
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2.1.2.1. Zachranna cesta syntézy ribonukleosidtrifosfatt

Pti syntéze ribonukleosidtrifosfatli z volnych bazi, musi byt baze nejprve spojena
Sribézou. Purinové baze hypoxantin, guanin 1 adenin jsou spojeny s ribozou
prostiednictvim  hypoxantin-guaninfosforibosyl  transferazy a  adeninfosforibosyl
transferazy, kdy ribozu poskytuje PRPP (Zhao a kol., 2013). Touto reakci z volnych
purinovych bazi vznika IMP, GMP nebo AMP. Z IMP se stejné jako u de novo syntézy
vytvaii GMP a AMP. Produkty drahy inhibuji syntézu purinti de novo prostfednictvim
allosterické inhibice PRPP amidotransferazy. Navic je touto reakci spotiebovavan i PRPP,
substrat PRPP amidotransferazy (Fasullo a Endres, 2015; Obr. 7). V piipad¢ uracilu slouzi
jako zdroj ribozy riboza-1-fosfat. Reakci katalyzuje uridinfosforylaza. Pti reakci vznika
uridin, ktery je nasledné fosforylovan uridin-cytidinkinazou na UMP (Voorde a kol.,
2014).

PRPP + GIn
IMP
PRPP glutamylamidotransferaza == AnNP
GMP
/ IMP \
. GMP ' AMP
H@oxantln— . A Adeninfosforybosil
guaninfosforybosil lT l | transferaza
transferaza
Guanosin —> Inosin Adenosin
v l v
Guanin Hypoxantin Adenin

\ L Xantin oxidaza
Xantin

Xantin oxidaza )
7

Kyselina
mocova

Obr. 7: Metabolismus purini a zaichranna cesta syntézy

Schéma metabolismu purinovych nukleotidl, zobrazujjici de novo a zachrannou cesty syntézy nukleotidd a
degradaci purinovych nukleotidi. Cervené $ipky naznacuji syntézu de novo z 5-fosforibosyl-1'-pyrofosfatu
(PRPP) a glutaminu (GIn). Modré Sipky symbolizuji zachrannou syntézu a ¢erné Sipky konverzi nukleotid
na nukleosidy a baze a konverzi nukleosidi na nukleotidy. Zachranna cesta guaninu a hypoxantinu je
katalyzovana hypoxantin-guaninfosforybosil transferdzou, zachrannou cestu adeninu Kkatalyzuje
adeninfosforybosil transferaza. Fosforibosylpyrofosfat je inhibovan adenosinmonofosfatem (AMP),

inositolmonofosfatem (IMP) a guanylatfosfatem (GMP; Fasullo a Endres, 2015).
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2.1.2.2. Zachranna cesta syntézy deoxynukleosidtrifosfatt

Uracil mize byt kromé pifemény na uridin rovnéz pifeménén na deoxyuridin.
Reakce je katalyzovand tymidin fosforylazou, ktera rovnéz katalyzuje pfeménu tyminu na
tymidin  (Voorde a kol., 2014). Deoxynukleosidy (dN) jsou Kkonvertovany na
deoxynukleosidtrifosfaty (dNTP) pusobenim tii enzymi. Nejprve prostfednictvim
specifickych deoxyribonukleosid kinaz se dN aktivuji na deoxynukleosidmonofosfat
(dNMP) pfenosem fosfatové skupiny, jejiz donorem je vétSinou ATP. Z dNMP
specifickymi deoxyribonukleosidmonofosfat kinazami vznikaji
deoxyribonukleosiddifosfaty (dNDP) a z nich pak deoxyribonukleosiddifosfat kinazami
dNTP (Rampazzo a kol., 2010).

Existuji €tyfi druhy deoxyribonukleosid kindz, z nichz tymidin kindza 1 (TK1) a
deoxycytidin kinaza (dCK) jsou pfitomny v cytoplazmé, tymdin kinaza 2 (TK2) a
deoxyguanosin kinaza (dGK) se nachazi v mitochondriich. TK1 fosforyluje deoxytymidin
(dT) a deoxyuridin (dU). dCK ma S$irokou substratovou specifitu, dokaze fosforylovat
deoxycytidin (dC), deoxyadenosin (dA) a deoxyguanosin (dG). TK2 fosforyluje dT a dC.
dGK fosforyluje ptedevsim dG, ale i dA (Johanson a kol., 2001; Obr. 8).

syntéza
jaderné DNA

? Syntéza
—— )
ONTP €=1-2>=¢ ONTP™™ i chonriilni DNA

t
L@’ —p —p ONDP < -

NDPs

RV G t! tl
dNMP —— dNMP
i TK2
ch( dCK mdN( 1dGK

ATP
\Béze + riboza-1'-fosfit¢———— dN &

Obr. 8: Zachranna cesta syntézy deoxyribonukleotidi

Na obrazku je zndzornéna zachrannd cesta syntézy deoxyribonukleotidi zbaze =za vzniku
deoxyribonukleosidu (dN), deoxynukleosidmonofosfatu (dNMP), deoxynukleosiddifosfatu (dNDP) a
deoxynukleosidtrifosfatu (dNTP). Reakce probihaji v cytoplazmé plisobenim enzymd tymidin kindzy 1
(TK1) a deoxycytidin kinazy (dCK) a v mitochondriich za 0casti enzymi tymidin kindzy 2 (TK2) a
deoxyguanosin kinazy (dGK). V cytoplazmé i mitochondriich zaroven probihaji opa¢né kroky, zpusobujici

defosforylaci ANMP a vznik dN. Tyto reakce jsou katalyzovany 5'-deoxynukleotiddzou (cdN a mdN). Dale
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mohou byt dN a¢inkem nukleosid fosforylazy (TP a PNP) defosforylovany aZ na bézi. Tuéné je vyobrazena
syntéza de novo. (Rampazzo a kol., 2010; upraveno)

Pro spravnou funkci tkéni a Zivotaschopnost bun¢k je dilezité, v jaké mife jsou
konkrétni dNTP zastoupeny v ramci celkového mnozstvi dNTP (tzv. dNTP koncentrace).
Nerovnovaha v ANTP koncentracich zvySuje mutace a vede k nestabilité jaderného, ale i
mitochondrialniho genomu. K zajisténi rovnovahy mnozstvi ANTP existuji enzymy, které
maji opa¢nou funkci nez nukleosid kinazy. Jedna se o 5'-deoxynukleotidazy a nukleosid
fosforylazy. 5'-deoxynukleotidaza katalyzuje defosforylaci dNMP na deoxynukleosid.
Nukleosid fosforylaza, ktera jednak katalyzuje syntézu nukleosidi z baze a riboza-1'-
fosfatu, katalyzuje rovnéz degradaci dN na bazi a riboza-1'-fosfat (Rampazzo a kol., 2010).

Reakce udrzujici ANTP koncentrace zahrnuji nejen konverze danych nukleosid na
mono, di a trifosfity a naopak, ale existuyje 1 konverze jednoho druhu
nukleosidu/nukleotidu na jiny. Reakce se tyka konkrétné deaminace deoxycytidinu na
deoxyuridin a deoxycytidinmonofosfatu na deoxyuridinmonofosfat. Reakce je vyznamna
pro de novo syntézu deoxytymidinmonofosfatu, ktery se u eukaryot syntetizuje z dUMP.
dUMP se ziskava bud’ z deoxyuridintrifosfatu (dUTP) enzymem dUTP pyrofosfatazou
nebo praveé z deoxycytidinmonofosfatu (dCMP). Reakci koduji cytidin deaminazy, pii¢emz
existuji dva druhy. Cytidin deaminiaza (CDD) katalyzuje hydrolytickou deaminaci
deoxycytidinu na deoxyuridin, ale rozeznava i cytidin za vzniku uridinu. Deoxycytidylat
deaminaza (DCTD) katalyzuje hydrolytickou deaminaci dCMP na dUMP (Voorde, 2014;
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?map00240).

2.2. Nukleosidové analogy

2.2.1. Vyznam

Skupina slou€enin, dnes hojn¢ vyuzivana piedevSim pro terapeutické ucely,
oznacovana jako nukleosidové analogy (NA), zahrnuje slouceniny odvozené a tedy
strukturné€ podobné purinovym nebo pyrimidinovym nukleosidiim. Kromé NA se vyuZivaji
1 analogy volnych bazi.

Analogy pouzivané v lékafstvi se vyznacuji toxickymi u¢inky na buriku. Mohou se
bud® inkorporovat do DNA/RNA nebo inhibovat enzymy metabolizmu
nukleosidi/nukleotidii. Oboji vede k poskozeni RNA/DNA nebo k naruSeni jejich syntézy,
a Vv kone¢ném dutsledku k bunééné smrti. Tento druh 1é€by je selektivni jen do jisté miry,
jelikoz zasahuje i dal$i buniky. Jedna se napf. o bunky kostni dien¢, vlasové folikuly,

sttevni mukozu (Voorde a kol., 2014). Pii 1écbé nadorG se dnes bézné vyuzivaji napf.
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cladribin (2-chloro-2'-deoxyadenosin, 1é¢ba vlasatobunééné leukémie), fludarabin (2-
fluoro-9-B-D-arabinofuranosyladenin, chronickd lymfocytarni leukémie), cytarabin (1-p-
arabinofuranosylcytosin; Ara-C; akutni myeloidni leukémie). Pti 1é¢bé rakoviny slinivky,
ale 1 hrudniku, vajecnikli, mocového méchyfe a nemalobunécného karcinomu plic se
vyuziva gemcitabin (2',2'-difluoro-2'-deoxycytidin, dFdC; Lee a kol., 2013; Obr. 9).

Analogy se vyuzivaji i pti 1é€b€ nékterych virovych onemocnéni. Napiiklad k 1é¢bé
hepatitidy C se vyuziva PSI-6130 (B-D-2'-deoxy-2'-fluoro-2'-C-metylcytidin), hepatitida B
se le¢i pomoci torcitabinu (B-L-2'-deoxycytidin). Lamivudin (2'-deoxy-3'-tiacytidin),
zalcitabin (2',3'-dideoxycytidin), zidovudin (3'-azido-2',3'-dideoxytymidin), stavudin (2',3'-
didehydro-3'-deoxytymidin) se vyuzivaji k 1é¢bé AIDS (Van Rompaya a kol., 2003).

Kromé¢ terapeutickych ucelll se analogy nukleosidii vyuzivaji ke studiu replikaéni
aktivity a bunécného cyklu. Vizualizace replikujici se DNA je zaloZena na principu
inkorporace nukleosidového analogu do DNA s jeho naslednou detekci. K detekci DNA
replikace se vyzivaji predev$im halogenové derivaty tymidinu. Nejcastéji se jedna o 5-
bromo-2'-deoxyuridin (BrdU), ktery se po inkorporaci do DNA detekuje pomoci specifické
protilatky. Tato protildtka miize nést napf. fluoreskujici znacku. DalSim NA Siroce
pouzivanym pro detekci syntézy DNA je 5-etynyl-2'-deoxyuridin (EdU). EdU se po
inkorporaci do DNA detekuje pomoci klik reakce s fluorescencné znacenym azidem (Salic
a Mitchison, 2008).

O NH,
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HO 0‘ N HO— O N N HO
0. Q.
% H§, % F?l H
OH OH HO HO F OH OH
Ribavirin Ara-C Gemcitabine Fludarabine 2-CdA

Obr. 9: Nukleosidové analogy

Struktura vybranych nukleosidovych analogli. Ara-C — cytarabin, 2-CdA — 2-chloro-2'-deoxyadenosin (Kong
a kol., 2004).

2.2.2. Transportéry a enzymy ovliviiujici ic¢inek nukleosidovych analogii
2.2.2.1 Transport nukleosidovych analogt

Utinek nukleosidovych analogli na buiiku je podminén jejich transportem dovniti
buiikky a naslednou metabolickou aktivaci. JelikoZ se jednd o hydrofilni slouceniny,

nedokazi volné prochédzet cytoplazmatickou membranou. Transport NA je umoznén
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pomoci specifickych proteinovych transportnich systémi, ekvilibrativnich nukleosidovych
transportérit (ENT) a koncentrativnich nukleosidovych transportéri (CNT), vyuZzivajicich
dva mechanizmy transportu nukleosidli. Transport pies ENT je zaloZen na obousmérném
pohybu nukleosidi po koncentratnim gradientu, tyto transportéry maji Sirokou
substratovou specificitu, nicméné nizkou afinitu pro nukleosidy. Transport ptes CNT
oznacuje prenos nukleosidi proti koncentranimu gradientu, je jednosmémy a jako ko-
substrat vyuziva sodné ionty. CNT maji ve srovnani s ENT vyssi afinitu pro nukleosidy.
Rozlisuji se 4 typy lidskych ENT oznacovanych jako hENT1-4. Lidské CNT zahrnuji 3
izoformy hCNT1-3 (Choi a Berdis, 2015).

2.2.2.2. Metabolicka aktivace a inaktivace nukleosidovych analogti

Poté, co jsou NA transportovany dovnitt builkky, musi podstoupit metabolickou
aktivaci. NA jsou v piipadé, ze jejich efekt vyZzaduje inkorporaci do DNA, G¢inné az ve své
trifosfatové podob¢, coz znamena, ze musi byt fosforylovany pomoci kindz. Jedna se o
kindzy zachranné drahy syntézy nukleosidii. Volné baze musi byt nejprve fosforibosyl
transferazami (APRT nebo HGPRT) pfeménény na nukleosidy. Fosforylace nukleosidl
probiha postupné ptres monofosfat, difosfat az na aktivni trifosfat (MVoorde a kol., 2014).
Velké mnozstvi NA je fosforylovdno na monofosfat pomoci dCK, ktera vykazuje Sirokou
substratovou specifitu (Lee a kol., 2013). Mitochondrialni dGK fosforyluje napt. AraG
nebo dFAG. TK1 fosforyluje pyrimidinové nukleotidy jako azacytidin a stavudin (Van
Rompya a kol., 2003). Druha fosforylace je zprostfedkovana UMP-CMP kinazou pro
pyrimidinové analogy a adenylat ¢i guanylat kindzou pro purinové analogy.
Nukleosiddifosfat kinaza pak dokoncuje fosforylaci a aktivaci NA (Lee a kol., 2013).

Metabolické procesy builky mohou plsobit i obracené¢ a NA transformovat do
neaktivni podoby a eliminovat je. Cela fada studii Na zaklad€ nasvédcuje tomu, Ze vétSina
deoxycytidinovych analoghi podléha deaminaci plisobenim CDD na deoxyuridinové
analogy, které jsou Casto relativné neaktivni. Napiiklad gemcitabin je témét z 90%
metabolizovan na  difluorodeoxyuridin. Ten je nasledn€¢ fosforylovan na
difluorodeoxyuridinmonofosfat, jenz inhibuje tymidylat syntdzu a ovliviiluje dNTP
koncentrace. Nicmén¢ hlavni t¢inek dFdC je potlacen (Lee a kol., 2013). Podobny ucinek
byl zjistén i pro cytarabin ¢i azacytidin (Serdjebi a kol., 2014). Na deaminaci
deoxycytidinovych analogii se podili 1 dal§i enzym cytidyldt deminaza (DCTD), jenZ
katalyzuje deaminaci deoxycytidinmonofosfatového analogu za  vzniku

deoxyuridinmonofosfatového analogu.
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Jinym enzymem, jenz muze katabolizovat nukleosidové analogy je 5'-nukleotidaza.
5'-nukleotiddza katalyzuje pfeménu nukleosidovych monofosfati na nukleosidy a reguluje
tak mnozstvi nukleotidii a nukleosida. Bylo zjisténo, ze nadmérné exprese 5'-nukleotidazy

muze prispivat k rezistenci vici gemcitabinu (Jansen a kol., 2010; Obr. 10).

& U ——P dFdUMP _.,_9__ Tymidylat syntaza
< dFd : dFdUMI » T8)
CcDD DCTD dFdC-DNA
T G
hNTs dCK/TK2 e
Gemcitabin » dFdC _—p dFdCMP dFdCDP dFdCTP
(dFdC) o 4— e : — > .
5’-NT i

I :

Ribonukleotid reduktaza CTP syntaza
(RR)

Obr. 10: Metabolismus gemcitabinu

Na obrazku je vyobrazeno schéma zobrazujici metabolismus gemcitabinu. Gemcitabin (dFdC) je
transportovan lidskym nukleosidovym transportérem (hNTS) do buriky a nasledné fosforylovan deoxycytidin
kinazou (dCK) nebo tymidin kinazou 2 (TK2) na monofosfat (lFACMP), dale pies difosfat (dFACDP) az na
trifosfat (dFACTP). Gemcitabin muze byt vbuiice deaminovan cytidin deaminazou (CDD) na
difluorodeoxyuridin  (dFdU) nebo cytidylat deaminazou (DCTD) na difluorodeoxyuridinmonofosfat
(dFdUMP) nebo mize byt defosforylovan 5'-nukleotidazou (Mini a kol., 2006; upraveno).

2.3. CDD a DCTD deaminaza

CDD je enzym katalyzujici deaminaci cytidinu na uridin, nebo deoxycytidinu na
deoxyuridin, nachazi se od bakterii az po ¢lovéka a je soucasti mnoha metabolickych drah.
Lidska CDD je syntetizovana pfedevSim v jatrech a placenté, ale 1 ve zralych neutrofilech.
Enzym je velmi cCasto zkouman ve vztahu Kk 1écbé nadorovych onemocnéni pomoci
cytidinovych analogli. Védci se domnivaji, Ze miize byt jednou z pficin rezistence vici
1é¢bé, jelikoz vétSina nukleosidovych analogl na bazi cytidinu podléh4 deaminaci, pticem?z
hlavni reakci je deaminace ptisobenim CDD na trovni nukleosida (Serdjebi a kol., 2014).

