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Souhrn

Teoretickd ¢ast mé diplomové prace se zaméfuje nejprve na charakterizaci bunééného
cyklu a jeho regulaci, nasledné pak na regulaci v pfitomnosti poskozené DNA. Dalsi ¢ast se
zabyva charakterizaci chelatacnich Cinidel a jejich vlivem na bunécny cyklus. Antiproliferacni
ucinek téchto latek je zprosttedkovan pirevazné inhibici Zelezo-obsahujiciho enzymu
ribonukleotid reduktazy. Inhibice pak vede Kk vycerpani deoxyribonukleotidl, zastaveni
replikace DNA a aktivaci kontrolnich signalnich drah bunécného cyklu. U vétSiny bunéénych
typt dochézi k blokaci bunécného cyklu v G1 fazi, méné pak v G2 fazi.

V experimentalni c¢asti této diplomové prace byla testovana chelatacni cinidla
deferasirox a deferipron na liniich my$ich embryonalnich kmenovych bunék. Jejich odpoveéd’
na chelataci byla srovndna se somatickou bunécnou linii STO, kterd byla taktéZ vystavena
pusobeni chelatort.

V zavéru mé diplomové prace jsou shrnuty dosazené vysledky a nésledné pak

srovnany S vysledky mé bakalarské prace a s vysledky doposud publikovanymi.



Summary

The theoretical part of my thesis focuses on the characterization of the cell cycle
regulation and regulation in the presence of DNA damage. The next part deals with the
characterization of chelating agents and their influence on cell cycle

Iron chelators have antiproliferative effects. The responce is mediated predominantly
by inhibition of iron-containing enzyme ribonucleotide reductase. Inhibition leads to
depletion deoxyribonucleotides, stop DNA replication and activation of the control pathways
of the cell cycle. It leads to cell cycle arrest in the G1 phase of most cells, and less frequently
in the G2 phase.

In the experimental part of this thesis we tested chelators deferiprone and deferasirox
on the cell line of mouse embryonic stem cells. Their response to chelation was compared to
somatic cell line STO, which were also exposed to those chelators.

At the end of my thesis are summarized and compared my results with the results

previously published and published in my bachelor thesis.
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1 Cil prace

1. Literarni reSerSe na téma regulace bunécného cyklu a aktivace kontrolnich
signalnich drah. Vliv deprivace iontii Zeleza na signalni drahy bunécného cyklu.

2. Detekce aktivace kontrolnich signalnich drah bunééného cyklu u mysich
embryonalnich kmenovych bunék a u mySich embryonalnich fibroblasti
oSetfenych chelatacnimi Cinidly deferasiroxem a deferipronem pomoci metody
western blot.

3. Sledovani dynamiky bunéného cyklu u bunék oSetfenych deferasiroxem
a deferipronem metodou pritokové cytometrie.

4. Porovnani ucinku chelatacnich ¢inidel deferasiroxu, deferipronu a desferioxaminu

Z hlediska aktivace kontrolnich signalnich drah a dynamiky bunécného cyklu.



2 Uvod

Embryonélni kmenové builky se vyznacuji schopnosti sebeobnovy a neomezené

proliferace a diferenciace. Vytvareji vnitini masu bunék embryonalniho stadia blastocysty.
Svou postupnou diferenciaci davaji vzniknout v§em bunéénym typtim dospélého organismu.
Diky témto vlastnostem maji embryonalni kmenové buiiky Siroky potencidl vyuziti, a to
predevsim v regenerativni medicin€ a vyvojové biologii (Bishop a kol 2002).
Kmenové bunky se od diferenciovanych bunék lisi délkou, strukturou a regulaci bunééného
cyklu. Jeden bunéény cyklus kmenovych bunék trva pfiblizné 10 hodin, coz je vyrazné kratsi
doba ve srovndni s butkami diferencovanymi, u nichz je délka bunécného cyklu v rozmezi
24h — n€kolik let. Rozdil ve struktufe bunééného cyklu spocivad zejména ve vyrazném
zkraceni G1 faze. Na turovni signdlnich drah vykazuji kmenové buinky v pribéhu celého
bunécéného cyklu vysokou aktivitu cyklin dependentnich kindz a s tim souvisejici zvySenou
expresi jednotlivych typd cyklint (Ballabeni a kol. 2011). K jejich rychlé proliferaci pfispiva
také absence restrik¢éniho bodu v pozdni G1 fazi (viz kapitola 3.2.1.4 Restrikéni bod
bunééného cyklu a regulace GI1/S piechodu). Kontrolni signalni drahy aktivované
genotoxickym stresem nejsou u kmenovych bunék plné funkéni, jako je tomu v piipadé
somatickych bun€k, a neumoziuji proto zastaveni bunééného cyklu v G1 fazi (viz kapitola
3.2.2 Kontrolni mechanismy buné¢ného cyklu) (Abdelalim 2013).

Poznatky o prubéhu a regulaci bunééného cyklu u embryonalnich kmenovych bunék
mohou byt aplikovany u nadorovych kmenovych bungk, které jsou nedilnou soucasti kazdého
nadoru a se kterymi embryonalni kmenové bunky sdili fadu vlastnosti. Nadorové kmenové
burniky stoji za vznikem, rustem a metastazovanim nadori. Aplikace v€domosti ziskanych
studiem biologie kmenovych bun¢k na nadorové kmenové bunky tak mizZe pfispét k vyvoji
novych pfistupl v terapii naddorovych onemocnéni (Yu a kol. 2012).

Zelezo je esencialni pro funkci mnohych bunéénych procesii. Deprivace Zeleza pro
bunku predstavuje stresovy podnét, ktery zpiisobuje mimo jiné zastaveni replikacni vidlicky
prostfednictvim inhibice ribonukleotid reduktdzy, obsahujici jako kofaktor iont Zeleza. Tento
proces vede k aktivaci kontrolnich signalnich mechanismt zptisobujicich zastavu bunécného
cyklu ¢i apoptozu. Rychle proliferujici buiiky, k nimz patfi také nadorové a kmenové bunky,
pfitom oproti somatickym bunikdm vyzaduji mnohem vétsi mnozstvi zeleza a vykazuji rovnéz

vy$si citlivost vii¢i jeho nedostatku (Yu a kol. 2007).