CDD je kdédovana genem, ktery se nachdzi na kratkém raménku chromozomu 1 a je
sloZzeny ze 4 exonu. Zjistilo se, Ze gen je velmi polymorfni. Bylo popséano ptiblizn¢ 1 000
variaci v sekvenci genu. Tato variabilita ovliviiuje funkci a miru exprese CDD a hraje
vyznamnou roli pfi 1é€b€é onemocnéni cytidinovymi analogy, jelikoz nékteti jedinci

vykazuji vici 1écbé rezistenci a jini jsou naopak natolik senzitivni, Ze stejnd davka léku pro
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né muze byt kritickd. Vysledky provadénych studii se mezi sebou Casto li§i. Divodem je
jednak velké mnozstvi polymorfismii enzymu, etnicka pfislusnost, ale i nukleosidovy
analog, se kterym jsou studie provadény. Napiiklad urcitd forma CDD miize pro ncékteré
analogy vykazovat vyssi aktivitu, ale pro jiné analogy muze byt aktivita enzymu nizsi
(Serdjebi a kol., 2014).

Naptiklad pro gemcitabin, vétSina 1éku po transportu do buiiky podléhd deaminaci a
tim inaktivaci latky, jelikoz pro aktivitu je dtlezita jeho inkorporace do DNA ve formé
trifosfatu. Na druhou stranu, pokud CDD u daného jedince neni aktivni, mize byt za
normdlnich okolnosti standardni davka gemcitabinu i letdlni. Nicméné€ pacienti s nizsi
aktivitou enzymu jsou senzitivnéjs$i k 1é€b¢ a ptezivaji déle. Naopak pacienti, jenz méli
aktivitu CDD velmi vysokou, maji mensi pravdépodobnost, ze 1é¢ba bude ucinna a je u
nich vétsi riziko progresivniho pribehu choroby. S tim souvisi i nizs8i toxické pusobeni
gemcitabinu na organismus pozorované u téchto pacientii. Podobné ptsobeni CDD bylo
pozorovano i pro azacytidin/decitabin. Na rozdil od ptedeslych 1€kl capecitabin je
prostfednictvim CDD pfeménén do aktivni formy, takZe zvySena aktivita CDD zplsobuje
vysokou toxicitu 1éku pro organizmus (Serdjebi a kol., 2014).

DCTD katalyzuje deaminaci dCMP na dUMP. Enzym je kédovany DCTD genem,
ktery se nachazi na konci dlouhého raménka chromozomu 4 a sklada se z 5 exonu (Weiner
a kol., 1995). V jeho sekvenci bylo nalezeno 29 polymorfismt jednoho nukleotidu (SNP).
Byl nalezen polymorfismus 172A>G, u néhoz byla zjisténa sniZenad aktivita enzymu,
mozna proto, ze zména aminokyseliny ovliviiuje katalytickou doménu enzymu (Wong a
kol., 2009). Nicmén¢ o vlivu enzymu na deoxycytidinové analogy neni pfili§ znamo.

Obecné se piedpoklada, ze primarni roli v jejich deaminaci hraje CDD.
2.4. Replikace DNA a metody stanoveni

Geneticka informace eukaryotické buiiky je ulozena v DNA, pfiCemz v zijmu
zachovani jeji genetické informace, musi byt bunka schopna ptenaset ji na potomstvo.
Replikace DNA je proces, jimz jsou bunky schopny ze své piivodni molekuly DNA
vytvaret jeji kopii a tu pak nasledné predavat do noveé vznikajicich dcetfinych bunék.
Replikace DNA je semikonzervativni a semidiskontinualni. Vytvaii se na zakladé
templatu, coz je puvodni molekula DNA. Vzniknou vzdy dvé molekuly, z nichz kazda
obsahuje jedno ptivodni a jedno nové syntetizované vlakno. Syntéza je obousmérna, ale je
mozna jen ve smeru 5'-3'. Proto jedno vlakno muze byt syntetizovano kontinudlng€, zatimco

druhé vldkno se vytvari pierusované prostiednictvim tzv. Okazakiho fragmentti. Syntézy se
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ucastni mnoho faktorti, véetné¢ nékolika enzymi, pocinaje DNA polymerazami, pies
helikdzu, topoizomerdzu, primazu a ligdzu. Eukaryotickd DNA polymeraza katalyzuje
vytvoreni fosfodiesterové vazby mezi predchozim a nové pfidanym nukleotidem, coz vede
V postupné prodluzovani fetézce na principu komplementarity nové piidavaného
nukleosidtrifosfatu a templatového fetézce. Komplementarita je princip parovani a
vytvareni vodikovych vazeb mezi purinovym a pyrimidinovym nukleotidem. Paruje se
adenin s tyminem, nebo adenin s uracilem a guanin s cytozinem.

Studium replikace  DNA v proliferujicich bunikach je obecné zalozeno na
inkorporaci znacenych prekurzori DNA do bunééné DNA béhem S-faze bunécného cyklu.
Znacené prekurzory DNA, obvykle pyrimidinové nukleosidy, jsou pfidany bunkam do
kultivaéniho média, ty je pfeménuji na nukleotidy a v pribéhu replikace je viazuji do
bunééné DNA. Nasledné jsou v DNA inkorporované nukleotidy vizualizovany nebo
kvantifikovany. Existuje nékolik cest znaceni. NejstarSim zplisobem je pouziti
radioaktivnich nukleosidd, nejéastdji *H-tymidinu. Inkorporovany znaceny tymidin je
detekovan autoradiograficky. Kvili praci s radioaktivnim materidlem a ¢asové naro¢nosti
se spiSe pouzivaji novéjsi metody (Choi a Berdis, 2015).

Dalsi moznosti znaceni replikace je pouziti halogenovych nukleosidovych analogt,
nejcastéji BrdU, méné Casto 5-chloro-2'-deoxyuridinu nebo 5-jodo-2'-deoxyuridinu. Buiky
jsou inkubovany s halogenovym derivatem, napt. BrdU. Po metabolické aktivaci na
bromdeoxyuridintrifosfat a jeho inkorporaci do DNA se analog detekuje pomoci specifické
protilatky. Mnozstvi navazané protilatky pak muize byt kvantitativné stanoveno napf.
pomoci obrazové nebo pritokové cytometrie. Diky jednoduchosti, rychlosti a dobrému
rozliSeni se tato metoda stala velmi Casto pouZivanou. Nevyhodou je nutnost odhaleni
halogenovych derivati ve struktufe DNA. V opacném piipad€é jsou tyto derivaty
maskovany strukturou DNA a nedochazi k efektivni reakci s protilatkou. Ptikladem
demaskovani je pouziti denaturacnich ¢inidel typu kyselin nebo zdsad. Tyto podminky
vsak vedou k nevratnému poskozeni DNA a vzorku (Choi a Berdis, 2015).

Dalsim zpusobem detekce DNA syntetické aktivity je pouziti EJU. Na rozdil od
halogenovych derivati jeho detekce nevyzaduje specialni denaturacni kroky. EdU je
tymidinovy analog, jehoz metylova skupina je nahrazena alkynem. Po transportu do buiky
a vytvoreni trifosfatu je inkorporovan do DNA proti adeninu stejné jako *H-tymidin nebo
BrdU. Jeho detekce je ale zalozena na chemické reakci, tzv. klik reakci, alkylové skupiny
s azido skupinou detek¢ni sondy. Jedna se o 3+2 cykloadici terminalniho alkynu s azidem

katalyzovanou Cu(l) ionty. Azidované sondy napt. fluorochromy jsou mnohem mensi, nez
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monoklonalni protilatky, tudiz maji lepsi pfistup k molekule DNA. Vzhledem k vysoké
reprodukovatelnosti, jednoduchosti provedeni a vysoké rychlosti, tato metoda
Vv soucasnosti dominuje pii stanoveni DNA syntetické aktivity (Salic a Mitchinson, 2008).
Vyznamnéjsi nevyhodou EdU je pouze jeho vyssi toxicita oproti halogenovym derivatim.

Krom¢ EdU lze vyuzit i jiné alkylované nukleosidované analogy, napi. 5-etynyl-2'-
deoxycytidin. V ptipadé EAC byla pozorovana nizsi toxicita nez v ptipadé EdU. Pozd¢ji
bylo ukazano, ze EAC neni schopné inkorporace do DNA, ale podléhé rychlé deaminaci za
vzniku EdU, pficemz niZsi toxicita je vyvolana jen niz$i koncentraci produkovaného EdU.
Vysledky indikovaly, ze v pfipadé EdC a HeLa bunck hraje v pfeméné EdC na EdU
klicovou roli CDD (Ligasova a kol., 2016).

V piedkladané diplomové praci jsem vyuZila vlastnosti EAC ke stanoveni aktivity
CDD a DCTD. Cilem prace bylo vyvinuti a standardizace metody dovolujici rychlé
stanoveni aktivity téchto deamindz pomoci replikacni aktivity a porovnani vysledk u

ruznych bunéénych linii s trovni exprese CDD a DCTD.
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3. CIL PRACE

1)

2)

3)

Vypracovani literarni reSerSe na téma: Metabolismus nukleotidd a role
cytidinovych deamindz pifi metabolismu biologicky aktivnich analogl
nukleosidd a nukleotidi.

Optimalizace metod pro stanoveni aktivity cytidinovych deamindz a vzajemné
porovnani vysledkli testovanych detekénich systému z hlediska rychlosti a
spolehlivosti téchto systémtl.

Stanoveni mnozstvi cytidinovych deaminaz v testovanych bunéénych linii
metodou Western Blot.
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4. MATERIAL A METODIKA

4.1. Biologicky material

Pro experimenty byly pouzity nasledujici buné¢né linie: HeLa (karcinomové bunky
Z délozniho c¢ipku, dar od Dr. Davida Starika, Ustav molekularni genetiky AV CR, Praha),
143B (osteosarkom, bez tymidin kinazy 1, Sigma Aldrich), 143B PML BK TK
(osteosarkom, exprimuji virovou tymidin Kinazu, American Culture Tissue Collection),
NCI-H2009 (plicni karcinom, dar od doc. Maridna Hajducha, Univerzita Palackého,
Olomouc), HCT116 (karcinomové builkky z tracniku, dar od doc. Maridna Hajdtcha,
Univerzita Palackého, Olomouc), A549 (plicni karcinom, dar od doc. Maridna Hajducha,
Univerzita Palackého, Olomouc), V79 (transformované plicni bunky z kiecka, Sigma
Aldrich).

Linie byly kultivovany v kultivacnich lahvich pfi 37°C, v 5% atmosféfe CO,
v inkubatoru Thermo Scientific Steri Cycle (Thermo Fisher Scientific). Linie HeLa, V79 a
NCI-H2009 byly kultivovany v Dulbecové modifikovaném Eaglové médiu (DMEM,
Gibco) s piidavkem 3,7 g/l hydrogenuhli¢itanu sodného. Linie 143B byla kultivovana
v DMEM s ptidavkem 48,8 uM BrdU. Linie 143B PML BK TK (143B TK) byla
kultivovana v DMEM s ptfidavkem 3,7 g/l hydrogenuhli¢itanu sodného a HAT (0,1 mM
hypoxantin, 400 nM aminopterin a 0,16 mM dT, Sigma Aldrich), linie A549 byla
kultivovana v médiu FI12K (Sigma Aldrich) s pfidavkem 1,5 g/l hydrogenuhlic¢itanu
sodného a linie HCT116 byla kultivovana v McCoyov€ médiu (Sigma Aldrich)
s ptidavkem 2,2 g/l hydrogenuhli¢itanu sodného. Do kazdého média bylo pfidano fetalni
bovinni sérum (Gibco) v kone¢né koncentraci 10 % a gentamicin (Lek Pharmaceuticals) ve
findlni koncentraci 50 pg/ml. U linie 143B TK bylo tyden pfed experimentem DMEM
médium s HAT vyménéno za médium bez HAT. Linie 143B TK byla ziskdna transfekci
linie 143B vektorem obsahujicim pML1 plazmid, sekvenci z BK viru a gen hsvl TK
zarucujici expresi virové tymidin kin4zy. Transfekovana linie 143B TK stabilné exprimuje

virovou tymidin kindzu (Milanesi, G., et al., 1984).
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4.2. Stanoveni deaminazové aktivity pomoci fluorescen¢ni mikroskopie

4.2.1. Pouzité pufry

10x_koncentrovany fosfatovy pufr (10x PBS) — 80g chloridu sodné¢ho (NaCl); 1,94 g

chloridu draselného; 22,92 g dihydratu hydrogenfosforecnanu disodného; 1,916 g
dihydrogenfosfore¢nanu draselného bylo rozpusténo v 800 ml deionizované vody; pH bylo
upraveno pomoci kyseliny chlorovodikové (HCI) na hodnotu 7,4; objem byl doplnén

deionizovanou vodou (ddH,O) na 1 I.

1M Tris-HCI pH 7,5 — 60,57 g Trizma Base; 35,6 ml 35% HCI; objem byl doplnén ddH,0
na 500 ml.

1M Tris-HCI pH 8 pii 30°C — 30,285 g Trizma Base; 142,16 ml 1M HCI; objem byl
doplnén ddH,0 na 250 ml.

25 mM Tris-HCI, pH 7,5, 150 mM NaCl — 25 ml 1M Tris-HCI pH 7,5; 150 ml 1M NacCl,;
objem byl doplnén ddH,O na 1 1.

Médium pro pozorovani fluorescenénich signalta — 90 ml glycerinu; 5 ml 1M Tris-HCI pH
8; 2,5 g 1,4-diazabicyklo[2.2.2]oktanonu (DABCO, Sigma Aldrich); objem byl doplnén
ddH,0 na 100 ml.

4.2.2. Znaceni bunécné linie nukleosidovym analogem

Linie HeLa byla kultivovdna v 96-jamkové mikrotitraéni desticce (Orange
Scientific). Kultivace probihala v inkubatoru Thermo Scientific Steri Cycle po dobu 24
hodin pti 37°C, v 5% atmosféfe CO,. Nasledujici den bylo k buitkam pfidano médium s
pridavkem alternativné 0; 0,016; 0,08; 0,4; 2; 10; 50 nebo 250 uM EdU (Carbosynth) nebo
10 uM 5-etynyl-2'-deoxycytidinu (EdC; Jena Bioscience). Buiky byly inkubovany 4
hodiny pti 37°C v 5% atmosfére CO,.

4.2.3. Test replikace

Bunééna linie byla oSetfena 10 uM EdU a fixovana. Nasledné¢ bylo EdU
detekovano pomoci 5-fluorescein azidu (5-FAM azid, Lumiprobe) a zaroven byla jadra
detekovana pomoci 4',6'-diamidin-2-fenylindolu (DAPI, zasobni roztok 10 mM; Life
Technologies; viz 4.2.4). Vzorek byl sniman fluorescenénim mikroskopem (viz 4.2.5.) tak,
aby objekty byly zcela saturované. Snimky byly vyhodnoceny programem CellProfiler. Na
zaklad¢ signdlu naméfen¢ho pro 5-FAM azid a histogramu byla urcena frakce

nereplikujicich bun¢k a frakce replikujicich bun€k z celkového mnozstvi. Celkové

28



mnozstvi bun€k bylo uréeno na zdkladé¢ signalu zméfeného pro DAPIL Takto byla
stanovena replikacni aktivita pro konkrétni buné¢nou linii a byla vyuzivana pro hodnoceni
deaminacni aktivity pomoci fluorescen¢ni mikroskopie. Aby bylo minimalizovano riziko
Spatného odhadu, frakce replikujicich a nereplikujicich bun€k byla snizena o 0,1. Obecné
byl pocet replikujicich (R) a nereplikujicich bun¢k (non-R) stanoven jako R = (F-0,1)*X a
non-R = (0,9-F)*X, kde F je frakce uréena na zakladé histogramu a X je celkovy pocet

bunék.
4.2.4. Detekce EAU pomoci 5-FAM azidu

Linie HeLa byla osetfena pomoci EdU a EdC (viz 4.2.2.) a fixovdna vymrazenym
70% etanolem (viz 4.3.3.).

Vzorky byly 3x proplachnuty 200 pl 1x PBS. Nasledné bylo do kazdé jamky
ptidano 50 pl smési obsahujici 100 mM NaCl, 10 mM hydrochinon, 2 mM pentahydrat
siranu méd’natého, 20 uM 5-FAM azid a 10 uM DAPIL Vzorky byly ve smési inkubovany
60 minut pii pokojové teploté. Poté byla smés odsata pomoci pipety a do jamek bylo
pfidano 200 pl 1x PBS. Po 5-ti minutach byl pufr odstranén a nahrazen novym. Tento krok
byl opakovan jesté jednou. Nasledné byly vzorky 3x promyty 200 pl deionizované vody.
K bunkam bylo ptidano 50 ul média pro pozorovani fluorescencnich signalii. Desticka byla
uzaviena vikem, utésnéna pomoci parafilmu a do doby mikroskopické analyzy uchovana

pfi -20°C. Experiment byl provadén ve tiech nezavislych opakovanich.
4.2.5. Mikroskopie a analyza obrazu

Hodnoceni a analyza inkorporovaného EdU detekovaného 5-FAM azidem byla
zaloZzena na snimani vzorkll fluorescenénim mikroskopem Olympus IX81 (Olympus)
s kamerou Hamamatsu ORCA |1 s rozliSenim 1344 x 1024 pixelti (Hamamatsu Photonics)
a s programem Cell'R (Olympus). Byl pouzit objektiv UPLFLN, 10x, NA 0,3 (Olympus).
Obrazové data byla analyzovana pomoci programu na analyzu obrazu CellProfiler. Ziskana
data byla dale zpracovana pomoci programu Microsoft Excel a GraphPad Prismé.

Fluorescenc¢ni signal pro 5-FAM azid a pro DAPI byl sniman tak, aby nebylo
dosazeno saturace objektl. Signal pro DAPI slouzil ke stanoveni mnozstvi bun¢k a rovnéz
k identifikaci jader. V ramci jednotlivych jader byl pak analyzovan signal pro 5-FAM azid,
jenz odpovidal mnozstvi inkorporovaného EdU. V programu Microsoft Excel byly bunky
sefazeny podle velikosti signdlu pro 5-FAM azid od nejvétSiho po nejmensi. Jak bylo

zjisténo pii stanoveni replikacni aktivity (viz 4.2.4.) s jistotou miizeme fict, Ze 30 % bunék
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s nejsilngjSim signdlem je replikujicich a frakce 50 % bunék s nejslabSim signalem je
nereplikujicich. Nasledné byl vypocitan primérny signal replikujicich bunék a od né&j byl
odecten primérny signal nereplikujicich bun¢k (pozadi).

Grafy byly vytvoieny programem GraphPad Prism6. Pro sestrojeni grafii byla

pouzita funkce nelinedrni regrese se Ctyfmi parametry, rovnice funkce byla

top—bottom
1+10((ogIC50-X)xhill slope)’

y = bottom + kde x pfedstavuje logaritmus pouzité

koncentrace, y naméfenou hodnotu, ,,top* a ,,bottom* jsou hodnoty ptedstavujici platé pro
stejnou hodnotu jako vy, ,.hillslope* je ,,slope* factor. ICs je polovina maximalni inhibi¢ni
koncentrace. Data jsou prezentovana jako primérna hodnota + smérodatna odchylka.

4.3. Stanoveni deaminazové aktivity pomoci peroxidazy a

spektrofotometrie
4.3.1. Ptiprava pufri
10x PBS (viz 4.2.1))

3,3',5,5tetrametylbenzidin (TMB) Vv pufru pro detekci peroxidazové aktivity — na 1 ml
pufru bylo pfidano 10 pl TMB (Sigma Aldrich) a 0,3 ul 30% peroxidu vodiku.

Pufr pro detekci peroxiddzové aktivity pomoci TMB — 5 ml 1M citrat-acetatového pufru; 1

g polyvinylpyrolidonu (Sigma Aldrich); objem byl doplnén ddH,O na 100 ml; pH 4.

IM citrat-acetatovy pufr — 105 g kyseliny citrénové; 61,2 g octanu sodného; objem byl
doplnén ddH,0 na 500 ml.

25 mM Tris-HCI, pH 7,5, 150 mM NaCl (viz 4.2.1.).

Médium pro pozorovani fluorescenénich signala (viz 4.2.1.).

4.3.2. Test na priitkaz bunééné peroxidazy

Buné¢na linie HeLa byla kultivovana v 96-jamkové mikrotitracni desticce. Médium
bylo odstranéno a bunky byly 2x promyty 200 ul 1x PBS. Vzorky byly fixovany 100%
metanolem a alternativné 70% etanolem (viz 4.3.3.). Po fixaci byly vzorky 2x promyty 200
ul 1x PBS. Poté byly vzorky stejnym zptisobem promyty 200 pul ddH,0. Na vzorky bylo
aplikovano 100 ul TMB v pufru pro detekci peroxidazové aktivity. Reakce byla zastavena
100 ul 200 mM HCI. Vyhodnoceni bylo provedeno pomoci étecky desticek (viz 4.3.7.).
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4.3.3. Fixace buné¢nych linii

1) Fixace 100% metanolem. Médium bylo odstranéno z mikrotitra¢ni desticky a
vzorky byly 2x promyty 1x PBS temperovanym na 37°C. 1x PBS bylo odstranéno a
ke vzorkim bylo ptiddno 200 pl 100% metanolu. Po 10 minutach byl metanol
odstranén a desticka byla ususena. Veskeré kroky probihaly pii pokojové teploté.

2) Fixace 70% etanolem nebo 70% metanolem. Médium bylo odstranéno z desti¢ky
a vzorky byly 2x promyty 1x PBS temperovanym na 37°C. K buiikam bylo pfidano
200 pl vymrazeného 70% etanolu, respektive 70% metanolu. Vzorky byly
inkubovany 20 minut pii pokojové teploté a nasledné alternativné 30 minut nebo

24 hodin nebo tyden pti -20°C.
Optimalizace fixace:

Bunééna linie HeLa byla kultivovana na skli¢ku, které bylo uloZeno v Petriho
misce. Vzorek byl oSetien 10 uM EdU (viz 4.2.2.). Poté byl vzorek fixovan riznymi
zpusoby, viz vySe. EAU bylo detekovano pomoci 5-FAM azidu (viz 4.2.5.) nebo biotin-
PEG11-azidu a streptavidinu konjugovaného s FITC (viz 4.3.4., byl pouzit 40 uM biotin-
PEG11-azid; BPS Bioscience) a 10 uM streptavidin konjugovany s FITC (Sigma Aldrich).
Vsechny reakce vzorku probihaly na ,kapce* tak, Ze na parafilm umistény na pracovni
plochu byla aplikovana 50 pl kapka roztoku ptislusné latky. Na kapku bylo polozeno
sklicko a dale bylo pfeneseno na kapku dalsi latky dle protokolu. Nakonec bylo sklicko
pfeneseno na 3 pl kapku média pro pozorovani fluorescen¢niho signalu aplikovanou na
podlozni sklicko. Vzorky byly mikroskopicky zpracovany s ndslednou analyzou obrazu a

zpracovany v softwaru Microsoft Excel (viz 4.2.6.).
4.3.4. Ovéreni klik reakce mikroskopicky

Buné¢na linie HeLa byla kultivovana v 96-jamkové mikrotitracni desticce. Vzorky
byly osetfeny 10 uM EdU (viz 4.2.2.). Poté byly vzorky fixovany 100% metanolem (viz
4.3.3.).

Polovina desti¢ky byla oznacena pomoci 5-FAM-azidu (viz 4.2.4.), druhé polovina
desticky byla oznacena pomoci biotin-PEG11-azidu: Vzorky byly promyty 200 pl ddH0.
Nasledné byly vzorky inkubovany v 50 pl smési 100 mM NaCl, 10 mM hydrochinonu,
2mM pentahydrat siranu médnatého a 20 pM biotin-PEG11-azidu (rozpustén
v dimetylsulfoxidu (DMSO), zasobni roztok byl 10 mM). Inkubace probihala 60 minut pii

pokojové teploté. Smés byla ze vzorkil odstranéna a vzorky byly 3x proplachnuty
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200 pl 25 mM Tris-HCI, pH 7,5 a 150 mM NaCl. Pufr byl ze vzorkl odstranén a bylo
pfidano 50 pl smési 20 uM streptavidinu konjugovaného s FITC a 10 uM DAPI v 25
mM Tris-HCI, pH 7,5 a 150 mM NaCl. Inkubace probihala 60 minut. pii pokojové teploté.
Smés byla ze vzorkli odstranéna a vzorky byly 3x promyty 200 ul 25 mM Tris-HClI,
pH 7,5 a 150 mM NaCl. Na zavér bylo k buitkdm ptidano 50 pl média pro pozorovani
fluorescencnich signali.

Vysledky byly vyhodnoceny mikroskopicky s naslednou analyzou obrazu (viz

4.2.6.) a zpracovany v programu Microsoft Excel.
4.3.5. Detekce EdU pomoci biotin-PEG11-azidu
Optimalizace detekce

Bunééna linie HeLa byla kultivovana na skli¢ku, které bylo uloZeno v Petriho
misce. Vzorek byl oSetfen 10 uM EdU (viz 4.2.2.) a fixovan vymrazenym 70% etanolem

20 minut pii pokojové teploté a nasledn¢ 30 minut pii -20°C (viz 4.3.3.).

1) Biotin-PEG11-azid. Veskeré reakce vzorku fixovaného na skli¢ku probihaly na
40 pl ,kapce®. Postupovalo se jako u ovéfeni ,,click™ reakce mikroskopicky (viz
4.3.4)). K detekcei byla pouzita smés obsahujici alternativné 20 uM biotin-PEG11-
azid (zasobni 10 mM roztok byl rozpustén v DMSO), 40 uM biotin-PEG11-azid
nebo 20 uM picolylazid-PEG4-biotin (zasobni 10 mM roztok byl rozpustén
v DMSO; Jena Biosciences). Dalsi kroky a vypracovani vysledka byly provedeny
dle postupu uvedeného nize v ¢asti Detekce.

2) Streptavidin konjugovany s peroxidazou. Veskeré reakce vzorku probihaly
rovnéz na 40 pl ,kapce”. Postupovalo se dle postupu uvedeného nize v Casti
Detekce. Po inkubaci se smési obsahujici biotin-PEG11-azid a nasledném vymyti a
permeabilizaci byly vzorky inkubovany se smési streptavidinu konjugovaného s
peroxiddzou (zasobni roztok 1 mg/ml) fedéného alternativn¢ 500x, 1 000x, 2 000x,
4 000x, 8 000x, 16 000x a 30 000x v pufru 0,1% BSA a 0,05% Tween-20 v 1x
PBS. Dalsi kroky a vyhodnoceni byly provedeny dle postupu uvedeného nize

V ¢asti Detekece.
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Detekce

Bunécéna linie HeLa byla oSetfena pomoci EAU a EdC (viz 4.2.2.) a fixovana 70%
etanolem (viz 4.3.3.). Fixované vzorky byly az do vyhodnoceni skladovany v mrazaku.

Vzorky byly 3x promyty 200 ul 1xPBS. Ke vzorkiim bylo ptfiddno 50 pl smési 100
mM NaCl, 10 mM hydrochinonu, 2 mM pentahydratu siranu méd’natého a 40 uM biotin-
PEG11-azidu (rozpustén v DMSO; zasobni roztok byl 10 mM) v deionizované vode.
Bunky byly se smési inkubovany 60 minut pfi pokojové teploté. Smés byla nésledné
odstranéna. Do jamek bylo ptidano 200 ul 1x PBS Po péti minutach byl pufr odstranén a
nahrazen novym. Tento krok byl jest¢ jednou opakovan. Ke vzorkiim bylo ptidano 200 pl
1% BSA v 1x PBS a vzorky byly inkubovany po dobu 60 minut pti 37°C. Roztok BSA byl
odstranén a ke vzorklim bylo pfidano 200 pl 0,1% BSA, 0,05% Tween-20 v 1x PBS.
Roztok byl nahrazen 50 pl smési streptavidinu konjugovaného s peroxiddzou (0,03 pg/ml;
zasobni roztok 1 mg/ml; Jackson ImmunoResearch) v pufru 0,1% BSA a 0,05% Tween-20
v 1x PBS. Vzorky byly inkubovany 60 minut pii pokojové teploté. Nasledné byly vzorky
3x promyty 200 ul pufru 0,1% BSA a 0,05% Tween-20 v 1x PBS. Vzorky pak byly 3x
promyty 200 pl 1x PBS a 3x 200 pl deionizované vody. K buiikdm bylo pfidano 100 pl
TMB v pufru pro detekci peroxidazové aktivity. V zdvislosti na rychlosti reakce a
vznikajicim modrém zbarveni byla reakce zastavena pfidanim 100 pl 200 mM HCL.
Absorbance byla zméfena pomoci ¢teCky desti¢ek EnVision Plate Reader (Perkin Elmer,

USA) pfi vinové délce 450 nm.
4.3.6. Stanoveni poc¢tu bunék a kalibrace na pocet bunék

1) Stanoveni poétu bunék. Bunécna linie HeLa byla kultivovana na 96-jamkové
mikrotitra¢ni desti¢ce v koncentraci od 0 do 100 % bun¢k (viz Tab. I). Vzorky byly
fixovany 100 % metanolem po dobu 10 minut, poté byl metanol odstranén a vzorky
byly vysuSeny. Nasledn¢ bylo provedeno stanoveni celkového proteinu metodou
bicinchoninové kyseliny (BCA) pomoci kitu Pierce BCA Protein Assay Kit
(Thermo Scientific). Postupovalo se dle navodu vyrobce. Absorbance byla méfena
na CteCce desticek EnSpire Multimode Plate Reader (Perkin Elmer, USA) pii
vinové délce 562 nm.

Tab. I: RozloZeni vzorkii na mikrotitracni desti¢ce s postupné zvySujicim se poftem
bunék v jamce

Jamka 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Koncentrace bunék [%] 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
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2) Kalibrace na pocet bunék. Obsah jamek byl po detekci EdU pomoci
biotin-PEG11-azidu odstranén a nahrazen 200 ul deionizované vody. Tento krok
byl opakovan jesté¢ 2x. Nasledn¢ bylo dle navodu vyrobce provedeno stanoveni
celkového proteinu pomoci kitu Pierce BCA Protein Assay. Absorbance byla
zméfena pomoci ¢tecky desti¢ek EnSpire Multimode Plate Reader pfi vlnové délce

562 nm.
4.3.7. Méreni a analyza dat

Data ziskana pomoci ¢te¢ky destiGek byla zpracovavana v programu Microsoft
Excel. Kazda hodnota absorbance pro TMB byla vydé€lena odpovidajici hodnotou
absorbance pro BCA (pro stejnou jamku). Tim byl potlacen vliv odlisného poctu bunék
Vv jednotlivych jamkach. Nasledné¢ byl vypocten priamér pro jednotlivé vzorky. Od
vypoétenych hodnot byla ode¢tena hodnota pozadi vypoétena z jamek bez EAU a EdC.
Vysledné grafy byly vytvotreny v programu GraphPad Prism 6. Pro sestrojeni grafti byla

pouzita funkce nelinearni regrese (viz 4.2.5).

4.4. Stanoveni deaminazové aktivity pomoci fluorescence a cCtecky

desti¢ek

4.4.1. Pouzité pufry

25 mM Tris-HCI, pH 7,5, 150 mM NaCl (viz 4.2.1.)

1M Tris-HCL, pH 8 pfi 30°C (viz 4.2.2.)

4.4.2. OSetireni bunécéné linie inhibitorem deaminaz

Bunééné linie byly kultivovany v 96-jamkové mikrotitracni desti¢ce. Kultivace
probihala v inkubatoru Thermo Scientific Steri Cycle po dobu 24 hodin pii 37°C, v 5%
atmosfére CO,. K buiikdm bylo pfiddno médium s pfidavkem alternativné 2 nebo 10 uM
EdU nebo EdC a soucasné byl pfidan alternativné 20 uM tetrahydrouridin (THU; Abcam),
20 uM 2-(1-beta-D-ribofuranosyl)-3,4-dihydro-1H-1,3-diazepin-2(7H)-on (diazepinon
ribosid, dar od Dr. Rosenberga, UOCHB AV CR, Praha) nebo 20 uM zebularin (Santa
Cruz Biotechnology; viz Tab. II). Kontrolni bunky byly inkubovany pouze s EQU a EdC,
nebo bez ptidavku EAU a EdC. Bunky byly inkubovany 4 hodiny pti 37°C 5% atmosféie
CO..
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Tab. II. Typické rozloZeni aplikovanych litek a jejich koncentraci v 96- jamkové

mikrotitra¢ni desti¢ce

Radek|Sloupec 1 2 3 4 5 |Sloupec 6 7 8 9 10 | 11 | 12
A - - - - - - - - - - - -
B |EdU(um) — | 250 50| 10|  2[Edu(um 04| o08[o0t6] k| « K| -
C [edu(um) — | 2s0] so| 10| 2[Edu(um 04| oos[o016] k| « Kl -
D |EdUs20 uMTHU (uM) | - 10] 100 2| 2[edus20pmbiazep. (umy)| 10| 10| 2| 2 «| «| -
E |EACs20 uMTHU (uM) - 10 10 2 2[EdC s 20 uM Diazep. (uM) 10 10 2 2 K Kl -
F |EdUs20uMzZeb.(uM) | - 0] 100 2| 2ledc(um o] 100 2| 2 k| « -
G |EdCs20uMzeb. (uM) | - 0] 100 2| 2 kK[« & | «| «| -
H _ —_ _ —_ _ _ _ —_ _ _ _ _

THU - tetrahydrouridin; Zeb. — zebularin; Diazep. — diazepinon ribosid; K — kontrola, bufiky bez aplikace
jakychkoliv latek

4.4.3. Detekce EAU pomoci 5-FAM azidu

Bunécna linie HeLa byla oSetfena pomoci EdU a EdC (viz 4.2.2.) nebo pomoci
EdU a EdC s ptidavkem inhibitoru deaminédz (viz 4.4.2.) a fixovana 70% etanolem (viz
4.2.3)).

Ze zafixovanych vzorkli byl odstranén etanol. Vzorky byly 3x promyty 200 pl
IXxPBS a ke vzorkim bylo pfiddno 100 pl smési 10 mM hydrochinonu, 2 mM
pentahydratu siranu méd’'natého a 20 uM 5-FAM azidu v deionizované vod¢. Vzorky byly
inkubovany 30 minut pii pokojové teploté. Poté byla smés odstranéna. Vzorky byly
nasledné 3x promyty 200 pl 25 mM Tris-HCI, pH 7,5, 150 mM NaCl. Ke vzorkim bylo
pfidano 100 pul 1 uM DAPI ve 25 mM Tris-HCI, pH 7,5, a 150 mM NaCl. Desticka byla
zapeCeténa parafilmem a inkubovdna 30 minut na tfepacce Thermomixer comfort
(Eppendorf) pti pokojové teploté a 300 rpm. Poté byl roztok DAPI odstranén, buiiky byly
10 minut promyvany 200 pl 0,2% Tween-20 v 1x PBS na tiepacce pii pokojové teploté a
500 rpm. Tento krok byl opakovan jest€ 3x. K bunikdm bylo néasledné ptidano 120 pl
proteinazy K (Thermo Scientific; 0,1 mg/ml v 50 mM Tris-HCI, pH 8 pii 30°C). Bunky
byly inkubovany 60 minut na tfepacce pii 37°C a 450 rpm. Z desticky pak bylo pifeneseno
100 pl smési obsahujici proteindzou K ovlivnéné vzorky do cerné 96-jamkové
mikrotitracni desticky. Do kazdé jamky cerné desticky bylo dale pfidano 20 ul 10%
dodecylsiranu sodné¢ho (SDS) a obsah byl dobfe promichdn opatrnym pipetovanim. Na
CteCce desticek Infinite M200pro (Tecan) byl zméfen fluorescencni signal odpovidajici
DAPI a 5-FAM azidu. Pro DAPI probihalo méfeni pii excitacni vinové délce 355 + 4 nm a
emisni vlnové délce 460 = 10 nm. Pro 5-FAM azid probihalo méfeni pfi excitacni vinové

délce 488 + 4 nm a emisni vinové délce 520 + 10 nm.
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4.4.4. Méreni a analyza dat

Data byla zpracovdna programem Microsoft Excel. Nejprve byla vypoctena
pramérna hodnota pozadi pro jamky bez vzorkli méfené pro vinovou délku DAPI. Tato
hodnota byla odectena od signali DAPI zméfeny v jamkach obsahujicich buiky. Vliv
poctu bunék na mnozstvi inkorporované¢ho EdU byl potlacen vydé€lenim signalu zméteného
pro 5-FAM azid signadlem zmétenym pro DAPI. Od vypoctenych hodnot bylo nasledné
odecteno pozadi a byl spocitan primér ze dvou opakovani. Pozadi pfedstavovala primérna
hodnota ziskana z jamek s buiitkami, které neobsahovaly ptidavky zadnych latek. Vysledné
hodnoty byly nasledn¢ pfepocteny na procenta. To vyrazné zjednoduSilo moznost
vzajemného porovnani pribéhu jednotlivych grafii a namétenych parametr. Jelikoz
50 uM koncentrace EAU nejcastéji poskytovala nejvyssi signal, byla veskera dalSi méfeni
vztazena K této koncentraci a jeji hodnota byla stanovena jako hodnota 100%. Grafy byly
vytvofeny a analyzovany programem GraphPad Prism6. Pro jejich vytvofeni a analyzu

byla pouzita rovnice nelinearni regrese (viz 4.2.5).
4.5. Stanoveni mnoZstvi CDD a DCTD metodou Western Blot

4.5.1. Pouzité pufry

1M Tris-HCI, pH 7,5 - 60,57 g Trizma Base; 35,6 ml 35% HCI; objem byl doplnén ddH,O
na 500 ml.