3 Soucasny stav reSené problematiky
3.1 Charakteristika kmenovych bunék

Kmenové bunky (KB) jsou vyjimecné Svou diferenciacni kapacitou a schopnosti
sebeobnovy. Prave tyto vlastnosti predurcuji jejich vyuziti ve vyvojové biologii, regenerativni
mediciné a modelovani celé fady chorob (Bishop a kol. 2002).

U kmenovych bunék rozliSujeme tfi typy diferenciaéni kapacity. Diferenciacni
kapacitu, oznaCovanou jako totipotence, maji embryonalni KB (EKB) do faze moruly, ktera
obsahuje 8 bun¢k. Tyto EKB vykazuji schopnost tvofit embryondlni i extraembryonalni
tkané. Po této fazi vyvoje nésleduje diferenciace bunék a formovéni blastocysty, ktera se
sklada z diferencované vnéjsi Casti trofoblastu a vnitini masy pluripotentnich EKB. Jako
pluripotenci oznacujeme schopnost bunék diferencovat pouze do embryondlnich tkéani
ektodermu, mezodermu a endodermu (Wobus, Boheler 2005). Dalsim typem diferenciacni
kapacity je multipotence. Tato diferenciace se omezuje pouze na jedinou buné¢nou linii.
Ptikladem jsou kmenové buiky kostni dfen¢ produkujici krevni elementy — v tomto ptipadé
»dospélé“ KB proliferuji a diferencuji do konkrétniho typu bunék, u nichz doslo k poskozeni
nebo Kjejich uplné ztraté. Multipotentni KB vykazuji urCitou plasticitu z hlediska
diferencia¢niho programu daného tkanovym prostiedim. Po jejich piremisténi do jiné tkané
jsou multipotentni KB schopny zménit sviij diferenciaéni program, pficemz tento jev
oznacujeme jako transdiferenciaci (Wagners, Weissman 2004). Proces sebeobnovy
predstavuje schopnost kmenové buniky produkovat dalsi identické KB. S touto schopnosti
souvisi symetrické a asymetrické déleni. Vysledkem symetrického déleni KB jsou 2 dcefiné
buniky identické s matefskou buiikkou. Takové d¢leni lze pozorovat jednak béhem
embryonalniho vyvoje obratlovcl i1 bezobratlych, jednak pti hojeni a regeneraci tkani.
Symetrickym délenim vZdy dochazi ke zvySeni poctu KB. Asymetrické déleni jejich pocet
zachovava. Timto délenim vznika jedna buiika identickd s matefskou, zatimco druha buiika
podstupuje proces diferenciace. Rovnovahu mezi symetrickym a asymetrickym buné¢nym
délenim kontroluji externi signaly, coz zajiStuje vznik idedlniho poctu kmenovych a
diferencovanych bun¢k (Morrison, Kimble 2006).

KB jsou bunky pfirozen¢ imortalizované. Jejich imortalizace souvisi s vysokou
aktivitou telomerazy, enzymu, katalyzujiciho prodluzovani telomer. S diferenciaci dochazi

K utlumovani aktivity tohoto enzymu a u somatickych bunék jsou telomerazy inaktivni, coz
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vede k postupnému zkracovani telomer a senescenci. V malé mife je telomeraza funkéni i u
dospélych KB (Armstrong a kol. 2005).

3.1.1 Nadorové kmenové bunky

Nadorové kmenové buiiky (NKB) jsou nedilnou soucasti vétSiny tumort. NKB maji
schopnost sebeobnovy, diky vysoké aktivité telomeraz maji neomezeny proliferacni potencial
a jsou multipotentni. K objevu nadorovych NKB doslo v malignitich hematopoetického
systému 1 v solidnich tumorech. Tyto bunky jsou v nadoru zastoupeny velmi malou bunécnou
populaci, obvykle v rozmezi 0,5-5%, ktera vsak stoji za vznikem a regeneraci tumoru. Diky
témto bunkam, dokaze nadorova tkan odolavat chemoterapii a dochazi k relapsu nadorovych
onemocnéni. Tuto schopnost vétsSinova populace bunék nadoru nema (Yu a kol. 2012).

NKB mohou vzniknout z normalnich tkanovych KB, které vétsSinu ¢asu travi v GO
fazi. Bunka vSak vykazuje schopnost opravy chyb v DNA pouze pii procesu sebeobnovy, a
proto se u nedélicich se KB v GO fazi plisobenim karcinogenti hromadi mutace, na jejichz
zakladé¢ mulze dojit k pfeméné normdlni KB na nadorovou. Druhou moznosti je vznik
nadorové KB z vice diferencované burky, ktera ziskala schopnost sebeobnovy (Dean a kol.
2005).

Nédorové KB davaji vzniknout nddorovym bunkdm s jiz omezenym proliferacnim
potencidlem a kone¢nym poctem dé€leni. Z fyziologického hlediska by se tento proces nazyval
diferenciace, pti némz bunka dosdhne ur€ité funkce v dané tkani a dale jiz nepokracuje
ve svém déleni. Nicméné v pfipadé rakovinnych bunck k takovéto funkéni specializaci
nedochazi, pouze k postupnému zpomalovani bunééného déleni az do bodu, kdy se zastavi
uplné (Dean a kol. 2005).

Pluripotentni a naddorové KB sdili mnoho vlastnosti. Z hlediska 1écby rakoviny je
vyznamna také jejich rezistence vuci lékim a toxickym latkdm, zplisobend expresi
ABC transportéri. Z tohoto divodu lze poznatky ziskané na zaklad¢ studia biologie KB
aplikovat na NKB a vyvoj novych terapeutickych strategii (Dean a kol. 2005).

3.2 Bunéény cyklus somatickych bunék

3.2.1 Regulace bunécného cyklu

Bunéény cyklus délime na dveé zakladni ¢asti — interfazi a mitotickou fazi. Interfaze se

sklada z S faze, G1 faze a G2 faze, kdy buiika roste a replikuje svou DNA (Vermeulen a kol
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2003). Mitoticka faze se skladd z profize, metafaze, anafaze a telofaze. Jednotlivé faze
bunééného cyklu vyzaduji striktni regulaci. Zejména replikace DNA v S fazi a nasledné
presné rozdé€leni DNA do dcefinych bunék béhem mitotického déleni je na tuto regulaci
naro¢na (Hartwell, Kastan 1994). V ramci bunééného cyklu existuje celd fada mechanismu,
které zajistuji presné naCasovani vSech procesu a jejich spravné dokonceni. Stresové podnéty
vytvareji neptiznivé podminky pro pokracovani bunécného cyklu, ¢imz mohou aktivovat
kontrolni mechanismy zplsobujici zastaveni bunééného cyklu, senescenci nebo apoptdzu.
Mutace geni, které jsou soucasti signalnich drah bunécného cyklu, vedou Casto ke zvyseni

genetické nestability a vzniku rakoviny (Hartwell, Kastan 1994).

3.2.1.1 Cykliny, cyklin-dependentni kinazy (CDK) a jejich aktivace

Hlavnim regulatorem buné¢ného cyklu jsou cyklin-dependentni kinazy (CDK) patfici
mezi serin/threonin proteinkinazy, které funguji v komplexu s vazebnym partnerem cyklinem.
Hladina CDK je v pribéhu buné¢ného cyklu konstantni, zatimco hladina cyklint kolisa (Obr.
1). Zmény aktivity CDK umoznuji regulovat piechod z jedné faze bunééného cyklu do faze
nasledujici. U kvasinek existuje pouze jeden multifunkéni CDKI1 fidici progresi celym
bunéénym cyklem a 9 cyklintl, které se tcastni regulace bunécného cyklu (Miller, Frederick
2000; Satyanarayana, Kaldis 2009). U vyssich eukaryot bylo nalezeno pies 20 proteind z této
skupiny a stejné mnozstvi piislusnych cyklinti. Ne vSechny tyto cykliny se ale podili na
regula¢nich mechanismech bunééného cyklu. Pro kazdou fazi bunééného cyklu je specificka

aktivita konkrétniho cyklin/CDK komplexu. (Satyanarayana, Kaldis 2009).

Cyklin D Cyllin E

\

M-faze | Gl-faze I S-faze | G2-faze M-faze

Obr. 1: Oscilace hladiny cyklini. Cykliny typu A, B, D a E spolu s CDK vytvafti zakladni sit
signalnich drah regulujicich bunéény cyklus. Pro kazdou fazi bunéného cyklu je specificky dany typ
cyklinu, ktery aktivuje konkrétni CDK. PieruSovana ¢ara u cyklinu D znazornuje zvySeni hladiny v G2
fazi pouze v pfitomnosti stalého mitogenniho stimulu. V tomto ptipadé hladina cyklinu D pfetrvava az
do dalsi G1 faze. V opacném piipad¢ vstupuje buiitka do ned¢lici se GO faze.
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Cykliny jsou hlavnim regulaénim mechanismem kinazové aktivity CDK. Samostatna CDK
nevykazuje zadnou kinazovou aktivitu. Asociace CDK s cyklinem vyvola konformacni
zménu, kterd odkryva aktivni katalytické misto na CDK a tim umoznuje pienos signalu.
Kromé aktivace CDK zajist'uje vazba cyklinu také jeho substratovou specifitu. Evolu¢né se
homologie cyklini pohybuje mezi 30 — 50 %. VSechny cykliny sdili homologni region ¢itajici
100 aminokyselin, oznacovany jako cyklinovy box, ktery interaguje s CDK. CDK jsou rovnéz
vysoce homologni proteiny, a to ze 45 — 70 % (Jeffrey a kol. 1995). Samotna vazba cyklinu
na CDK neni pro jeji aktivaci dostacujici. Dale je nezbytna fosforylace v aktivnim
katalytickém mist¢ CDK, na pozici Thr 161. Tuto fosforylaci katalyzuje CDK aktivac¢ni
kindaza (CAK). Vazba cyklinu aktivuje pouze bazalni aktivitu CDK. Teprve fosforylace
prostfednictvim CAK umoziiuje jeho plnou aktivaci (Aprelikova a kol. 1995). Pro fosforylaci
je vSak vazba cyklinu, ktery zménou konformace CDK odkryva pozici Thr 161, nezbytna
(Jeffrey a kol. 1995). Sav¢éi CAK se sklada ze tii podjednotek katalytické CDK?7, regulaéni
podjednotky cyklinu H a podjednotky MAT1. Spole¢né s dalsimi 6 podjednotkami je CAK
také soucasti transkripéniho faktoru TFIIH (Lolli, Johnson 2005). Fosforylace v nékterych
pozicich miize vést naopak k inhibici aktivity CDK, tu provadi kinazy WEE1 a MYT1 (viz
kapitola 3.2.1.4 Inhibi¢ni kinazy WEE1 a MYT1).

Cykliny typu D, mezi které fadime D1, D2 a D3, asociuji s CDK4 a CDK®6 a vzniklé
komplexy zodpovidaji za aktivaci bunééného cyklu v G1 fazi. Cykliny D patii mezi jediné
cykliny, jejichz expresi indukuje mitogenni podnét. Aktivovany CDK4/6 fosforyluje
retinoblastomovy protein (Rb) a dalsi ptfibuzné proteiny (viz kapitola 3.2.1.4 Restrik¢éni bod
bunééného cyklu a regulace G1/S piechodu). CDK4 je exprimovan ve vSech buiikach,
zatimco CDK6 preferencné v hematopoetickych progenitorech a jeho mutace se tedy
projevuje defekty pravé v hematopoetickém systému (Malumbres a kol. 2004). Tti typy
cyklinu D zastavaji v n€kterych bunkéch specifickou funkci, ale mohou se ve své funkci Gplné
nebo C¢asteéné zastoupit. Deficience jednoho ze tii typli ma za nasledek tkanové specifické
defekty. Deficience vSech tii typd cyklini D ma béhem embryogeneze letalni nasledky, coz
znamena, ze k d€leni embryonalnich bun€k dochéazi nezavisle na aktivité cyklinu D, protoze
zahdjeni dal§iho bunééného cyklu EK bun¢k nevyzaduje pfitomnosti mitogenu (Carthon a kol.
2005).