0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 — 3,026 g Trizma Base; 23,86 ml 1M HCI; objem byl doplnén

deionizovanou vodou na 50 ml.

10x Tris glycine running buffer (TGS) — 30 g Trizma Base; 144 g glycinu; 10 ¢

dodecylsiranu sodného; objem byl doplnén ddH,O na 1 I.

5X Laemmliho vzorkovaci pufr — 0,5 g SDS; 3,75 ml 0,5 M Tris-HCI pH 6,8; 4,5 ml

glycerolu; 0,5 ml 0,25% bromfenolové modie (rozpusténa v deionizované vod¢); 1,25 ml

B-merkaptoetanolu; objem byl doplnén ddH,O na 10 ml.

Transferovy pufr (modifikovany Towbiniv pufr) — 6 g Trizma Base; 28,8 g; 300 ml

metanolu; objem byl doplnén ddH,0 na 2 I.

Ponceau S — 1,25 g ponceau S; 2,5 ml kyseliny octové, objem byl doplnén ddH,O na
250 ml.

10x Tris buffered saline (TBS) — 24,2 g Trizma Base; 80 g NaCl; pH bylo upraveno 1M

HClI na pH 7,6; objem byl doplnén ddH,0 na 1 | a zfedén na pracovni koncentraci 1x TBS.
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TBS/T pufr — 1 ml Tween-20; 1 | pufru 1x TBS.

Blokovaci pufr - 1g suSeného odtuénéného mléka Blotto (Santa Cruz

Biotechnology); objem byl doplnén na 20 ml pufrem TBS/T.

Primarni protildtka v 0,05% Tween-20 a 5% mléce vix TBS - 0,15 g suSencho

odtu¢néné¢ho mléka Blotto; 1,5 ul Tween-20; 3 pl primérni protilatky (viz 4.5.2.); objem
byl doplnén na 3 ml pufrem 1x TBS.

Sekundarni protilatka v 5% mléce v TBS/T — 1 g suSené¢ho odtu¢néného mléka Blotto; 2 ul

sekundarni protilatky (viz 4.5.2.); objem byl doplnén na 20 ml pufrem TBS/T.

RIPA pufr — Protease inhibitor coctail (Sigma Aldrich; rozpustén v 10 ml deionizované
vody); 0,5 g deoxycholatu sodného; 0,1 g SDS; 0,5 ml 1 M Tris-HCI pH 8; 1 ml 100 mM
fenylmetansulfonylfluoridu (Sigma Aldrich); 0,021 g fluoridu sodného (rozpusténo ve 40
ml deionizované vody); 15 ml 1M NaCl; 1 ml Triton X-100 (Sigma Aldrich); objem byl
doplnén na 90 ml. RIPA byl rozpipetovan a zamraZen bez inhibitoru. Inhibitor byl ptfidan

tésn¢ pied pouzitim v poméru 1:9.
4.5.2. Protilatky

Primarni monoklonalni protilatka proti CDA (Santa Cruz Biotechnology), primarni
monoklonalni protilatka proti DCTD (Santa Cruz Biotechnology), sekundarni polyklonalni
protilatka Peroxidase-AffiniPure Goat Anti-Mouse IgG (Jackson ImmunoResearch).

4.5.3. Priprava lyzata

Buiiky byly kultivovany v plastovych kultiva¢nich lahvich (75 cm?). Nasledng byl
pomoci mikroskopické stanice vybavené CCD kamerou urcen piiblizny pocet bunék
v lahvi. Z lahvi bylo pipetou odsato médium a vzorky byly promyty vychlazenym
1x PBS. Do lahvi byl pfidan lyza¢ni pufr RIPA. Na kazdy miliéon bunék byl pfidan 1 ml
pufru. Bunky byly seskrabany a suspenze byla pienesena do mikrozkumavky o objemu
1,5 ml. Vzorky byly inkubovany 30 minut na ledu a nasledné centrifugovany 10 minut pfi
20 000x g a 4°C. Supernatant byl pfenesen do nové zkumavky.

Pouzitim kitu Pierce BCA Protein Assay Kit byla stanovena koncentrace celkového

proteinu v lyzatech. Postupovalo se podle navodu vyrobce.
4.5.4. Denaturujci polyakrylamidova gelova elektroforéza (SDS-PAGE)

Pro SDS-PAGE byla pouzita vertikalni elektroforeticka aparatura a

polyakrylamidové gely o tloust’ce 1,5 mm. Pro pfipravu gelu byl pouzit kit TGX Stain-
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Free FastCast Acrylamide (Bio-Rad). Pii pfipravé gelu se postupovalo podle navodu
vyrobce. Mezi skla byl nejdfive nanesen ,,rozdélovaci® gel a na né¢j zaostrovaci gel. Po
ztuhnuti byly gely vlozeny do sestavené aparatury a byly zality 1x TGS pufrem.

K 25 pl lyzatu bylo pfidano 6,25 ul 5x Laemmliho vzorkovaciho pufru. Lyzaty
byly inkubovany 10 minut na 95°C a nasledn¢ byly zchlazeny na pokojovou teplotu. Na
gel byl nanesen molekulovy standard a 10 pg proteinu z kazdého vzorku. Separace
probihala 5 minut pfi konstantnim napéti 100 V, poté bylo napéti zvySeno na 120 V.
Separace probihala piiblizné 1,5 hodiny. Priabéh byl kontrolovan pomoci molekulového
standardu. Po ukonéeni separace byla aparatura odpojena. Skla s gelem byly rozebrany,
z gelu byla odiezana horni zaostfovaci ¢ast a gel byl namocen do transferového pufru

priblizné na 10 minut.
4.5.5. Western blot

Nitrocelulézova membrana 0,2 pm (Bio-Rad) byla aktivovana inkubaci v
transferovém pufru po dobu pfiblizn¢ 5 minut. Nadoba blotovaciho pfistroje byla naplnéna
vychlazenym transferovym pufrem. Houby na blotovani 1 blotovaci papir byly pfedem na
chvilku namoceny do transferového pufru. Do kazety na Western Blot byla vloZena
nejprve houba, na tu byl polozen blotovaci papir, nitrocelulézova membrana, gel,
nasledoval dalsi blotovaci papir a posledni vrstvu tvofila opét houba. Pfipadné bubliny
byly vytlaceny. Kazeta byla vloZena do nadoby blotovaciho pfistroje. Nadoba byla pfikryta
vikem a pfipojena ke zdroji. Pfenos probihal 1 hodinu pfi konstantnim napé&ti 75 V. Roztok
byl po celou dobu mirné promichdvan pomoci magnetického michadla na magnetické
michacce.

Po ukonceni pfenosu byla aparatura rozebrana, membrana byla vyjmuta a promyta
v 1x TBS pufru za stalého tfepani 1 minutu. 1x TBS pufr byl nahrazen blokovacim pufrem.
Blokace membrany probihala za stalého tiepani 1 hodinu. Membrana byla promyta pufrem
TBS/T za stalého tfepani po dobu 15 minut. Pufr byl v pribéhu inkubace vzdy po péti
minutach vyménén za Cerstvy. Nasledné byla membrana opatrné vyndéna z vanicky a
vlozena do uzaviratelného igelitového sacku. Membrana byla pievrstvena 3 ml roztoku
primérni protilatky (1:1 000) fedéné v mléce a 1x TBS. Ptipadné bublinky byly vytlaceny.
Inkubace probihala pfes noc za stalého michani pti 4°C. Nasledujici den byla membréana
promyta pufrem TBS/T za stalého tiepani po dobu 15 minut, pufr byl v pribéhu inkubace
vzdy po péti minutdich vyménén za Cerstvy. Po promyti bylo aplikovano 20 ml roztoku

sekundéarni protilatky (1:10 000) fedéné v mléce a TBS/T. Protilatka byla nasledné
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vymyvana 20 minut v TBS/T pufru za stdlého michani, pufr byl vzdy po péti minutich
vyménén za Cerstvy. Membrana byla nasledné kratce inkubovana s 2 ul Luminata Forte
(Merck Millipore). Chemiluminiscence byla snimdna HCD kamerou na pfistroji
ChemiDoc, pro snimani bylo pouZzito nastaveni pro chemiluminiscenci pii vysokém
rozliSeni a expozi¢ni Cas byl automaticky stanoven podle nejintenzivnéjSiho ,,bandu®.
V programu pro piistroj ChemiDoc byla rovnéz provedena analyza identifikovanych
,bandi“. Intenzita signalu odpovidajici koncentraci sledovanych proteini jednotlivych
bunécnych linii byla nasledné normalizovdna na linii s nejintenzivnéjSim signalem. Tato
hodnota byla rovna 100%. Data byla vyhodnocena programem Microsoft Excel.
Experimenty byly provedeny v péti opakovanich.
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5. VYSLEDKY

Hlavnim cilem prace byl vyvoj systému pro rychlé posouzeni deaminaéni aktivity
v buitkkdch bez nutnosti jejich destrukce. Pro vyvoj pfistupu bylo vyuZzito stanoveni
replikacni aktivity pomoci inkorporace nukleosidového analogu. Vyvijeny postup byl
zaloZzen na nalezu, ze EdC neni efektivné inkorporovan do bunééné DNA, naopak je
efektivné deaminovan na EdU, ktery je nasledné¢ fosforylovan bunénymi kindzami a
inkorporovan do bunécné DNA (Ligasova a kol., 2015). Mira inkorporace EdU je pak
funkei deaminacéni aktivity. V této diplomové préci byla testovana moznost pouziti EAC a
nasledného stanoveni EAU v DNA pro stanoveni deaminacni aktivity. Soucasné byla
testovana moznost pouZzit tento pfistup pro vzajemné porovnani deaminacni aktivity u
ruznych bunécnych linii.

Buniky byly inkubovéany s rliznymi koncentracemi EAU a EdC a nasledné byl
stanoven signal poskytovany inkorporovanym EdU tfemi riznymi metodami. Divodem
soucCasného stanoveni EAU bylo pozorovani, Ze rozdilné¢ bunécné linie inkorporuji EdU s
riznou ucinnosti a rovnéz se lisi jejich replikacni aktivita (Ligasova a kol., 2015). V
experimentech byly buiiky inkubovany s 0; 0,016; 0,08; 0,4; 2; 10; 50 nebo 250 uM EdU
nebo s 10 uM EdC po dobu 4 hodin a nasledné byly 20 minut fixovany vymraZzenym 70%
etanolem pii pokojové teploté a nasledné 60 minut pii -20°C.

Pro vz4djemné porovnani pouzitych piistupil byla pouzZita bunécéna linie HeLa. Tato
linie velice efektivné inkorporuje EdU a vykazuje silnou deaminacni aktivitu, kterd je
nutnd pro proménu EAdC na EdU. Prvni testovany pfistup byl zaloZen na detekci EAU
pomoci tzv. ,.click reakce s azidovanym 5-FAM (Salic a Mitchison, 2008) a nasledném
vyhodnocenim signalli pomoci fluorescenéniho mikroskopu. Druhy pfistup byl zaloZen na
detekci EAU pomoci ,,click” reakce s azidovanym biotinem a nasledné detekci biotinu
pomoci avidinu konjugovaného s peroxiddzou. Jako substrat byl pouzit TMB. Nasledné
byla stanovena absorbance pii vinové délce 450 nm pomoci ctecky desticek. Posledni
piistup byl podobné jako prvni pfistup zaloZen na “click® reakci s 5-FAM, ovSem pro

stanoveni fluorescen¢niho signalu byla pouzita ¢tecCka desticek.
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5.1. Stanoveni deaminacni aktivity pomoci fluorescencni

mikroskopie

Jak jiz bylo vyse zminéno, prvni pfistup pro detekci EdU byl zalozen na ,,click®
reakci s azidovanou fluorescen¢ni molekulou a vyhodnoceni fluorescencnich signalt
pomoci fluorescen¢niho mikroskopu s naslednou analyzou obrazu (viz 4.2.). Nespornou
vyhodou této metody je rychlost zpracovani vzorku. Vzorky po inkorporaci EdU a fixaci
byly promyty pufrem a inkubovany ve smési s azidovanou fluorescencni molekulou,
VvV tomto piipadé 5-FAM, reagujici pomoci klik reakce s EQU. Reakce byla katalyzovana
jednomocnymi ionty médi. Nasledovalo diikladné promyti vzorkl, kdy byly odstranény
nenavazané fluorescenéni molekuly. Na z&vér byly vzorky zality do média pro pozorovéani
fluorescen¢nich signalti. Médium obsahujici glycerin a DABCO umoziuje zachovani
fluorescenénich signalti a brani vyhasinani fluorochromt. Vzorky byly vyhodnoceny
okamzité po zpracovani nebo byly skladovany v mrazdku a nasledn¢ vyhodnoceny. Cela
procedura trvala 7 hodin, pficemz 4 hodiny trvalo znaceni pomoci EdU, fixace cca 1
hodinu, a samotna detekce inkorporovného EdU trvala 2 hodiny.

Nespornou vyhodou této metody byla jeji ptesnost. Jelikoz bunky byly
kromé& azidovaného 5-FAM rovnéZ inkubovany s DAPI, kterd po navazéni na
dvouvldknovou molekulu DNA silné fluoreskuje (Kapuscinski J., Szer W., 1979), bylo
tudiz mozné méftit fluorescenci vyhradné v oblasti bunéénych jader. Pomoci mikroskopu a

kamery byly pofizeny digitalni snimky bunék (Obr. 11).
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Obr. 11: Stanoveni deaminacni aktivity pomoci fluorescen¢ni mikroskopie u linie
HeLa.
K bunkam byly pfidany rizné koncentrace EAU nebo 10 uM EdC. Kontrolni vzorky byly inkubovany
v ¢istém médiu. Inkorporované EdU bylo nasledné konjugovano s azidovanym 5-FAM. DNA bunék byla
znacena fluorescencni molekulou DAPI. Snimky zobrazuji miru inkorporace EdU, vyssi koncentrace EdU
vykazovaly vy$si fluorescenéni signal. 10 uM EdC poskytovalo vyrazné mensi signal nez 10 uM EdU.
Nasledné byla pomoci znaceni 10 uM EdU a analyzy obrazu urcena frakce
replikujicich bunék. Tato frakce byla nasledné sniZzena o 10 % (viz 4.2.3.). SniZena frakce
nejvyssich naméfenych signali poskytovanych EdU pak slouZila pro analyzu vzorka
Z hlediska mnozstvi inkorporovaného EdU. Velkou nevyhodou této metody byla pracnost a
¢asova naro¢nost vyhodnoceni fluorescencnich signali. Kazdy vzorek byl pfitomen v Sesti
opakovanich (respektive ve 12 opakovanich pro vzorky s EdC). Z kazdé jamky
mikrotitracni desticky obsahujici vzorek byly pofizeny dva snimky. Takto vzniklo
dohromady 12 (respektive 24 snimki) na jeden vzorek (celkem 9 vzorki), jenz byly
podrobeny analyze softwarem CellProfiler (Carpenter a kol., 2006; Kamentsky a kol.,
2011). Poté byly naméfené hodnoty zpracovany softwarem Microsoft Excel a nésledné

byly ze ziskanych dat sestrojeny grafy programem GraphPad Prism6. Produkce EdU z EdC
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byla vypocitana pomoci nelinearni regrese dat ze seridlniho fedéni EdU. Pro tyto méteni

top—bottom
+10((10g 1C50-X)xhill slope)’

byla pouzita rovnice y = bottom + - kde x predstavuje logaritmus

pouzité koncentrace, y naméfenou hodnotu, ,,top* a ,,bottom* jsou hodnoty ptedstavujici
platdo pro stejnou hodnotu jako vy, ,hillslope” je ,,slope” faktor. Hodnoty koncentraci
produkovaného EAU z 10 uM EdC jsou uvedeny v tabulce IX. Navic soucasti piistupu
bylo stanoveni frakce replikujicich bun¢k. Tento krok sice zpiesiuje vysledky, nicméné
souCasn¢ zvySuje Casovou narocnost celé procedury. Vyhodnoceni jedné desticky se
stanovenim frakce replikujicich bun¢k predstavovalo ptiblizné 5 hodin.

Vysledkem stanoveni deaminacni aktivity byla sigmoidni kiivka zobrazujici

zavislost fluorescen¢niho signalu na logaritmu koncentrace EAU (viz Obr. 12).