Cykliny typu E, konkrétné E1 a E2, reguluji ptestup z Gl do S faze kompletni
inaktivaci Rb. Cykliny E1 a E2 jsou vzajemné funkéné redundantni (Parisi a kol. 2003).
Deficit obou cyklinti E soucasné vede k letalit¢ béhem embryondlniho vyvoje. Cyklin E neni

esencialni pro vstup do S faze u proliferujicich bun¢k. Jeho funkci mize pievzit cyklin A.
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Hlavni vyznam cyklinu E spociva v fizeni reaktivace bunééného cyklu u bun¢k v GO fazi
(Geng a kol. 2003). Pii aktivaci bunééného cyklu umoziuje komplex E/CDK2 vazbu MCM
(mini chromosome maintenance complex) na replika¢ni pocatek. U proliferujicich bunék se
MCM piipojuje k replikacnimu pocatku kratce po dokonceni mitézy, a to v nepiitomnosti
cyklinu E/CDK2. Stejny mechanismus také zabranuje endoreduplikaci DNA v
trofoblastovych bunikach (Geng a kol. 2003). Cykliny typu A zahrnuji cykliny Al a A2.
K expresi cyklinu Al dochézi v germinalnich bunkach, avsak esenciélni je pouze pro buiky
samci. Cyklin A2 je nepostradatelny pro ptechod bunécného cyklu z G1 do S faze a pro vstup
bunky do mitézy. (Winston a kol. 2000).

Cykliny typu B ¢itaji 3 homology — B1l, B2 a B3. Kazdy z téchto homologli ma
odlisnou funkci. Cyklin B1, jehoz deficience je pro bufiku letalni, je hlavnim regulatorem
vstupu buniky do mitézy. Behem interfaze se vyskytuje v cytoplazmé a teprve ptred vstupem
do mitézy nastava jeho transport do jadra. Cyklin B2 je umistén na Golgiho aparatu, kde se
podili na jeho rozpadu a segregaci do dcefinych bun¢k (Jackman a kol. 1995). Exprese

cyklinu B3 se omezuje pouze na varlata a fetalni vaje¢niky (Nguyen a kol. 2002).

3.2.1.2 Inhibitory cyklin-dependentnich kinaz

Inhibitory cyklin-dependentnich kinaz jsou dal$im regulatorem aktivity CDK. Do
prvni skupiny inhibitorti patii proteiny rodiny INK4, které inhibuji kinazy CDK4 a CDK6 —
p15NKab - n1pINKda  n18INKac 3 p19INK4d (Hirai a kol 1995). Jejich exprese je aktivovana
antimitogennimi signaly, mezi které fadime kontaktni inhibici, senescenci nebo TGF-B
(Malumbres a kol. 2004). VSechny inhibitory této skupiny sdili stejné strukturni
a biochemické vlastnosti (Hirai a kol. 1995). Exprese jednotlivych ¢lent této rodiny je
tkanove specifickd a také zavisla na vyvojovém stadiu organismu (Zindy a kol. 1997). INK4
inhibitory se vazi jak na samotny CDK4(6), tak na komplex cyklin D/CDKA4(6) (Jeffrey a kol.
2000).

Druha skupina inhibitorti, kterd inhibuje kinazy CDKI1 a CDK2, nalezi do rodiny
proteinu Cip/Kip. Patii sem proteiny p21 (viz kapitola 3.2.2.3 Kontrolni mechanismus G1
faze), p27 a p57. Tyto inhibitory Se vaZzou na komplex cyklinu s CDK a tim jej inhibuji.
Cip/Kip inhibitory CDK hraji ulohu pfi zastavé bunééného cyklu v reakci na kontaktni
inhibici, proliferaci, diferenciaci, naruSeni genomové integrity a dalsi stresové podnéty. Na
rozdil od piedchozi skupiny inhibitori reguluji aktivitu cyklinu A, D, E a B prostfednictvim
vazby na komplex cyklin/CDK (Sherr, Roberts 1999).
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3.2.1.3 CDC2S5 fosfatazy

CDC25 fosfatazy reguluji postup do dalsi faze bunécného cyklu defosforylacni
aktivaci CDK. U savcii existuji 3 homology tohoto enzymu - CDC25A, CDC25B a CDC25C.
CDC25 fosfatazy jsou cilem kontrolnich mechanismi buné¢ného cyklu, které vedou K jeji
degradaci. K expresi CDC25A dochazi od pozdni G1 faze a kjeho degradaci pak na
samotném konci mitézy. Akumulace CDC25B nastupuje béhem S faze a vrcholi v mitoze,
kdy je CDC25B také degradovan (Boutros a kol. 2006).CDC25C je piitomen v priub&hu
celého bunééného cyklu. Aktivitu CDC25 rovnéz reguluje subcelularni lokalizace (Lopez-
Girona a kol. 1999).

CDC25A se podili prevazné na regulaci G1/S faze, kde aktivuje komplex cyklinu
E/CDK2 acyklinu A/ICDK2. Exprese CDC25A je transkripéné aktivovana E2F a c-MYC
transkripénimi faktory (Lindqvist a kol. 2005).

Klicovym regulatorem CDC25B je cyklin A/CDK2. CDC25B piedstavuje dilezity
regulator vstupu bunky do mitotické faze (Mitra, Endres 2003). Jeho uloha spociva
v defosforylaci a aktivaci cyklin B/CDKI1 lokalizovaného na centrozomech, kde reguluje
mitoticky aparat (Lindqvist a kol. 2005).

CDC25C je béhem interfaze udrzovan v inaktivnim stavu asociaci s 14-3-3 proteinem.
Tento komplex disociuje pied vstupem do mitdzy diky fosforylaci CDC25C prostiednictvim
cyklinu B/CDK1 a Polo-like kinazy (PLK), coz zpisobuje kompletni aktivaci CDC25C.
Aktivni fosfatdza defosforyluje cyklin B/CDK1 a zpétnovazebné tak zesiluje aktivitu tohoto
komplexu (Perdiguero, Nebreda).

Mezi homology fosfataz existuje i funkéni redundance. Mysi deficientni na CDC25C
jsou zcela zdravé a u odvozenych buné€k probiha normalni bunéény cyklus. Inaktivace
CDC25B vede pouze ke sterilit¢ u samic a také v tomto ptipadé probihad u odvozenych bun¢k
normalni bunény cyklus. Deficience CDC25B i CDC25C rovnéz nebrani pribéh bunééného
cyklu, z¢ehoz vyplyva schopnost CDC25A kompenzovat funkci obou téchto fosfataz
(Farguson a kol. 2005).

3.2.1.4 Inhibi¢ni kinazy WEE1 a MYT1

WEE1 a MYTI kindzy jsou negativnimi regulatory CDK1 a CDK2. Fosforyluji v
pozici Thrl4/Tyrl5, ¢imz brani vazbé ATP a inhibuji tak aktivitu CDK. Podili se tedy na

Casovani vstupu do S faze a jejim pribéhu (regulace CDK2), nasledné vstupu do mitozy a
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také inhibici CDK v piipadé aktivace kontrolnich signalnich mechanismu (regulace CDK1).
CDC25 fosfatazy fosforylaci v obou pozicich odstranuji (viz kapitola 3.2.1.3 CDC25
fosfatazy) (Hughes a kol. 2013).

Obe¢ tyto kinazy se 1isi svou lokalizaci — zatimco WEEI je béhem interfaze pritomen
Vv jadie a teprve pii vstupu buiiky do mitézy dochazi k jeho piesunu do cytoplazmy, MYT1 se
vV buiice vyskytuje vazany na membranu Golgiho aparatu a endoplazmatického retikula

(Baldin, Ducommun 1995, Liu a kol. 1997).

3.2.1.5 Restrik¢ni bod bunécéného cyklu a regulace G1/S prechodu

Restrik¢éni bod je signalni draha, kterd se nachéazi pred koncem G1 faze a rozdéluje
bunéény cyklus na dv€ casti — na Cast zavislou na mitogennich faktorech a na ¢ast na
mitogennich faktorech nezavislou. V ¢asti zavislé na mitogennich faktorech miZe bunka
prejit do faze klidové, GO faze. Jakmile ale ptejde restrikéni bod, musi bunécny cyklus

dokoncit (Obr. 2) (Novak, Tyson 2004).

v
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Obr. 2: Restrikéni bod bunééného cyklu. Restrikéni bod predstavuje dulezity meznik v G1 fazi, po
jehoz ptekroceni musi bunika dokoncit své déleni. Kli¢ovym proteinem tohoto bodu je pRb, ktery
blokuje aktivitu transkripéniho faktoru E2F. Vazbu pRb na E2F miZze byt narusena fosforylaci pRb na
celé fadé¢ mist. pRb muze byt fosforylovano komplexy cyklin D/CDK4(6) acyklin E/CDK2.
Uvolnénim E2F transkripéniho faktoru dochazi k jeho aktivaci, indukci exprese geni S faze.
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Zacatek G1 faze je spojen s aktivitou komplexu cyklinu D/CDK4(6) jehoz substratem
je Rb protein. Specifickou fosforylaci Rb proteinu dochazi k jeho parcialni inaktivaci, k
naslednému uvolnéni E2F transkripéniho faktoru a k expresi gent potiebnych pro piechod do
S faze (napf. cyklin A a cyklin E). pRb protein je v prvni polovin¢ G1 faze fosforylovan
komplexem cyklinu D/CDK4(6), nasledné¢ pak komplexem cyklinu E/CDK2, ¢imz je
zajisténa jeho plna inaktivace. Expresi cyklinu D zahajuje externi signalni podnét, kterym je
nejcastéji vazba rtistového faktoru aktivujiciho hlavni mitogenni signalni drahu mitogenem-
aktivované kinazy (MAPK) (Klein, Assoian 2008). Pii vstupu do S faze dochazi
k radikalnimu snizeni hladiny cyklinu D prostfednictvim glykogen syntazy kinazy 3 (GSK3),
ktera fosforyluje cyklin D v pozici Thr 286. Nasleduje jeho export z jadra a snizeni proteinové
stability (Guo a kol. 2005). Tato redukce hladiny cyklinu D je nutna z dvodu jeho vazby na
PCNA, ktera inhibuje replikaci DNA (Pagano a kol. 1994). U kontinualné proliferujicich
bunck pretrvava mitogenni podnét, ktery zpusobuje opétovné navyseni hladiny cyklinu D
v G2 fazi skrze stabilizaci mRNA cyklinu D. Tato zvySena hladina ptetrvava do dalsi G1 faze,
ktera se timto stava nezavisla na aktivaci mitogenu a pokracuje dale do S faze (Guo a kol.
2005).

Skupina E2F obsahuje celkem 6 proteini. E2F predstavuji aktivatory transkripce
v komplexu s DP proteiny (DP1, DP2), se kterymi vytvafi aktivni heterodimer. V komplexu
s rodinou Rb proteint (pRb, p107, p130) je transaktivacni doména E2F maskovana, nasledné
je zde rekrutovana histon deacetylaza a exprese genu je takto suprimovana. Kazdy ze Sesti
E2F preferen¢né vaze odlisny Rb protein (Wells a kol. 2000).

Na pRb se nachazi né€kolik fosforylacnich mist pro CDK. Odlisnéa fosforyla¢ni mista
umoziuji pfepinat pRb do nckolika funkénich stupniti. Vazba E2F transkripéniho faktoru je
regulovéana 7 fosforylacnimi misty a inhibovéana 2 postupnymi fosforylacemi (Knudsen, Wang
1997). Tuto specifickou fosforylaci provadi cyklin D/CDK4(6) v pozdni Gl fazi, ¢imz
zaroven Castecné inaktivuje pRb. Kompletni inaktivace je pak dokoncena fosforylaci
prostiednictvim cyklin E/CDK2 (Lundberg, Weinberg 1998). Po vstupu do S faze udrzuje
hyperfosforylaci aktivita cyklin A/CDK2 (Sherr 1996). K defosforylaci pRb pak dochazi
Vv anafézi, a to pisobenim enzymu fosfoprotein fosfatazy typu 1 (PP1) (Ludlow a kol. 1992).

Aktivace transkripce cyklinu E probihd ptes pRb/E2F signélni drahu, kde fosforylace
prostiednictvim cyklinu D/CDK4(6) zpusobuje uvolnéni histon deacetylazy z represivniho
komplexu s pRb (Zhang a kol. 200). Cyklin E je navic schopen zesilovat svou vlastni expresi
skrze pozitivni zpétnovazebnou smycku, kdy dochdzi k plné aktivaci E2F transkripéniho

faktoru (Ohtani a kol. 1995). Druhou paralelni drahou k pRb/E2F, ktera aktivuje transkripci
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cyklinu E, pfedstavuje aktivace transkripéniho faktoru c-MYC. Ten je indukovan vnéjSim
mitogennim stimulem (Santoni-Rugiu a kol. 2000). Krom& pRb musi cyklin E/CDK2
piekonat také supresivni efekt inhibitoru p27, ktery spousti negativni zpétnovazebnou
smycku. Toho cyklin E/CDK2 dosahuje fosforylaci p27 ajeho néslednou degradaci
(Tesvetkov a kol. 1999). Polocas cyklinu E je méné nez 30 minut. Nejvyssich hladin tento

cyklin dosahuje na pocatku S faze pfi zahajeni replikace DNA. (Singer a kol. 1999)

3.2.1.6 Regulace S faze

K zahgjeni S faze bunécného cyklu dochazi spolecné s iniciaci replikace DNA, jeji
ukonceni pak nastava v momenté, kdy je cely genom zreplikovan. Zacatek, pribeh a konec
S faze podléha regulaci tak, aby doslo k piesné replikaci kazdého iseku DNA pouze jedenkrat
(Takeda, Dutta 2005).