125+
100+

75+

© x Vv 9

Qe
koncentrace (pM)

Obr. 12: Graf zobrazujici zavislost relativniho signalu na logaritmu koncentrace EdU

detekovaného pomoci fluorescen¢ni mikroskopie

HeLa buiky byly inkubovany s odlisnymi koncentracemi EdU, které bylo nasledn¢ detekovano ,.click*
reakei s 5-FAM azidem. Data byla normalizovana na signal poskytovany 50 pM EdU. Tato koncentrace byla
rovna 100 %. Koncentrace EdU pii polovi¢ni hodnoté maximalniho signalu (ECsg) byla rovna 0,76 + 0,06
uM EdU. Pro vzorky inkubované s 10 uM EdC odpovidal signal asi 61,58 % signalu 50 uM EdU. To

odpovidalo cca 0,98 uM koncentraci EAU. Data jsou prezentovana jako pramér + standardni chyba méfeni.
Pro hodnoty 0,016 a 0,08 nebyl zaznamenan signifikantni signal. Pfiblizné od 10
uM koncentrace nastdva faze platdo a pifi 250 uM koncentraci specificky signal zac¢ina

slabnout. Dlvodem je pravdépodobné toxické pisobeni EdU. Pro potiteby grafu byla
hodnota signalu u 250 pM EdU stanovena na 100 %. Hodnota ECsy, tj. koncentrace EdU,
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ktera produkovala fluorescen¢ni signdl o velikosti 50 % maximdlniho signalu, byla 0,76 +
0,06 uM. Z grafu byla rovnéz urcena koncentrace EdU, pfi niz je fluorescencni signal
roven signalu 10 uM EdC. Tato hodnota pak byla pouzita pro porovnani deaminacni
aktivity riznych linii. U HeLa bunék 10 uM EdC ptedstavoval naméfeny signal 61,58 %
signalu naméfené¢ho ve vzorcich inkubovanych s 50 uM EdU a coz odpovidalo 0,98 uM
EdU. Obecné by mélo platit, Ze vyssi hodnota znamena i vyssi deaminacni aktivitu.

V souhrnu Ize konstatovat, ze vyhodou stanoveni deamindzové aktivity pomoci
fluorescen¢ni mikroskopie je jeji presnost, dale jednoduchost a ¢asova nenaroc¢nost detekce
EdU, jelikoz trvala pouhé 2 hod. Naopak, samotné vyhodnoceni vzorkl a zpracovani dat je
pracné a zdlouhavé. Vyzaduje nafoceni celé desticky, analyzu snimki programem a
zpracovani naméfenych dat a stanoveni frakce replikujicich bun€k. Celkova doba
vyhodnoceni trvala nejmén€ 5 hod. Pro rutinni stanoveni deaminacni aktivity je tato
metoda pfili§ pracnd a zdlouhava. Proto byl testovan systém zaloZzeny na vyhodnoceni

pomoci ¢tecky desti¢ek. Tento systém mél urychlit zejména proces vyhodnoceni.

5.2. Stanoveni deaminac¢ni aktivity pomoci peroxidazy a
spektrofotometrie

Nejprve byl testovan systém, ktery k detekci inkorporovaného EdU vyuZziva biotin-
PEG11-azid. Biotin-PEG11-azid reaguje pomoci ,,click” reakce s etynylovou skupinou
EdU stejné jako 5-FAM azid. Na rozdil od 5-FAM azidu biotin-PEG11-azid neni mozné
vyuzit pro ptimé mefeni fluorescence ani absorbance bez nasledné detekce biotinu. Pro
detekci biotinu byl pouzit streptavidin konjugovany s peroxidazou. Teoretickou vyhodou
detekce pomoci peroxidazy je moznost amplifikace signalu, kdy peroxidadza pifeménuje
substrat za vzniku zpravidla barevného produktu. Jako substrat byl pouzit TMB. Po ptidani
peroxidu vodiku peroxidaza redukuje peroxid vodiku na vodu, pfi¢emZ donorem vodiku je
chromogenni TMB, ktery se pfeménuje na modry 3,3',5,5'-tetrametylbenzidin diimin.
Mnozstvi vznikajiciho 3,3'.5,5'-tetrametylbenzidin  diiminu je Umérmné mnoZstvi
inkorporovaného EdU a lze ho méfit pomoci Ctecky desticek stanovenim absorbance
vzorku (Josephygg, Elingg, Mason, 1982). Pro zastaveni reakce byl pouzit roztok kyseliny.
Tim soucasné doslo k terminalni oxidaci a ke zméné€ piivodné modrého zabarveni na Zluté.
Koncentrace produktu byla nasledn¢ stanovena pomoci méfeni absorbance pii 450 nm.

Vlastni detekce EdU je u tohoto systému podobna jako u fluorescencni
mikroskopie. Po inkubaci vzorku s EdU, respektive EdC a fixaci nasledovalo vymyti

fixaze a inkubace se smési obsahujici biotin-PEG11-azid (viz 4.3.). I zde musela byt smés
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dikladn€ vymyta. Poté byly buniky permeabilizovany pomoci BSA a Tween-20. Nasledné
byly vzorky inkubovany s peroxidazou konjugovanou se streptavidinem. Nasledovalo
vymyti nenavazané peroxidazy, které¢ se ukdzalo jako velmi kriticky krok. Divodem je
fakt, ze peroxidaza se nespecificky vaze na stény mikrotitracni desticky, zptisobuje tim
falesnou pozitivitu a zvySuje absorbanci vzorku. Proto byla peroxidaza vymyvéna ve tfech
krocich, nejprve pomoci BSA a Tween-20 v PBS, nasledné pomoci PBS a nakonec pomoci
deionizované vody. I pfes peclivé vymyvani nenavazané peroxidazy vysledky vykazovaly
vysoké odchylky.

Aby bylo vylouceno, Ze bunky produkuji vlastni peroxidazu, ktera by zptisobovala
falesnou pozitivitu, byl proveden test na obsah bunécné peroxidazy. V tomto piipad¢ byly
HeLa buiiky fixovany 100% metanolem, fixaZ byla vymyta a ke vzorkiim bylo pfidano
TMB v pufru pro detekci peroxidazové aktivity (viz 4.3.2.). Tento experiment ukazal, Ze
bunky vlastni peroxidazu neprodukuji nebo je jeji aktivita extrémné nizka. Déle byla
testovana efektivita detekce. HeLa buiky byly znaceny pomoci 10 uM EdU a fixovany
100% metanolem. Inkorporované EdU bylo v prvnim kroku detekovano pomoci ,,click*
reakce s biotin-PEG11-azidem, v dalsim kroku pomoci streptavidinu konjugovaného
s fluorescencni molekulou FITC a vzorky byly vyhodnoceny (viz 4.3.4.). Vysledky byly
porovnany s detekci EQU pomoci 5-FAM azidu. Vysledky ukazaly, Ze signal pro biotin-
PEG11 azid byl velmi slaby, cca 3x mensi nez pro 5-FAM azid (viz Tab. 11).

Tab. III: Porovnani fluorescen¢niho signalu pro EdU detekovany pomoci 5-FAM
azidu a biotin-PEG11-azidu

5-FAM azid Biotin-PEG11-azid

Fluorescen¢ni signal 0,2303 £ 0,0025 0,076 + 0,0677

V dal$i fazi byly testovany modifikace protokolu a jejich vliv na vySku
specifického signdlu. Nejdiive byl zkouman vliv pouzitého fixa¢niho cinidla. Byla
porovnavana fixace 100% metanolem a ledovym 70% etanolem (viz 4.3.3.). V tomto
experimentu byla linie HeLa inkubovéna s 10 pM EdU a k detekci byl pouzit biotin-
PEG11-azid v kombinaci se streptavidinem konjugovanym s fluorescen¢ni molekulou
FITC. Pro vyhodnoceni byl pouzit fluorescenéni mikroskop. Pro srovnani byl k detekci
pouzit i 5-FAM azid. Vysledky ukézaly, Ze vzorky po fixaci etanolem, zejména pii detekci
pomoci biotin-PEG11-azidu, prokazatelné vykazovaly vyssi specificky signal (viz Tab.
V).
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Tab. IV: Porovnani fluorescen¢niho signalu po fixaci 100% metanolem nebo 70%

etanolem pro EdU detekovany pomoci 5-FAM azidu a Biotin-PEG11-azidu

100% metanol

70% etanol

5-FAM azid

0,2585 £ 0,0341

0,3463 £ 0,0078

Biotin-PEG11-azid

0,144 £ 0,0039

0,3481 £ 0,0027

Dale byla testovana fixdz ledovym 70% metanolem. Tato fixdz poskytovala
pfiblizn¢ stejny signdl jako fixdZz vymrazenym 70% etanolem. Rovnéz byl testovan vliv
doby fixace vzorka. Vzorky byly fixovany 70% etanolem, uloZeny do mrazaku na dobu 30
minut, 24 hodin nebo jeden tyden. Signal v pfipadé pouziti biotin-PEG11-azidu s delsi
dobou fixace se postupné snizoval. To ovsem neplatilo pro 5-FAM azid, kde délka fixace

neméla vliv na intenzitu specifického signélu (viz Tab. V).

Tab. V: Vliv délky fixace 70% etanolem na intenzitu fluorescen¢niho signalu pro EdU

detekovany pomoci 5-FAM azidu a Biotin-PEG11-azidu

30 min 24 hod 1 tyden
5-FAM azid 0,3509 + 0,0055 0,3209 + 0,0606 0,3632 +0,0259
Biotin-PEG11-azid 0,2539 +0,0132 0,1148 £0,0145 0,0303 £+ 0,0167

Kromé vlivu fixaze byl testovan vliv pouziti dvojnasobné koncentrace biotin-
PEG11-azidu na velikost specifického signalu (viz 4.3.4.). Byla testovana 40 uM
koncentrace biotin-PEG11-azidu namisto 20 uM koncentrace. Krom¢ biotin-PEG11-azidu
byl testovan i alternativni biotinylovany azid — picolylazid-PEG4-biotin a to v koncentraci
20 uM. V pfipadé zvySeni koncentrace biotin-PEG11-azidu doslo k témét dvojnasobnému

zvyseni specifického signalu (viz Tab. VI).

Tab. VI: Vliv koncentrace Biotin-PEG11-azidu a pouZiti Picolylazid-PEG4-biotinu na

intenzitu fluorescen¢niho signalu pro EAU

40 pM Biotin-PEG11-azid 20 pM Picolylazid-PEG4-biotin 20 pM Biotin-PEG11-azid
Signal 0,1823 0,3164 0,0931
Pozadi 0,096 0,1143 0,1196
ﬂgﬂ‘gﬁ; - 1,899 2,7682 0,7784

v

k bunécné membrané se zvySoval. Nerovnomérny signal v jadrech mohl byt zplisoben
nedostateénym prichodem streptavidinu do bunééného jadra. Picolylazid-PEG4-biotin je
chemicka sloudenina, kterd ve své struktufe obsahuje Cu’, coz usnadiiuje a zrychluje

,elick® reakci (Uttamapinant a kol.,, 2012). Experimenty vSak neprokazaly zvySeni
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specifického signalu pti pouziti picolylazid-PEG4-biotinu. Naopak, bylo pozorovano
vysoké pozadi.

Jelikoz byl u 40 uM koncentrace biotin-PEG11-azidu pozorovan nerovnomérny
signal, byl dale pouzivan v koncentraci 20 uM (viz 4.3.5.). Rovnéz byl testovan vliv fedéni
streptavidinu konjugovaného s peroxiddzou. Vzorky byly inkubovany s 10 uM EdU a
nasledné byly fixovany 70% etanolem. Streptavidin konjugovany s peroxidazou byl pouzit
v koncentraci 2 pg/ml (fedén 500x), 1 pg/ml (fedén 1 000x), 0,5 pg/ml (fedén 2 000x).
Koncentrace komplexu streptavidinu s peroxidazou v zasobnim roztoku byla 1mg/ml.
Z rychlosti vzniku a intenzity zabarveni bylo ziejmé, ze veskeré testované koncentrace
jsou prili§ vysoké a v jejich disledku je vyrazné zvySena i nespecificka reakce. Podle
oc¢ekavani v ramci daného experimentu probihala reakce nejpomaleji u 2 000x ziedéného
enzymul.

V nasledujicim experimentu byly pii téZe podminkach pouzity tyto koncentrace
komplexu streptavidin-peroxidaza: 0,5 pg/ml 0,25 pg/ml, 0,125 pg/ml a 0,0625 pg/ml. Po
zmodrani, coZ trvalo méné nez 10 min, byla reakce zastavena 100 ul 200 mM HCI a byla
zméfena absorbance pii vinové délce 450 nm. Byl proveden jesté tfeti experiment, kde
byla pouzita koncentrace komplexu 0,03 pg/ml (souhrnné vysledky obou experimentl viz

Tab. VII).

Tab. VII: Vliv Fedéni peroxidazy konjugované se streptavidinem na absorbanci TMB

| Redéni 2 000x 4.000x 8 000X 16000« | 30000x |
A vzorku 2,24 1,89 1,98 1,79 1,92

| A pozadi 1,22 1,08 028 1,29 023 |
Pomér A vzorek/pozadi 1,8 2,3 7 3,6 8,53

cvwr

koncentrace streptavidinu konjugovaného s peroxidazou.

Na zakladé obdrzenych vysledka byl optimalizovan postup detekce EdU
nasledovné: vzorky byly fixovany 70% etanolem, detekce EdU byla provedena ve smési
obsahujici 40 uM koncentraci biotin-PEG11-azidu a nasledné¢ byl biotin-PEG11-azid
detekovan pomoci 0,03 pg/ml streptavidinu konjugovaného s peroxiddzou. Pomoci ctecky
desti¢ek byla zméfena absorbance a data byla vyhodnocena v programu Microsoft Excel a
GraphPad Prism6. Vysledkem byla stejné jako v ptipad€ pouziti fluorescencni mikroskopie
kiivka sigmoidniho charakteru, ovSem jeji pribéh se liSil od pribéhu kiivky ziskané
pomoci fluorescen¢ni mikroskopie (Obr. 13a). Navic bylo patrné, Ze data z jednotlivych

méfeni vykazovala vyrazné odchylky. Jiz pfi 0,08 pM koncentraci EAU byl naméfen
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signal, ktery dosahoval téméi 25% signalu 50 uM koncentrace EAU. ECsg bylo v piipadé
pouziti této metody 0,23 £ 0,07 uM. Signal zméteny pro 10 uM EdC odpovidal cca
0,6 uM EdU. Aby byl eliminovan vliv rizného poc¢tu bun€k v jamkach mikrotitracni
desticky, absorbance byla vztazena na pocCet bunc¢k. K tomu bylo vyuzio stanoveni
celkového mnozstvi proteint v jednotlivych jamkach mikrotitracni desticky metodou BCA
za predpokladu, ze celkové mnozstvi proteinti je pfimo umérné mnozstvi bunék
V jednotlivych jamkach. Jak je patrné z Obr. 13b, vysledky se jesté vice liSily od vysledka

naméfenych pomoci fluorescenéni mikroskopie.

(a) i (b) -
J;IDgLa peroxidaza_bez BCA ; 50_I-IeLal peroxidaza_BCA
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Obr. 13: Grafy zobrazujici zavislost relativniho signalu na logaritmu koncentrace

EdU detekovaného pomoci peroxidazy a ¢tecky desticek

HeLa buiky byly inkubovany s odlisnymi koncentracemi EdU, které bylo detekovano pomoci peroxidazy a
TMB. Data byla normalizovana na signal poskytovany 50 uM EdU. Signal u 50 uM EdU byl roven 100 %.
Data jsou prezentovana jako prumér + standardni chyba méteni.

(a) Méfeni bez vztazeni signalu na pocet bunék. Hodnota ECsy byla rovna 0,23 £ 0,07 uM. Pro vzorky
inkubované s 10 uM EdC odpovidal signal 66,96 % signalu naméfeném ve vzorcich, které byly inkubovany
s 50 uM EdU. To odpovidalo signalu naméfenému ve vzorku s inkubovaném s 0,6 uM EdU.

(b) Méfeni se vztazenim signalu na pocet bunék pomoci BCA. Hodnota ECs byla rovna 0,11 + 0,16 uM. Pro
vzorky inkubované s 10 uM EdC odpovidal signdl 50,46 % signalu, ktery byl naméfen ve vzorcich

inkubovanych s 50 uM EdU. To odpovidalo signadlu namétenému ve vzorku inkubovaném s 0,3 uM EdU.
Ptistup zaloZeny na pouziti peroxiddazy byl ve srovnani s mikroskopickym
ptistupem jednodussi z hlediska vyhodnoceni signalu. Na druhou stranu proces detekce byl
delsi a pracnégjsi. Detekce trvala pfiblizné 5,5 hod, vyZadovala piesné pipetovani a peclivé
vymyti peroxidazy. Prestoze je proces vyhodnoceni a analyzy dat ve srovnani s metodou

vyuzivajici fluorescenéni mikroskopii velmi jednoduchy a rychly (méfeni a analyza dat
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trvala ptiblizné jen 30 minut), vzhledem k velké variabilit¢ naméfenych dat, tato metoda

nepiedstavovala vhodnou alternativu k metod¢€ zalozené na fluorescencni mikroskopii.

5.3. Stanoveni deamina¢ni aktivity pomoci méreni fluorescence

¢teckou desticek

Treti testovanad metoda pro stanoveni deaminacni aktivity bunék piedstavovala
jistou variaci metody zaloZené na fluorescencni mikroskopii. Metoda je také zaloZena na
stanoveni intenzity fluorescencniho signalu, ten je ovSsem méfen pomoci ¢teCky desticek.
Ve srovnani s postupem pro fluorescenéni mikroskopii se tato metoda liSila rovnéz
pribéhem znaceni a obnésela specialni kroky souvisejici s detekci pomoci ¢tecky desticek
(viz 4.4.). ZnacCeni prostifednictvim EdU a fixace nebyla zménéna. Po fixaci nésledovala
detekce EAU pomoci 5-FAM azidu a detekce DNA pomoci DAPI. Inkubace S témito
fluorescenénimi molekulami probihaly v odd€lenych krocich. Délka obou znaceni byla
zkracena jen na pul hodiny, coz se jevilo jako dostate¢né i1 pii pouziti vysSich fedéni 5-
FAM azidu (10 uM) a DAPI (1 uM). Po dukladném vymyti nenavazaného 5-FAM azidu a
DAPI byly vzorky inkubovany s proteinazou K. Vzorky oSetfené proteinazou K byly
preneseny do Cerné mikrotitracni desticky a nasledné byl pfidan roztok 10% SDS
vV mnozstvi, aby jeho kone¢na koncentrace byla 1,6 %. Nasledn¢ byl u vzorkdi méfen
fluorescencni signal pomoci ¢tecky desticek.

Ve srovnani s fluorescen¢ni mikroskopii, u které zpracovani trvalo pouhé 2 hod, je
s detekci pomoci peroxidazy, kdy postup trval pfiblizné 5,5 hod, byl vSak tento postup
kratsi a jednodussi. Metoda se na rozdil od metody zalozené na peroxidaze ukézala byt jen
velice malo citlivd k nepfesnostem pipetovani a vymyvani Cinidel. V ptipadé nékterych
bunéénych linii bylo nutné pracovat pti fixazi velmi opatrné, aby nedoslo k odstranéni
bunck. Na druhou stranu vzhledem k soucasné provedenému stanoveni poctu bunék a
citlivosti metody, byl Casto vliv ¢astecného odstranéni bunék eliminovan. Diky faktu, ze
mnozstvi bun€k je stanovovano soucasné s fluorescen¢nim signalem pro 5-FAM azid, je
dosazeno vyznamného zjednoduseni a zrychleni celé metody.

Naméfena data byla vyhodnocena programem Microsoft Excell a GraphPad
Prism6. Na rozdil od fluorescen¢ni mikroskopie nebyla stanovovéna replikacni aktivita
linii. Vyznamnym a naprosto zadsadnim zlepsenim oproti mikroskopickému vyhodnoceni je

jednoduchost méfeni a vyhodnoceni fluorescen¢nich signala. Jedna desticka vyzaduje pro
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zméteni a nasledné vyhodnoceni pfiblizné¢ 1 hod. To je oproti stanoveni pomoci
fluorescen¢ni mikroskopie ¢asova uspora asi 3,5 hod. Vysledkem stanoveni byla sigmoidni
kiivka zobrazujici zavislost hodnoty fluorescenc¢niho signalu na koncentraci EdU. Pribéh
se velmi podoba fluorescencni mikroskopii. ECsp bylo rovno 1,68. Faze plato je dosazeno
az pti 50 uM koncentraci EdU. Signal 10 uM EdC je 48,74 %, coz odpovida 1,67 uM
koncentraci EAU (viz Obr. 14). Tato metoda je tedy velmi vhodna jako nahrada za
fluorescencni mikroskopii, je spolehliva, jednoduchd na provedeni i vyhodnoceni a
pomérné piesna. Spolehlivost metody je patrna rovnéz z nizké variability jednotlivych
meéfeni a to dokonce i ve srovnani s mikroskopickym métenim (pro srovnéani viz Obr.

12-14).

125+

100+
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FFF T
koncentrace (uM)

Obr. 14: Graf zobrazujici zavislost relativniho signalu na logaritmu koncentrace EAU

detekované pomoci fluorescence a ¢tecky desticek.

HeLa buiky byly inkubovany s odlisnymi koncentracemi EdU, které bylo detekovano pomoci 5-FAM azidu.
Data byla normalizovana na signal poskytovany 50 uM EdU. Signal u 50 uM EdU byl roven 100 %. Data
jsou prezentovana jako prumér + standardni chyba métfeni. ECgy = 1,68 + 0,21 uM. Pro 10 uM EdC byl
signal 48,74 %, coz odpovidalo 1,67 uM EdU. Pro hodnoty 0,016 a 0,08 nebyl zaznamenan signifikantni

signal.
5.4. Stanoveni deaminac¢ni aktivity u riiznych bunécénych linii

DalSim cilem diplomové prace bylo provést stanoveni deaminacni aktivity za
pouziti riznych bunécénych liniich a vztahnout piipadné rozdily k mnozstvi CDD a DCTD.
Bylo analyzovéano 7 riznych linii, z nichZ vétSina pochdzela z lidskych nadorovych tkéani
(viz 4.1.). Jednalo se o linii HeLa z karcinomu dé¢lozniho ¢ipku, dale linii HCT116 z
karcinomu tlustého stfeva, linie 143B a 143B PML BK TK z osteosarkomu, linie

NCI-H2009 a A549 z karcinomu plic a linie V79 z plic kieCka. Pro stanoveni deaminacni
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aktivity byla vybrana metoda vyuzivajici fluorescenci métenou pomoci ¢tecky desticek,
ktera jako jediné byla dostate¢né rychla a rovnéz vykazovala nizkou variabilitu obdrzenych
vysledkii. Navic byla jednoduchd z hlediska vyhodnoceni. K buiitkdim byly kromé EdU a
EdC ptfidany rovnéz tfi latky s inhibujicimi u¢inky na testované deaminazy (viz 4.4.2.).
Alternativné byl pouzit zebularin, tetrahydrouridin a diazepinon ribosid, ve2 a 10 uM
koncentraci. Fluorescen¢ni signaly byly meéfeny cteCkou destiCek a vyhodnoceny
programem Microsoft Excell a GraphPad Prism6 (viz 4.4.3.).

Z grafii zobrazujicich zavislost fluorescenc¢niho signalu na koncentraci EAU byly
mezi nékterymi liniemi pozorovany vyrazné rozdily mezi schopnosti inkorporace EAU do

DNA (viz Obr. 15).
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Obr. 15: Zavislost fluorescenéniho signalu na logaritmu koncentrace EdU pro
jednotlivé linie.

Grafy ukazuji prabeh zéavislosti fluorescenéniho signalu pro jednotlivé koncentrace EdU u linii NCI-H2009,
143B PML BK TK, HeLa, A549, HCT 116 a V79. Odlisny prubéh kiivek odrazi rozdilnou schopnost
jednotlivych linii inkorporovat EAU. Hodnoty ECsg pro jednotlivé linie byly: NCI-H2009: ECsy = 0,56 + 0,05
uM; 143B PML BK TK: ECs = 0,65 + 0,06 uM; HelLa: ECso = 1,68 + 0,21 uM; A549: ECso = 10,4 + 1,27
puM; HCT 116: EC5o = 8,11 £ 0,42 uM; V79 ECs5, = 0,75 £ 0,05 uM. Data jsou prezentovana jako primér +
standardni chyba méteni.

Podle hodnot ECsy velmi dobfe inkorporovala EAU linie NCI-H2009 (ECso = 0,56
uM), 143B PML BK TK (ECsp = 0,65 uM) a V79 (ECsp = 0,75 uM). Naopak velmi slabé
pak inkorporovala EdU linie HCT116 (ECso = 8,11 uM) a A549 (ECso = 10,4 uM). Linie
HelLa v porovnani s ostatnimi liniemi inkorporovala EdU primémé (ECsp = 1,38 uM).
Linie 143B nebyla schopna inkorporovat EdU vilbec nebo jen v extrémné slabém
mnozstvi. Divodem byla zjevné absence tymydin kinazy. U této linie bylo provedeno
znaceni 10 puM EdU a detekce fluorescenéni mikroskopii. Bylo pozorovano, ze
poskytovany signdl signifikantné neptfevysSoval pozadi (viz Obr. 16). Stanoveni replikacni
aktivity pomoci vyhodnoceni obdrzenych dat potvrdilo, Zze linie 143B neni schopna

dostate¢né inkorporace EAU a tudiz ji touto metodou nelze hodnotit (viz Tab. VIII).

(a) 1438

5-FAM azid

(b) 143B PML BL TK

" 5-FAM azid

Obr. 16: Inkorporace EdU detekovana 5-FAM azidem a fluorescen¢ni mikroskopii
Buriky 143B a 143B PML BL TK byly inkubovany 4 hodiny s 10 uM EdU, které bylo nasledné detekovano
pomoci 5-FAM azidu. (a) U linie 143B, jenz neobsahuje tymidin kinazu, nebyl pozorovan signifikantni

signal. (b) Linie 143B PML BK TK obsahujici virovou tymidin kindzu produkovala silny signal.
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Tab. VIII: Replikaéni aktivita linii 143B PML BK TK a 143B

Linie R non-R R/non-R
143B TK 0,2435 0,0585 4,1647
143B 0,0614 0,0541 1,1353
Kontrola 143B TK 0,0581 0,053 1,0964
Kontrola 143 B 0,0565 0,0529 1,0678

R: primérny signal v replikujicich bunikach, non-R: primérny signal v nereplikujicich bunkach

Soucasné se zavislosti inkorporace EdU na jeho koncentraci bylo provedeno
stanoveni signalu inkorporovaného EdU po inkubaci bunék se 2 nebo 10 uM EdC.
Inkorporace EdU po pfidani EAC se mezi jednotlivymi liniemi vyrazné liSila. Napt. pro
linii HeLa signal 10 uM EdC odpovidal 1,67 uM EdU, zatimco u linie NCI-H2009
odpovidal 2,58 uM EdU a u linie V79 jen 0,07 uM EdU. Aby bylo mozné porovnat miru
deaminace EAC mezi jednotlivymi liniemi, byla métena produkce EAU z EAC pomoci
nelinearni regrese dat ze seridlniho fedéni EdU (dle rovnice viz 5.1.). Hodnoty koncentraci

produkovaného EdU z 10 uM EdC jsou uvedeny v tabulce 1X.

Tab. IX: Deaminaéni aktivita linii HeLa, NCI-H2009, V79, HCT116, A549 a 143B
PML BK TK

10 pM EdC ~ uM EdU %
NCI-H2009 2,58 100
1438 PML BK TK 191 74,03
HelLa 1,67 63,73
A549 2,15 83,33
HCT116 1,61 62,4
| V79 0,07 0,07 |

2 uM EdC poskytlo do jist¢ miry podobné vysledky jako 10 uM EdC. V piipadé
linie HCT116, kterd vykazovala pomérné nizkou schopnost inkorporovat EAU, byl signal u
2 uM EdC vsak tak slaby, ze byl pod urovni kalibracnich hodnot EAU. RovnéZ linie V79
dosahovala v ptipadé¢ 2 uM EdC velice nizkych hodnot. Pouze v jediném piipadé a to u
linie NCI-H2009 se hodnota signalu u 10 mM EdC piiblizila saturacnim hodnotam,
nicméné jich nedosédhla. Dle téchto vysledka je tedy lepsi pouzit 10 uM EdC, aby se
zamezilo riziku, Ze pti pouziti 2 pM EdC nebudou hodnoty dosahovat hodnot kalibra¢ni
fady.

Nejvyssi schopnost preménovat EdC na EdU vykazovala linie NCI-H2009
(hodnota signalu odpovidala inkorporaci cca 2,58 uM EdU). Pro leps$i moZznost porovnani

byla tato hodnota normalizovdna na hodnotu 100 % a dal$i hodnoty k ni vztaZeny. U line
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A549 pak byla tato hodnota cca 83 %, u linie 143B PML BK TK 74 %, u linie HeLa 64 %,
u linie HCT116 62 % a u line V79 0,1 % (tabulka 1X).

Rovnéz byl studovan vliv inhibitorti na deaminaci EdC. Jako inhibitory deaminac¢ni
aktivity byl pouzit tetrahydrouridin, dale diazepinon ribosid a zebularin. U
tetrahydoruridinu je zndmo, ze specificky inhibuje G¢inek CDD. U zbyvajicich dvou latek
je mechanizmus ucinku $ir§i a predpoklada se, ze inhibuji jak CDD tak i DCTD a tim
deaminaci deoxycytidinu na deoxyuridin, i dACMP na dUMP.

Nejprve bylo podobné jako v pfipad¢ stanoveni deaminacni aktivity pusobici na
EdC stanoveno mnozstvi inkorporovaného EdU. Udaje byly normalizovany pro hodnotu
inkorporované¢ho EdU po kultivaci s 10 uM EdC na hodnotu rovnajici se 100 %. Podobné
byly normalizovany udaje pro hodnotu inkorporovaného EdU po kultivaci s 10 uM EdU na
hodnotu rovnajici se 100 %. Pro stanoveni skute¢ného podilu deaminaéni aktivity na
pokles inkorporace EdU zptisobené inhibici deaminacni aktivity jednotlivymi inhibitory,
byla nasledné vydé€lena procentualni hodnota obdrzena po inkubaci s EQU hodnotou po
inkorporaci s EdC. Tato hodnota byla imérna inhibi¢nimu vlivu jednotlivych inhibitort.
Hodnoty rovné nebo nizs$i nez jedna indikovaly, ze inhibitory nevykazovaly Zadny
inhibi¢ni vliv. Hodnoty vys§i nez jedna ukazovaly, kolikrat byl signdl ocistény o vliv
ihibitoru na vlastni inkorporaci EAU niZs§i nez bez ptidani inhibitord. Vypoctené tdaje jsou

uvedeny v tabulce X.
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Tab. X: Deamina¢ni aktivita u linii HeLa, NCI-H2009, V79, HCT116, A549 a 143B
PML BK TK p#i pouziti 10 pM EdC. Vliv inhibitori na 10 uM EdC a na 10 pM EdU.

NCI-H2009
10 pM EdC ~pM EdU % 10 pM EdU ~pM EdU % %EdU / %EdC
EdC 2,58 100 EdU 10 100 1
EdC+THU 1,25 48,44961 EdU+THU 4,03 40,3 0,831792
EdC+diazepin. 0,56 21,70543 EdU-+diazepin. 2,85 28,5 1,313035714
EdC+zebularin 1,25 48,44961 EdU+zebularin 12,49 124,9 2,577936
143B PML BK TK
10 pM EdC ~pM EdU % 10 pM EdU ~pM EdU % %EdU / %EdC
EdC 1,91 100 EdU 10 100 1
EdC+THU 2,11 110,4712 EdU+THU 6,6 66 0,597440758
EdC+diazepin. 1,49 78,01047 EdU+diazepin. 8,82 88,2 1,13061745
EdC+zebularin 1,66 86,91099 EdU+zebularin 4,23 42,3 0,486704819
HelLa
10 pM EdC ~uM EdU % 10 pM EdU ~uM EdU % %EdU / %EdC
EdC 1,67 100 EdU 10 100 1
EdC+THU 0,2 7,751938 EdU+THU 8,16 81,6 10,5264
EdC+diazepin. 0,12 4,651163 EdU+diazepin. 6,23 62,3 13,3945
EdC+zebularin 0,42 16,27907 EdU+zebularin 5,6 56 3,44
A549
10 pM EdC =~ uM EdU % 10 pM EdU =~ pM EdU % %EdU / %EdC
EdC 2,15 100 EdU 10 100 1
EdC+THU 1,62 75,34884 EdU+THU 13,49 1349 1,790339506
EdC+diazepin. 1,86 86,51163 EdU-+diazepin. 12,61 126,1 1,457607527
EdC+zebularin 1,95 90,69767 EdU+zebularin 12,02 120,2 1,325282051
HCT116
10 pM EdC ~pM EdU % 10 pM EdU ~pM EdU % %EdU / %EdC
EdC 1,61 100 EdU 10 100 1
EdC+THU 0,57 35,40373 EdU+THU 12,86 128,6 3,632385965
EdC+diazepin. 0,62 38,50932 EdU+diazepin. 15,3 153 3,973064516
EdC+zebularin 0,69 42,85714 EdU+zebularin 12,02 120,2 2,804666667
V79
10 pM EdC ~pM EdU % 10 pM EdU ~pM EdU % %EdU / %EdC
EdC 0,07 100 EdU 10 100 1
EdC+THU 0,03 42,85714286 EdU+THU 5,28 52,8 1,232
EdC+diazepin. 0,03 42,85714286 EdU-+diazepin. 2,58 25,8 0,602
EdC+zebularin 0,1 142,8571429 EdU+zebularin 2,93 29,3 0,2051

U linie NCI-H2009 byl signal 10 uM EdC uc¢inkem tetrahydrouridinu snizen na cca
48 %, ucinkem diazepinon ribosidu na 22 % a zebularinu na 48 %. Signal 10 uM EdU byl
ucinkem tetrahydrouridinu snizen na cca 40 %, G¢inkem diazepinon ribosidu na 28 % a
ucinkem zebularinu byl zvySen na 125 %. Podil % EdU k EdC naznacuje, ze
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tetrahydrouridin nema inhibiéni vliv a vliv diazepinon ribosidu je jen nizky. Naproti tomu
zebularin snizuje signal 2,6x.

U linie 143 PML BK TK byl signal 10 uM EdC uc¢inkem tetrahydrouridinu zvySen
na cca 110 %, zatimco U¢inkem diazepinon ribosidu byl sniZzen na 78 % a Gfinkem
zebularinu na 87 %. Signél 10 uM EdU byl G¢inkem tetrahydrouridinu snizen na cca 66 %,
ucinkem diazepinon ribosidu na 88 % a ucinkem zebularinu na 42 %. Podil % EdU k EdC
naznacuje, ze zadny z testovanych inhibitori neméa vyznamny vliv na pteménu EdC na
EdU.

Signal 10 uM EdC byl u linie HeLa t¢inkem tetrahydrouridinu snizen na cca 8 %,
ucinkem diazepinon ribosidu na 5 % a Gc¢inkem zebularinu na 16 %. Signal 10 uM EdU
byl G¢inkem tetrahydrouridinu sniZen na cca 8 %, G¢inkem diazepinon ribosidu na 6 % a
ucinkem zebularinu na 5 %. Podil % EdU k EAC naznacuje, ze tetrahydrouridin a
diazepinon ribosid velice siln¢ inhibuji pfeménu EAdC na EdU. Zebularin tento inhibic¢ni
vliv vykazuje rovnéz, ovSem neni tak vysoky jako u ostatnich inhibitort. V tomto ohledu
tetrahydrouridin snizuje signal cca 10,5x, diazepinon ribosid dokonce 13,4x a zebularin
3,4X.

U linie A549 byl signal 10 uM EdC tc¢inkem tetrahydrouridinu sniZen na cca 75 %,
ucinkem diazepinon ribosidu na 87 % a U€inkem zebularinu na 91 %. Signal 10 uM EdU
byl G¢inkem vSech inhibitori zvySen. U tetrahydrouridinu tomu bylo na cca 135 %,
ucinkem diazepinon ribosidu na 126 % a ucinkem zebularinu na 120 %. Podil % EdU
k EdC naznacuje, ze ackoli inhibitory vykazuji inhibi¢ni ucinek na deaminaci EdC, neni
tak vyznamny jako v pfipadé¢ HeLa bunck. Tetrahydrouridin snizuje signal cca 1,8X,
diazepinon ribosid 1,5x a zebularin 1,3x.