Replikaci DNA je zahajena transkripci gent fizenou E2F transkripénim faktorem.
Jedna se o geny pre-replika¢niho komplexu (CDC6, CDT1 a MCM proteiny) (Jackson a kol.
1995). Na pocatku S faze dochazi k aktivaci tohoto komplexu a k jeho transformaci na pre-
(Zou, Stillman 2000). Jak jiz bylo uvedeno, negativni regulace replikace zajist'uje, ze dojde
pouze K jediné aktivaci pre-replikaéniho komplexu v prubéhu celého bunééného cyklu, coz
zabranuje opakované replikaci dané¢ho tseku DNA. Tento mechanismus se uskuteciiuje
prostiednictvim proteinu CDC6, ktery je pro zahajeni replikace nezbytny. Na pocatku S faze
dochazi k fosforylaci CDC6 aktivitou cyklin A/CDK?2 a k jeho naslednému transportu z jadra
do cytoplasmy, coz zabrafiuje opétovnému vytvoreni pre-replikacniho komplexu (Petersen
a kol. 1999).

3.2.1.7 Regulace G2/M

Pro vstup do M faze je vyzadovana aktivita komplexu cyklinu B1/CDK1. Aktivitu
tohoto komplexu reguluje celd fada proteint, které Casto vytvafi pozitivni zpétnovazebné
smycky a tim aktivitu B1/CDK1 zesiluji (Fung, Poon 2005).

Akumulace komplexu B1/CDK1 za¢ina v S fazi a vrcholi na konci G2 faze pted
vstupem do mitdzy. Jeho transkripce je aktivovana transkripcnimi faktory B-MYB, EZ2F,
FOXM1 a NF-Y (Fung, Poon 2005). Vznikla aktivita cyklin B1/CDKI1 aktivuje APC, ktery
zpétnovazebné ubikvitinuje a degraduje cyklin B1. Inaktivace kinazové aktivity CDK je

striktné vyzadovana pro dokonceni mitozy (Golan a kol. 2002).
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Na dalsi urovni reguluje aktivitu komplexu cyklin B1/CDK1 fosforylace a lokalizace.
V pribéhu interfaze dochazi k translokaci do cytoplazmy. Fosforylace cyklin B/CDK1
autofosforylaci nebo prostfednictvim PLK1 dochdzi k odkryti nuklearniho lokalizacniho
signalu na CDK, ktery umoznuje relokalizaci komplexu z cytoplazmy do jadra. Inhibicni
kinazy MYT1 a WEE1 naopak zajist'uji export komplexu z jadra do cytoplazmy (Toyoshima-
Morimoto a kol. 2000). Vstup do mitdzy se potom uskute¢iuje nahromadénim dostate¢ného
mnozstvi cyklin B/ICDK1 v jadfe, ktery zde stabilizuje CDC25A a potlacuje inhibi¢ni efekt
WEEL (Obr. 3) (Lindgvist a kol 2009).

CDK1
@

- L MYTL Cytoplazma

Obr. 3: Aktivace cyklinu B/Cdk1 a vstup do mitézy. Pied vstupem do mitdzy dochazi k relokalizaci
cyklinu B/CDK1 mezi jadrem a cytoplazmou a naopak. Inhibi¢ni kinazy WEE1 (v jadie) a MYT1
(v cytoplazmg) zajistuji lokalizaci komplexu do cytoplazmy. Autofosforylace a fosforylace
prostfednictvim PLK naopak sméfuji komplex do jadra. Pti vstupu do mitdzy dochdzi k nahromadéni
cyklin B/CDK1 v jadie a k aktivaci CDC25 dualni fosfatazy, ktera odstranuje fosforylaci inhibi¢nich
kinaz. Aktivni komplex aktivuje APC, ktery zpétné degraduje cyklin B a inhibuje aktivitu CDK1.

Jadro

3.2.2 Kontrolni mechanismy buné¢ného cyklu

Bunéény cyklus vyZaduje udrzeni genomické stability a prevenci vzniku mutaci a
poskozeni DNA. Za timto ucelem se v bunééném cyklu nachazeji kontrolni signalni dréhy, ve
kterych je burnika schopna pozastavit bunécny cyklus v ptipadé, ze dojde k naruseni integrity
genomu. Tento mechanismus také umoznuje vyrovnat se s dalsimi stresovymi situacemi, mezi
které patii nedostatek Zivin, nizka hladina kysliku, aktivace onkogenu. V pfipad¢ nevratného
poskozeni pak buiika podstupuje apoptdzu, nebot’ mutace slozek signalnich drah kontrolnich

bodi ¢i molekul reparacnich mechanismi piedstavuji ¢astou pfic¢inu genetickych onemocnéni

19



a rakoviny (Kastan, Bartek 2004). Kontrolni body navic zajistuji pozastaveni bunééného
cyklu pied kompletnim dokoncenim ptedchozi faze (Hartwell, Weinert 1989).

Molekuly signalnich drah zprostfedkovavajicich odpovéd’ na pfitomnost poskozené
DNA, vysledkem jejichz Cinnosti je zastaveni bunécného cyklu, se skladaji ze 3 zékladnich
skupin proteint. Prvni skupina zahrnuje senzorické proteiny kindzy ATM (ataxia-
telangiectasia mutated) a ATR (aataxia-telangiectasia and Rad3-related), které rozpoznavaji
a vazi poskozenou DNA. Druhd skupina proteinti, do niz fadime CHK1 a CHKZ2, signal
amplifikuje a prevadi na tfeti skupinu molekul, efektorové proteiny. Tato posledni skupina
pak tidi bunécny cyklus, piestavbu chromatinu nebo se podili na reparacnich mechanismech.
V mé praci se zamétim na klicové proteiny drah kontrolnich bod bunééného cyklu (Hartwell,

Weinert 1989).