U linie HCT116 byl signal 10 uM EdC uc¢inkem tetrahydrouridinu sniZen na cca
35 %, uc¢inkem diazepinon ribosidu na 39 % a ti¢inkem zebularinu na 43 %. Signal 10 uM
EdU byl u¢inkem vSech inhibitort zvysen. U tetrahydrouridinu tomu bylo na cca 129 %,
ucinkem diazepinon ribosidu na 153 % a ucinkem zebularinu na 120 %. Podil % EdU
k EdC naznacuje, ze vSechny inhibitory vykazuji pomérné silny inhibi¢ni G¢inek na
deaminaci EdC, tetrahydrouridin snizuje signal cca 3,6x, diazepinon ribosid 4x a zebularin
2,8X.

Signal 10 uM EdC byl u linie V79 t¢inkem tetrahydrouridinu sniZen na cca 43 %,
ucinkem diazepinon ribosidu na 43 %, avSak u¢inkem zebularinu byl zvySen na 143 %.

Signal 10 uM EdU byl Gc¢inkem tetrahydrouridinu snizen na cca 53 %, u¢inkem diazepinon
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ribosidu na 26 % a ucinkem zebularinu na 29 %. Podil % EdU k EdC naznacuje, Ze ani

jeden z inhibitor nevykazuje vyrazngjsi vliv na deaminaci.
5.5. Mnozstvi CDD a DCTD u riznych bunécnych linii

V ptedchozich kapitolach byly uvedeny rizné metody ke stanoveni deaminacéni
aktivity, z nichz metoda vyuzivajici fluorescenci v kombinaci s vyhodnocenim pomoci
¢tecky destiCek predstavovala z hlediska rychlosti a spolehlivosti nejlepsi alternativu.
Pomoci této metody byla testovana deaminacni aktivitu u riznych linii. Nicméné, jak jiz
bylo uvedeno, v burice existuji dva enzymy s deamina¢ni aktivitou CDD a DCTD. CDD
deaminuje pfimo deoxycytidin (a jeho analogy) na deoxyuridin. DCTD ptisobi na dCMP (a
jeho analogy) a deaminuje jej na dUMP. Aby bylo mozné porovnat vysledky naméiené
deaminacni aktivity s obsahem téchto enzymu provedla jsem analyzu obsahu obou
proteinii pomoci SDS-PAGE a western blotl (viz 4.5.). Experimenty byly provedeny po
ptipravé bunéénych lyzath danych linii. K identifikaci enzymt byly pouzity specifické
primarni monoklonalni protilatky z mysSi namifené proti CDD a DCTD a sekundarni
polyklonalni protilatka z mysi Peroxidase-AffiniPure Goat Anti-Mouse 1gG (4.5.2.).

Linie byly inkubovany v kultivac¢nich lahvich o velikosti 75 cm?. Pomoci
mikroskopu Olympus 1X81 s kamerou Hamamatsu ORCA 1I a softwarem Cell"R za pouziti
objektivu UPLFLN 10x, NA 0,3 bylo stanoveno mnoZzstvi bunék v ldhvich. Podle mnoZstvi
bunék byl pfidan lyzacni pufr RIPA a byly zhotoveny lyzaty pfisluSnych linii (4.5.3)
SDS-PAGE byla provedena za pouZiti vertikalni elektroforetické aparatury Hoefer SE260.
Polyakrylamidovy gel o tlouStce 1,5 mm byl zhotoven pomoci kitu TGX Stain-Free
FastCast Acrylamide Kit a aparatury pro naliti gelu Dual Gel Caster SE245. Lyzaty
povaiené na 95°C 5 minut S Laemmliho vzorkovacim pufrem v koncentraci 1x byly
aplikovany na gel v mnozstvi 10 pg proteinu. Koncentrace celkového proteinu byla
stanovena pomoci kitu Pierce BCA Protein Assay Kit. Pro separaci byl pouzit 1x TGS pufr
v koncentraci 1x. Separace probihala 5 minut pii konstantnim napéti 100 V a nasledné cca
1,5 hodiny pfi 120 V pomoci zdroje EV261 Concort.

Western blot byl proveden prostfednictvim aparatury Hoefer TE22 a zdroje napéti
jako u elektroforézy. Byla pouzita 0,2 pm nitrocelul6zova membrana. Gel byl 10 minut
vymyvan v transferovém pufru, aby neobsahoval SDS. Jako transferovy pufr byl pouzit
modifikovany Towbiniv pufr, jelikoz snizené mnozstvi metanolu na 15% (z 20%) a bez
pridavku SDS je optimalné;si pro transfer mensich proteinii. Transfer probihal 60 minut pii

konstantnim napéti 75 V. Po transferu byla membrana oplachnuta TBS/T pufrem a
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blokovana pomoci mléka 60 minut. Mléko bylo dikladné vymyto v pufru TBS/T a
nasledné byla aplikovéana primarni protilatka, pfi¢emz inkubace probihala pies noc pii -4°C
za stalého tfepani. Nasledujici den byla protildtka vymyta a byla aplikovana sekundarni
protilatka, inkubace probihala 60 minut za stdlého tfepani. Po dikladném vymyti byl
aplikovan luminiscen¢ni substrat Luminata a nasledné byla snimana chemiluminiscence
HCD kamerou na pfistroji ChemiDoc a byl vyhodnocen chemiluminiscenéni signal. Bylo
provadéno 5 experimentii pro stanoveni relativniho mnozstvi CDD 1 DCTD, z nichz byl
vypocitan prumérny signal dané linie. Ziskana data byla zpracovana progarmem Microsoft
Excel. Aby bylo mozné porovnat jednotlivda mnozstvi enzymu mezi pouzitymi liniemi,

byla provedena normalizace na linii s nejvy$§im signalem. Vysledky jsou shrnuty na
obrazku 17.
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Obr. 17: Western Blot analyza CDD a DCTD u buné¢nych linii HeLa, NCI-H20009,
V79, HCT116, A549, 143B a 143B PML BK TK

(a) Identifikace CDD, DCTD metodou Western Blot a ovéfeni nanasky proteinu mezi jednotlivymi vzorky.
(b) Grafy relativnich intenzit enzymi CDD a DCTD u jednotlivych linii. Normalizace byla provedena na linii

s nejvétsim signalem (NCI-H2009).
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Linie NCI-H2009 podle Western Blotu obsahuje oba deamina¢ni enzymy stejné
jako linie HCT116, HeLa, A549 1 V79. Nicméné mnozstvi DCTD u linie V79 je nepatrné.
Linie 143B a 143B PML BK TK bud’ CDD neobsahuji, nebo jen ve velice nizkych
mnozstvich. Naopak ob¢ linie obsahuji ve srovnani s ostatnimi liniemi ve velkém mnozstvi
DCTD.

Nejvétsi mnozstvi CDD mezi jednotlivymi liniemi obsahovala linie NCI-H2009,
tato hodnota byla stanovena jako 100 %. U linie HCT116 ¢inilo mnozstvi CDD 3 % 4 3%,
u linie V79 3% £+ 1 %, u linie A549 3 % = 2 % a u linie HeLa 10 % + 4 % vzhledem
k mnozstvi CDD u linie NCI-H2009. Nejvétsi mnozstvi DCTD bylo v praméru opét u linie
NCI-H2009, coz bylo stanoveno jako cca 100 %. U linie 143B a 143B PML BK TK byl
enzym piitomen rovné€Z ve velkém mnoZstvi, hodnota ¢inila 77 + 27 % a 82 + 20 %
vzhledem k mnozstvi DCTD u linie NCI-H2009. U linii HCT116 byla hodnota 70 =+ 21 %,
u linie A549 67 + 26 %, u linie HelLa 44 = 18 % a u linie V79 byl signal zanedbatelny,
¢inil 4,3 = 7 % vzhledem Kk mnozstvi CDD u linie NCI-H2009.
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6. DISKUSE

V této diplomové praci byla vyvinuta a testovana metoda pro stanoveni aktivity
cytidinovych deaminaz v bunéénych kulturach. Oproti dosud pouzivanym piistuptim, které
vyzaduji ptipravu bunécnych lyzath s uchovanou deaminacni aktivitou nebo izolaci DNA,
piipadné jsou pouzity postupy, které vyzaduji opravnéni pro praci s radioaktivnimi latkami
(Jamieson a kol., 1987; Jansen a kol., 2010; Peters a kol., 2014), vyvinutd metoda
nevyzadovala ani jeden z téchto postuptl.

V priibéhu prace byly testovany tii pfistupy, vSechny zaloZené na znaeni bunck
pomoci EdC a klik reakci. Bylo vyuzito diive publikované pozorovani, ze EdC je v
buiikach deaminovéno na EdU a nésledné inkorporovano do DNA, pficemz EdC se do
DNA neinkorporuje (Ligasova a kol., 2016). Mnozstvi inkorporované¢ho EdU tudiz vzrista
s deaminaci EdC. VSechny testované pfistupy vyzadovaly vytvoifeni kalibra¢ni fady pro
stanoveni mnozstvi pfeménéného EdU pomoci riiznych koncentraci EAU. Dlvodem je
fakt, ze rizné linie inkorporuji EdU s riznou intenzitou (Ligasova a kol., 2015). EdU bylo
v buiikkdch detekovano bud’ pomoci fluorescenénich molekul a vyhodnoceno
fluorescenénim mikroskopem, nebo pomoci ¢tecky desticek, anebo bylo EAU detekovéano
pomoci peroxiddzy zaloZené na méfeni absorbance.

Vysledky ukézaly, ze stanoveni aktivity deamindz pomoci fluorescencni
mikroskopie je velmi spolehlivd a piesnd metoda, jejiz presnost spofivd v meéteni
fluorescenéniho signalu EAU pouze v bun&cnych jadrech, kterd byla identifikovana pomoci
DAPI. Navic signél je méfen jen ve frakci replikujicich jader. Tyto dva rysy spole¢né s
faktem, ze lze pomérné spolehlivé urcit frakei replikujicich jader je hlavni vyhodou
metody. Pozadi je diky tomu tvofeno vyhradné slozkou, kterd pochazi z nereplikujicich
jader a lze ho tudiz spolehlivé korigovat. Z hlediska zpracovani vzorkii je metoda velmi
jednoduché a rychld. Zjednodusen¢ obnasi znaceni vzorkid pomoci EdC, fixaci, inkubaci
vzorkli s DAPI a 5-FAM azidem, nésledované vymytim nenavazanych fluorescenc¢nich
molekul a aplikaci média pro pozorovani fluorescencnich signald.

Nasledné vyhodnoceni pomoci fluorescen¢niho mikroskopu je vSak pracné a
zdlouhavé. Narocnost 1ze demonstrovat na zpracovani 96-jamkové mikrotitracni desticky.
Jedna desticka pfitom obsahuje jednu bunécnou linii a je tfeba provést alespont 3
opakovani. Pro kazdou bunécnou linii musi byt vytvofena kalibra¢ni fada pro stanoveni
mnozstvi pfeménéného EAU. Soucasn¢ desticka obsahuje vzorky, které byly inkubovany

S EdC a rovnéz vzorky, které¢ nebyly inkubovany ani s EJU ani s EdC. V ramci jednoho
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stanoveni bylo provedeno 6 opakovani vzorkll inkubovanych s EdC, aby byly vysledky co
nejpresnéjsi. Po provedené detekci EAC v DNA jsou jednotlivé vzorky snimény pomoci
fluorescen¢niho mikroskopu. Snimky je pak nutné zpracovat v programu na analyzu
obrazu. Pro vzorky reprezentujici odlisné linie je nutné ptfedem stanovit replikacni aktivitu
bunék, jelikoz pozitivni signal je méfen pouze v replikujicich buiikach. To sice vede ke
zptesnéni metody, ovSem soucasné celou proceduru prodluzuje. Sbér dat a nésledné
vyhodnoceni jedné 96-jamkové mikrotitracni desticky trvalo pfiblizné 5 hodin pii 2
snimcich z jedné jamky. Celkova doba tvofena zpracovanim, sbérem dat a vyhodnocenim
trvala dohromady 7 hod. V pfipadé snimani vyssiho poctu snimkl, coz je zadouci
Vv pripad¢ nizsiho nebo nestejnomérného nartstu bunék, by tato doba byla i vyrazné vyssi.
Tato doba nezahrnuje dobu inkubace s EdU a EdC a dobu fixace vzorku. Tato doba je
Vv piipad¢ vSech tfi metod stejnd. Navic je mozné po fixaci vzorky uchovat v mrazdku a
provést nasledné kroky pozdéji.

Stanoveni aktivity deamindz pomoci peroxiddzy a méfeni absorbance cteckou
desticek bylo vyvijeno jako alternativa pro snadnéjsi a rychlejs$i vyhodnoceni. Nicméné
postup je ve srovnani s fluorescencni mikroskopii pomérn¢ dlouhy a narocny. V pribehu
prace se ukazalo, Ze pristup vyzaduje ptesné pipetovani a peclivé vymyvani Cinidel.
Naprosto zasadni je promyvani po inkubaci s peroxidazou. Je to zjevné zpusobeno faktem,
ze pouzity detekeni systém zaloZeny na pouZiti azidovaného biotinu vykazuje nizky pomér
signal/Sum. Hlavnim faktorem nizkého poméru signal/Sum byla pravdépodobné nizka
uroven reakce azidovaného biotinu s EAU v DNA a/nebo jeho naslednd reakce
s komplexem streptavidinu a peroxidazy. Ac¢koli se jedna obecné o sensitivni technologii,
coz ukdazal i fakt, ze pozadované fedéni komplexu streptavidinu s peroxidazou bylo velice
vysoké (pozadovanad koncentrace komplexu byla asi 0,033 pug/ml), pravé nizky pomér
signal/sum vedl k vysoké variabilité¢ obdrzenych vysledkd. Postup véetné vyhodnoceni
trval ptiblizné¢ 5 hod. V pfipadé, ze byl pouzit pfepocet na mnozstvi bun¢k vyzadujici
specialni krok, postup trval aZz cca 6 hodin. Pomérna mnoZstvi bunck byla vypoctena
pomoci stanoveni celkového proteinu metodou stanoveni BCA. Pro stanoveni pomérné
deaminacni aktivity bez zavislosti na mnozstvi bun€k byla absorbance zpisobena
pfeménou TMB vyd¢€lena absorbanci BCA. Zméteni celé destiCky pomoci ¢tecky desticek
casovou usporu ve srovnani s fluorescencni mikroskopii. Obé metody trvaly pfiblizné 7

hodin. Navic vysledky obdrzené pomoci peroxidazy, jak jiz bylo uvedeno, vykazovaly
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velkou variabilitu v ramci jednotlivych opakovani a pomérné vyrazné se lisily od vysledka
obdrzenych pomoci fluorescencni mikroskopie.

Stanoveni aktivity deamindz pomoci fluorescence vyhodnocené cteckou desticek se
ukazalo jako nejlepsi metoda. Tak jako u peroxiddzy je vyhodnoceni podstatné jednodussi
a rychlejsi. Vyhodnoceni spoc¢ivd pouze v métfeni fluorescencnich signalii pomoci ¢tecky
desticek a v jednoduchém a rychlém zpracovani dat. Vyhodou ve srovnani s peroxidazou je
provedeni kalibrace na pocet bunék soucasné s métenim specifickych signalti. Soucasné je
postup detekce kratSi a jednodussi. Dalsi vyhodou je mald odchylka pii opakovani
experimentll a vys$i presnost stanoveni. Metoda poskytuje velmi podobné vysledky jako
fluorescenéni mikroskopie. U obou metod je kromé detekce EAU pomoci 5-FAM azidu,
detekovdna 1 DNA. Mimé odchylky ve vysledcich mohou byt zpisobeny odliSnym
hodnoceni a nemoznosti stanovit signal pouze v replikujicich jadrech a tudiZ nutnosti
stanoveni pozadi pouze pomoci bun¢k, které nejsou inkubovany s EdC nebo EdU. Podobné
je meéten celkovy fluorescencni signal DAPI ve vzorku a nelze ho omezit pouze na
bunécnd jadra jako u fluorescencni mikroskopie. Proto je velmi dilezité¢ dikladné vymyti
nenavazané¢ DAPIL, coz ovSem vede k prodlouzeni celkové doby postupu. Nasledné jsou
vzorky jest€¢ inkubovany s proteindzou K a pak jiz pfeneseny do Cerné mikrotitracni
desticky vhodné pro méfeni fluorescence Cteckou desticek. Ke vzorkim je nasledné
pfidano SDS. Nicméné 1 piesto tato metoda pifind$i ve srovnani s fluorescenéni
mikroskopii ¢asovou usporu, jelikoz detekce trva cca 4 hodiny a vyhodnoceni necelou 1
hodinu. Celd metoda trvala cca 5 hodin, coZ je o 2 hodiny méné€ nez u ptredchozich dvou
metod.

Analyza mnozstvi EQU v DNA odhalila u linii HeLa, 143B TK, 143B, NCI-H2009,
A549, V79 a HCT116 vyznamné odliSnosti. Jiz dfive bylo zji§téno, Ze mira inkorporace
EdU se mezi riznymi bunéénymi liniemi 1i8i (Ligasova a kol., 2015). V dané studii byly
pomoci fluorescencni mikroskopie testovany tfi bunécéné linie, HeLa, HCT116 a 143B TK.
Nejvyssi schopnost inkorporace EAU méla linie 143B TK, mén¢ inkorporovala linie HeLLa
a nejméné linie HCT116, hodnoty ECs byly v tomto potradi: 0,278 uM, 0,429 uM a 7,249
uM. Podle vysledkii ptedkladané prace bylo pozorovano, Ze nejvyssi schopnost
inkorporace EdU vykazuje linie NCI-H2009, hodnota ECs byla 0,56 uM. Vysokou miru
inkorporace EdU vykazovaly i linie 143B TK a V79, hodnota ECs byla 0,65 uM a 0,75
uM. Pro linii HeLa byla hodnota ECsy rovna 1,38 uM. Velmi slabé inkorporovaly EdU
linie HCT116 a A549, hodnoty ECsy byly 8,11 uM a 10,4 uM. Linie 143B
neinkorporovala EdU viibec. Vysledky z hlediska schopnosti inkorporace EAU byly tudiz
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podobné vysledkim z vyse citované studie studie. Rozdily mezi ECsy publikovanymi
v uvedené studii a ECsg vypoctenymi v piredkladané praci mohou byt disledkem jiného
pouzit¢tho metodického pfistupu a rovnéz mirn€¢ odliSného chovani bunécnych linii
zpusobené napft. postupnou klonalni selekci u uvedenych linii.

Schopnost bun¢k inkorporovat EdU je ovlivnéna riznymi bunéénymi procesy.
Bunky musi EdU nejprve pfijmout prostiednictvim nukleosidovych transportéri. Nasledné
pusobenim enzyml musi byt EdU fosforylovano a pomoci bunéénych polymeraz
inkorporovano do DNA replikujici se buiiky. Jedna se o komplexni proces ovlivnény
riznymi metabolickymi drahami syntézy a katabolismem nukleotidd. RUzné urovné
inkorporace mohou rovnéz souviset s opravnymi mechanismy DNA. Z vysledku je patrné,
ze ani zdanliva ptibuznost linii nemusi nutné¢ znamenat stejnou troven inkorporace EdU.
Napt. linie NCI-H2009 a A549, ackoliv jsou pivodem z karcinomu stejné tkanég,
inkorporuji EdU extrémné odlisné. NCI-H2009 inkorporuji nejvice, zatimco AS549
nejméng. Tyto rozdily ztejme vyplyvaji z rozdilnych vlastnosti rakovinotvornych bun¢k a z
rozdilnych mutaci, které u nich nastaly.

Vyznam tymidin kindzy pro inkorporaci EAU byl patrny u linii 143B a 143B TK,
které se vzajemné liSi pravé pritomnosti tymidin kindzy. U linie 143B, kterd neobsahuje
kromé& mitochondrialni tymidin kindzy Zadnou dalsi, nebyla pozorovana zadna nebo pouze
velice nizka inkorporace EdU. Na druhou stranu linie 143B TK obsahujici virovou tymidin
kindzu, inkorporovala EdU velice siln¢ a to 1 v porovnani s ostatnimi liniemi. Tymidin
kin4za je nutnd pro fosforylaci dT na dTMP, ale 1 dU na dUMP a rovnéZz EdU na EQUMP.
Antagonisticky ptisobi enzym 5'-nukleotidaza, jenz defosforyluje dUMP na dU a EAUMP
na EdU a tento enzym, pfesnéji vzdjemny pomér aktivit mezi TK a 5'-nukleotiddzou hraji
vyznamnou roli pfi inkorporaci EAU do DNA. Z vysledkil bylo tudiZ patrné, Ze pravé u
linie 143B TK muze byt pomér mezi aktivitami obou enzymu posunut ve prospéch
fosforylacni aktivity, coZ mize znamenat, ze virova TK je vysoce aktivni, pfipadné, ze tato
linie ma pouze nizkou aktivitu enzymu defosforylujiciho EQUMP.

Z hlediska stanoveni aktivity deaminaz ukazuji tyto rozdilné vysledky na nutnost
provedeni kalibrace inkorporace EdU pomoci seridlniho fedéni EdU a nasledného
stanoveni miry premény EdC pomoci vypoctené kalibra¢ni kiivky. Soucasné tato
kalibracni kfivka dovoluje zvolit optimalni koncentrace EdC pro vzijemné porovnani
schopnosti jednotlivych linii pfeménit EAC na EdU a tedy deaminacni aktivity.

Vysledky ukézaly, Zze nejvyssi deaminacni aktivitu vykazovala linie NCI-H2009.
V piipadé, Ze hodnota deaminaéni aktivity byla u NCI-H2009 bun¢k rovna 100 %, pak
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linie A549 vykazovala cca 83 %, linie 143B TK 74 %, linie HeLa 64 %, linie HCT116
62 % a linie V79 0,1 % deaminac¢ni aktivity oproti NCI-H2009 linii. Tato aktivita je dana
souctem deamindzové aktivity CDD a DCTD. Jak jiz bylo uvedeno v teoretické casti,
deaminacni aktivita bun¢k souvisi s jejich proliferacni aktivitou. Deaminace je soucasti
zachranné cesty syntézy nukleotidi a ptevldda zpravidla u méné proliferujicich bunék.
Napt. zvySené mnozstvi CDD je charakteristickd pro jaterni buiniky. Nicméné aktivita
deaminaz je ovlivnéna i polymorfismy a li$i se nejen mezi tkdnémi ale 1 jedinci. Neni proto
piekvapivé, ze aktivita CDD je rovnéz ovlivnéna druhem substratu. Bylo pozorovano, ze
Ara-C a dFdC jsou deaminovany V odlisné mite (Baker a kol., 2013). To by znamenalo, ze
ackoliv napt. NCI-H2009 pteménuji EAC ze vSech linii nejlépe, nemusi to platit pro jiné
cytidinové analogy.

Soucasné se stanovenim aktivity deaminaz byly bunkam aplikovany tfi rtizné
inhibitory obou deaminaz. Zatimco tetrahydrouridin a diazepinon ribosid inhibuji podle
vysledkt nékterych studii pouze aktivitu CDD, zebularin inhibuje jak CDD tak DCTD
(Ludek a kol., 2009; Carlow a Wolfenden, 1998; Stoller a kol, 1977). Aplikace inhibitora
slouzila jako kontrola a rovné€z pro moznost porovnani vlivu CDD a DCTD na deaminaci
EdC. Nicméng¢ inhibitory mohou mit vliv i na jiné bunééné procesy a v kone¢ném duisledku
mohou ovliviiovat bunécnou proliferaci. Proto byly inhibitory aplikovany i spolecné
s EdU. Timto krokem a naslednym vzajemnym porovnanim vlivu na bunky inkubované
EdU a EdC bylo mozné eliminovat tento nezddouci ucinek jednotlivych inhibitort.

Byly pozorovany velice odlisné vysledky mezi liniemi, ale 1 mezi Gi€¢inkem rGznych
inhibitort na jednu linii. U linie NCI-H2009 byl ucinek inhibitord velmi maly.
Tetrahydrouridin signal nesnizoval viibec, diazepinon ribosid pouze 1,3x a zebularin 2,6x.
| po inhibici CDD tedy deaminace probihala velmi intenzivné. To ukazuje na silnou
aktivitu DCTD a jen relativné maly vliv CDD. U linie 143B PML BK TK terahydrouridin
ani zebularin signal nesnizily, dizepinon ribosid signal snizil jen velice nepatrné. Tyto
vysledky jednak naznacovaly, ze CDD pfili§ nepfispiva k deaminaci ani u této linie a
soucasné ukazaly, ze vliv zebularinu na DCTD je u této linie velice omezeny nebo zadny.
Linie HeLa se od obou ptedchézejicich linii zasadné liSila. Zatimco tetrahydoruridin snizil
deaminaci 10,5x, diazepinon ribosid ji snizil 13,4x, zebularin ovSem jen 3,4x. Tento
vysledek indikoval, ze EdC je v ptipad¢ HeLa bun¢k primarné deaminovano pomoci CDD,
coz je v souladu s diive publikovanymi daty (Ligasova a kol., 2016). Deaminac¢ni aktivita
linie A549 byla snizena u¢inkem vSech tfi inhibitori, ackoli mira sniZzeni je mnohonasobné

niz$i nez v ptipadé HeLa bunék. Tetrahydrouridin snizuje nejvice, 1,8x, diazepinon ribosid

64



1,5x a zebularin 1,3x. To by mohlo indikovat, ze na pteméné EdC se podileji jak CDD, tak
DCTD. Deaminacni aktivita linie HCT116 se rovnéz snizuje u€inkem vSech tii inhibitord,
diazepinon ribosid ji snizuje 4x, tetrahydrouridin 3,6 a zebularin 2,8x. Opét je tedy
pravdépodobné, Ze se na deaminace EAC podili jak CDD, tak DCTD, ov§em vliv CDD je
oproti A549 nizsi. Celkova deaminacni aktivita linie V79 byla tak nizka, Ze studium vlivu
jednotlivych inhibitori nebylo mozné.

Piekvapivym vysledkem bylo zjisténi, ze vliv tetrahydrouridinu a tim padem CDD
na deaminaci EAC neni v mnoha pfipadech z hlediska jeho deaminace klicovy. Naprosto
zasadni roli hraje CDD v pfipadé linie HeLa. Vyznamny je jeji vliv i u linie HCT116.
Naopak u liniel43B TK a NCI-H2009 se podle vysledki CDD na deaminaci EdC
neuplatiluje, nebo je jeji vliv maly. To by mohlo ukazovat na znaény vliv DCTD na
deaminac¢ni aktivitu. Linie A549 se nachazi v pomyslném zebiicku deaminacni aktivity
zprostfedkované CDD na tfetim misté za HeLa a HCT116 buiikami.

Velice zajimavy vysledek poskytla linie 143B. Tato linie pfedstavuje rodicovskou
linii linie 143B TK, kterd zjevné zprostiedkuje deaminacni aktivitu pfevdzné pomoci
DCTD na urovni EACMP, které pfeménuje na EAUMP. Teoreticky by tak bylo mozné
EdUMP okamzité¢ fosforylovat odpovidajicimi kinazami na EdUTP a nasledné
inkorporovat do DNA. Piekvapivé vSak tato linie nevykazovala signifikantni signal ani v
pfipad¢ kultivace s EdU, ani v pfipad€¢ kultivace s EdC. To ukazuje na silnou
defosforylacni aktivitu odpovidajici nukleotiddzy a rovnéZ na dlleZitost pfitomnosti
vysoce aktivni tymidin kinazy.

Pomoci western blotu byla detekovana ptitomnost enzymi CDD a DCTD a
mnozstvi téchto enzyml U jednotlivych linii. Linie NCI-H2009 obsahovala nejvyssi
mnozstvi enzymu CDD. Pro potfeby vzdjemného porovnani bylo toto mnozstvi rovno
100 %. Linie HelLa pak obsahovala 9,8 + 4,2 %, linie HCT116 3,3 £+ 2,7%, linie A549
3,1+ 2 % alinie V79 2,3+ 1,4 %. Linie 143B a 143BTK neobsahovaly CDD. DCTD bylo
nejvice opét u linie NCI-H2009. Toto mnozstvi bylo pro potfeby hodnoceni vzajemného
obsahu DCTD rovnéz rovno 100 %. Linie 143B TK obsahovala 82 + 20 %, linie143B 77 +
26 %, linie HCT116 70,3 £+ 21%, linie A549, 67,3 + 26 %, linie HeLa 44,3+ 18 % a linie
V79 4,3+ 7%.

Z té&chto dat bylo ziejmé, ze linie NCI-H2009 vykazuje mnohonasobné vyssi
koncentrace CDD nez ostatni linie. Napt. HeLa buiky, které obsahovaly druhé nejvyssi
mnozstvi CDD, ji obsahovaly cca 10x mén¢. V ptipadé DCTD byly tyto rozdily daleko

niz$i. Jen linie V79 obsahovala velice maly zlomek mnozstvi naméfeného v linii NCI-
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H2009. Pozoruhodny byl rovnéz velice slaby vztah celkové namétené aktivity a obsahu
CDD. Napt. linie NCI-H20009 sice vykazovala vysoké mnozstvi CDD, ovSem jeji celkova
aktivita byla jen asi o 17% vyssi nez byla deamina¢ni aktivita u A549 bunék. Ty pfitom
obsahovaly jen asi 3% mnozstvi CDD naméteného u NCI-H2009 bunék. Spise existoval
vztah mezi mnozstvim DCTD a jeji deaminacni aktivitou po pouziti inhibitort
tetrahydrouridinu a diazepinon ribosidu, kdy byla méfena inhibi¢ni aktivita jako pokles
signalu EAU po pfidani inhibitoru k buikam inkubovanych s EdC. To by mohlo
naznacovat daleko nizsi funk¢éni polymorfismus v ptipadé¢ DCTD.

V souhrnu je jasné, ze vyvinuta technologie poskytuje novy nastroj pro stanoveni
deaminacni aktivity zprosttedkované CDD a DCTD. Soucasné vysledky ukazaly, ze
existuje jen maly vztah mezi aktivitou CDD a jejim mnozstvim a Ze jeji absence muze byt
efektivné nahrazena aktivitou DCTD. Soucasné bylo jasné, ze vyznamnou roli v osudu
deaminovaného produktu mtize hrat aktivita tymidin kindzy. Otazkou zlstava, jak velkou

roli hraje rozdilné substratova specifita riznych polymorfnich variant CDD a DCTD.
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7. ZAVER

Ukolem diplomové prace bylo vyzkouset a optimalizovat metodu pro stanoveni
cytidinovych deamindz. Byly testovany tfi metody, prvni zalozend na fluorescencni
mikroskopii, druhd na pouziti peroxidazy hodnocend spektrofotometricky a tieti zalozena
na fluorescnenci vyhodnocené ¢teckou desticek. Byla provedena fada experimentll pro
optimalizaci jednotlivych metod. Nicméné srovnanim stanoveni aktivity cytidinovych
deaminaz pomoci jednotlivych metod byla jako nejlepsi vyhodnocena metoda zalozena na
fluorescenci méfené ¢teckou desticek.

Stanoveni deamina¢ni aktivity vybranych linii odhalilo velmi odli$né chovani
jednotlivych linii z hlediska inkorporace EdU, deaminacni aktivity i u¢inku inhibitort
cytidinovych deaminaz na deaminaci. Nicméné z vysledkti v kombinaci s Western blottem
lze pozorovat, Ze vétSina linii obsahuje obé deaminazy, pficemz kromé linie HeLa, u niz
znacné prevysuje vliv CDD na deaminaci, u ostatnich linii ma zifejmé velky vyznam i
DCTD.

Ackoliv metoda vypovida o aktivité cytidinovych deamindz, je obtizné odhadovat,
kterd deamindza ma hlavni roli. Deaminace je soucasti komplexnich reakci metabolismu
nukleotidil a jeji mira tak mize byt ovlivnéna jinymi enzymy. Velkou roli ziejmé& hraje 1
substratova specifita enzymu pro dany nukleosidovy analog. Proto vysledky nelze
zjednoduSené vztahnout na vSechny cytidinové analogy a v pfipadé konkrétniho analogu je

tieba dalsiho testovani.
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9. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

5-FAM azid — 5-fluorescein azid

A —adenosin

ADP — adenosindifosfat

AICAR - aminoimidazol-4-karboxyamidribonukleotid
AIR — aminoimidazol ribonukleotid
AMP — adenosinmonofosfat

AMPS — adenylosukcinat

APRT — adeninfosforibosyl transferaza
AraC — cytarabin

ATP — adenosintrifosfat

BCA — kyselina bicinchoninova
Riboza — B-D-riboza

deoxyriboza — B-D-2’-deoxyribdza
BrdU — 5-bromo-2"-deoxyuridin

BSA — bovinni sérovy albumin

C — cytidin

CAIR — karboxyaminoimidazol

CDD - cytidin deaminaza

CDP — cytidindifosfat

CNT — koncentrativni nukleosidovy transportér
CO; — oxid uhli¢ity

dA — deoxyadenosin

DABCO - 1,4-diazabicyklo[2.2.2.]octanon
DAPI —4’,6"-diamidin-2-fenylindol
dATP — deoxyadenosintrifosfat

dC — deoxycytidin

dCK — deoxycytidinkinaza

dCMP — deoxycytidinmonofosfat
DCTD — deoxycytidylat deaminaza
ddH20 — deionizovana voda

dFdC — gemcitabin

dFJCDP — difluorodeoxycitidindifosfat
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dFdCMP — difluorodeoxycitidinmonofosfat
dFACTP — difluorodeoxycitidintrifosfat

dFdU — difluorodeoxyuridin

dG — deoxyguanosin

dGK — deoxyguanosinkinaza

diazepinon ribosid — 2-(1-beta-D-ribofuranosyl)-3,4-dihydro-1H-1,3-diazepin-2(7H)-on
DMSO - dimethylsulfoxid

dN — deoxyribonukleosid

DNA- deoxyribonukleova kyselina

dNDP — deoxynukleosiddifosfat

dNDP — deoxyribonukleosiddifosfat

dNMP — deoxyribonukleosidmonofosfat
dNTP — deoxyribonukleosidtrifosfat

dT — deoxytymidin

dTMP — deoxytymidinmonofosfat

dTTP — deoxytymidintrifosfat

dU — deoxyuridin

dUMP — deoxyuridinmonofosfat

EdCMP — 5-etynyl-2’-deoxycytidinmonofosfat
edN — 5’-deoxynukleotidaza

EdU — 5-ethynyl-2"-deoxyuridin

EJUMP — 5-etynyl-2"-deoxyuridinmonofosfat
EJUTP — 5-etynyl-2’-deoxyuridintrifosfat
ENT — ekvilibrativni nukleosidovy transportér
FGAM - formylglycinamid ribonukleotid
fTHF — formyltetrahydrofolat

G — guanosin

GAR — glycinamid ribonukleotid

GDP — guanosindifosfat

GIn — glutamin

GMP — guanosintrifosfat

GTP — guanosintrifosfat

HCI — kyselina chlorovodikova

HGPRT — hypoxantin-guaninfosforibosyl transferaza
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hENT — lidsky ekvilibrativni nukleosidovy transportér
hCNT — lidsky koncentrativni nukleosidovy transportér
hNT — lidsky nukleosidovy transportér

IMP — inosinmonofosfat

mdN — 5’-deoxynukleotidaza

NA — nukleosidovy analog

NaCl — chlorid sodny

PBS — fosfatovy pufr

PNP — nukleosid fosforylaza

PRA — fosforibosylamin

PRPP — 5’-fosforybosil-1"-fosfat

RNA — ribonukleova kyseliny

RNR — ribonukleotid reduktaza

SAICAR - sukcinokarboxyamidazol-4-karboxyamid ribonukleotid
SDS — dodecylsiran sodny

SDS-PAGE — denaturujici polyakrylamidova gelova elektroforéza
SNP — polymorfismus jednoho nukleotidu

T — tymidin

TBS — Tris buffered saline

TGS — Tris glycinne running buffer

THF — tetrahydrofolat

THU — tetrahydrouridin

TK1 — tymidin kinaza 1

TK2 — tymidin kinaza 2

TMB - 3,3",5,5"-tetrametylbenzidin

TP — nukleosidfosforylaza

U — uridin

UDP — uridindifostat

UMP — uridin monofosfat

UTP — uridintrifosfat

XMP — xantosinmonofosfat
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