3.2.2.1 ATM/ATR senzorické kinazy

ATM a ATR jsou Ser/Thr kinazy fadici se do skupiny fosfatidyl inositol-3-kinaz
(PIKK). Jedna se o velké proteiny s molekulovou hmotnosti 301 — 469 kDa. Zatimco ATM je
aktivovana piitomnosti dvouvldknovych DNA zlom, ATR je aktivovana zlomy
jednovlaknovymi a inhibici replika¢ni vidlicky. PIKK sice jistou bazalni afinitu pro
poskozenou DNA vykazuji, jejich vazba je vSak regulovdna interakci se specifickym
pomocnym proteinem. V piipadé ATR se jedna o ATRIP (ATR interakéni protein), Vv ptipadé
ATM pak o MRN komplex. MRN komplex se skladd z MRE11, RAD50 a NBSL1 proteinti
(Falck a kol. 2005).

V inaktivni form& se ATM v buiice vyskytuje ve formé dimeru, ktery neni schopen
fosforylovat své substraty. PoSkozeni DNA vSak vyvola jeho autofosforylaci, ¢imZ zplsobuje
rozpad inaktivniho dimeru na aktivni monomery. Samotna aktivace ATM ale neni iniciovana
vznikem zlomi v DNA, nybrz zménou struktury chromatinu, ke které doslo v blizkosti
dvouvlaknového zlomu (Bakkenist, Kastan 2003). Druhym krokem aktivace ATM je jeho
vazba do dvouvlaknového zlomu zprostfedkovana interakci s NBS1, ktery, jakozto soucast
MRN komplexu, umoziuje relokalizaci ATM do mista poskozeni (Falck a kol. 2005).
V pozici dvouvldknového zlomu se zaroven nezavisle na aktivaci ATM akumuluji nékteré z
jeho substrati, jako jsou BRCA1, SMC1 nebo NBSI, které se podileji nejen na relokalizaci
ATM, ale maji také vyznam v odpovédi na poskozenou DNA (Kitagawa a kol 2004). V ramci
védeckych studii bylo prokazano, Ze ATM neni pro normalni pribéh bunééného ristu ani pro

diferenciaci buiiky esencialni. Mutace gent, zpUsobujici vznik nefunkéniho ATM, vede ke
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genetickému onemocnéni ataxia-telangiectasia — poruse projevujici se neuronalni degeneraci,
imunodeficienci, genomickou nestabilitou a predispozicemi k rakoving (Shiloh, Kastan 2001).
Protein ATR je nepostradatelny pii bunécné odpoveédi na replikacni stres, ktery muze byt
zpusoben riznymi fyziologickymi stavy nebo takovym typem poskozeni DNA, pifi némz
vznikd jednovlaknovy zlom. Spole¢nym meziproduktem téchto poskozeni, detekovatelnych
pouze jednim senzorem, je jednovldknova DNA (ssDNA). Ta se v buiice nikdy nevyskytuje
vV samostatné formé¢, ale pokryta replikaCnim proteinem A (RPA), ktery hraje tllohu nejen pii
replikaci, ale podili se také na signalizaci kontrolnich mechanisma zahrnujicich ATR. RPA

pak umoznuje lokalizaci komplexu ATR-ATRIP (Zou, Elledge 2003).

3.2.2.2 CHK1/CHK?2 kinazy

Mezi jedny z nejvyznamnéjsich substratt ATM a ATR patii CHK 1/2 kinazy, které se
fadi mezi Ser/Thr kinazy. Ukolem téchto kindz je pfenos a amplifikace signalu ze
senzorickych molekul skupiny PIKK na efektorové molekuly (Bartek, Lukas 2003).
Pivodnim ptedpokladem ohledné aktivace CHK kindz prostfednictvim ATR/ATM bylo, Ze se
jedna o dvé¢ paralelni drahy odpovidajici na odlisné genotoxické stimuly, kdy CHK1 a ATR
tvoii jednu signdlni drahu a CHK2 a ATM druhou. Pozdé&ji vSak bylo prokazéano, Ze dochazi i
K jejich propojeni (Gatei a kol. 2003).

Exprese CHKI1 kinazy je regulovana E2F transkripénim faktorem (Lukas a kol. 2001).
CHK1 kinaza je nezbytna pro embryonalni bunky. Jeji absence vede k jejich letalité. To ale
neplati pro somatické burniky, kdy CHK1 deficience vede k defektim pii replikaci DNA a
bunécném ristu (Zachos a kol, 2003).

CHK2 je stabilni jaderny protein exprimovany v priabéhu celého bunécného cyklu.
Germ line mutace vedou ke vzniku onemocnéni zvaného Li-Fraumeni syndrom, pro ktery
jsou typické predispozice ke vzniku malignich nadord rizného ptivodu (Lukas a kol. 2001).

CHK1 a CHK?2 sdileji mnoho substratd, jako je MDM2, p53 nebo CDC25A/C.
Unikatnimi substraty pro CHK2 jsou napi. BRCA1 (dulezity pro opravu DNA) a PLK3
(dalezity pro zastaveni bunéfného cyklu). V piipadé CHKI1 se pak jedna o TLK1/2
(remodelace chromatinu). V zavislosti na stresovém stimulu a aktudlnim stavu bunky je
aktivovana konkrétni signdlni draha (Bartek, Lukas 2003).
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3.2.2.3 Kontrolni mechanismus G1 faze

Kontrolni bod G1 faze umoznuje vstup do S faze v pripad¢€, neni-li narusena integrita
genomu. Pfi poskozeni DNA dochazi k do¢asnému nebo permanentnimu zastaveni bunééného
cyklu v G1 fazi a pfi rozsahlém naruSeni DNA az k apopotéze. V Gl fazi je odpovéd
dominantné¢ zprostiedkovavana dvéma signalnimi drahami, které maji odliSnou rychlost
odpovédi a dobu trvani (Kastan, Bartek 2004).

Zastaveni bunécného cyklu je fizeno transkripénim faktorem p53, jehoz aktivita je
fizena fosforylaci nékolika rezidui ATM, CHK1 a CHK2 kin4dzami (Craig a kol. 2003). Za
fyziologickych podminek je hladina p53 v bunce velmi nizka a p53 je vazan na MDM2
(Kubbutat a kol. 1997). MDM2 je ubikvitin ligaza, ktera p53 ubikvitinyluje a je zodpovédna
za jeho proteazomovou degradaci. Fosforylace prostifednictvim ,,upstream* kinaz narusuje
interakci p53 s MDM2, p53 je stabilizovan, dochazi ke zvyseni jeho hladiny a tim k aktivaci
transkripce. Exprese genu pro MDM2 je indukovana aktivovanym p53, coZz zpusobuje
negativni zpétnovazebnou regulaci (Poyurovsky a kol. 2010). Druhou moznosti regulace
aktivity p53 jsou post-transla¢ni modifikace. Fosforylace p53 na jinych mistech nez na vyse
zminénych Thr 18, Ser 20 a Ser 15 prostiednictvim ATM, ATR, CHK1, CHK2 DNA-PK a
dalsich mohou regulovat stabilitu a transkrip¢ni aktivitu p53. Acetylace taktéz inhibuje vznik
represivniho komplexu p53 s MDM2. Jednim z efektorovych proteinii kontrolniho bodu
bunécného cyklu, jehoz exprese je fizena prostfednictvim p53, je inhibitor p21. p21 inhibuje
komplexy cyklin A/CDK 2 a cyklin E/CDK2. Inhibici téchto komplexi nemuize dojit
k fosforylaci pRb a uvolnéni transkripéniho faktoru E2F, coz vede k zastaveni bunétného
cyklu v G1/S (Brugarolas a kol. 1998). Dalsim zpisobem, jakym p21 piispiva k zastaveni
bunécného cyklu, je pfimé blokace DNA syntézy interakci s PCNA - dtlezitym faktorem pfti
vzniku replikaéniho komplexu a pii samotné replikaci (Oku a kol. 1998).

Druha signalni draha vede k degradaci CDC25A fosfatazy. CDC25 fosfatazy
kontroluji pfechod mezi jednotlivymi fdzemi buné¢ného cyklu prostfednictvim aktivace CDK
(viz kapitola 3.2.1.3 CDC25 fosfatazy). CHK1/2 aktivované kinazy poskozenim DNA
fosforyluji CDC25A, ¢imz dochazi ke snizeni jeho hladiny prostfednictvim proteazomové
degradace proteinu. Touto cestou je umoznéna inhibice komplexu cyklin E/CDK?2, ktery
umoznuje vstup do S faze (Mailand a kol. 2000; Flack a kol. 2001)

Ob¢ zminéné signalni drahy (Obr. 4) se a lisi v rychlosti odpovédi a dobé¢ trvani.
Inhibice bunééného cyklu prostfednictvim degradace CDC25 nastava jiz po 30 minutach od

pusobeni genotoxického stresu. Zastaveni bunééného cyklu je ale pouze piechodné a po 4-8
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hodinach dochdzi ke zvySeni hladiny fosfatdzy na ptivodni hladinu (Flack a kol. 2001). Pro
signalni drahu aktivujici transkripéni faktor p53 je dulezitd transkripce a akumulace
syntetizovaného proteinu, proto vyzaduje delsi ¢as pro nastup v fadu nékolika hodin. Inhibice

bunécného cyklu je v tomto ptipadé dlouhodoba az trvala (Kastan, Bartek 2004).

3.2.2.4 Kontrolni mechanismus S faze

Béhem replikace v S fazi dochazi ke spontannimu vzniku chyb a 1ézi. S faze proto
vykazuje nejvyssi citlivost ke vzniku mutaci a ma nejvétsi vyznam z hlediska prevence
genetické nestability. Na rozdil od kontrolnich bodu v ostatnich fazich bunééného cyklu nelze
zde bunécny cyklus zastavit, ale pouze zpomalit. Pfi vzniku DNA poskozeni, dojde pouze
k lokalnimu zastaveni replikace na konkrétnim chromozému, zatimco na ostatnich
chromozomech replikace probiha (Bartek a kol. 2004).

Kontrolni bod v S-fazi je aktivovéan replika¢nim stresem, ktery inhibuje replikacni
vidlicku. Timto stresovym podnétem mize byt inhibice enzymil replikace, aberantni struktury
DNA nebo vycerpani deoxyribonukleotidd. (Bartek a kol. 2004). Pfi inhibici replikaéni
vidli¢ky vznikaji v DNA jednovlaknové zlomy, které aktivuji ATR kinazu. Signal je pfeveden
na CHK1/2 snaslednou fosforylaci a degradaci CDC25A. Degradace fosfatazy inhibuje
aktivitu komplexu cyklinu E/CDK2. Inicia¢ni faktor CDC45 a jeho vazba na prereplikaéni
komplex je nutnd pro zahajeni replikace. Tuto vazbu zprostfedkovava aktivita cyklinu
E/CDK2 a CDCT7. Proto inhibice komplexu cyklin E/CDK2 bréani aktivaci prereplika¢niho
komplexu (Obr. 4) (Costanzo a kol. 2003).

Geneticky dédi¢né choroby postihujici kontrolni mechanismus S faze zptsobuji radio-
rezistentni syntézu DNA, kdy butika neni schopnéd zpomalit syntézu DNA pii genotoxickém
zateni. Tyto charakteristiky vykazuji buniky derivované z pacientii postiZenych chorobou
ataxia telangiectasia (ATM) nebo Nijmegenbreakage syndrome (NBS), fenotypové se

projevujici zvySenym vyskytem nadorovych onemocnéni (Flack a kol. 2002).

3.2.2.5 Kontrolni mechanismus G2 faze

Kontrolni mechanismus G2 faze je prevenci vstupu do mitotického déleni v ptipadé,
ze nedoslo k uplné replikaci DNA nebo doSlo k jejimu poskozeni. Buinky, které maji tento
kontrolni bod defektni, mohou vstoupit do mitézy s poskozenou nebo netplné replikovanou
DNA, coz pak vede ve vétSiné piipadi ke smrti buniky, ke vzniku chromozomovych aberaci

nebo karcinogenezi. Hlavnim reguldtorem vstupu bunééného cyklu do mitézy je komplex
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cyklin B/CDKI1, jehoz inhibice ptedstavuje hlavni cil kontrolnich signalnich drah (L&brich,
Jeggo 2007).

Podobné¢ jako je v G1 fazi aktivovan komplex cyklin E/CDK2 defosforylaci CDC25A,
je i komplex cyklin B/CDKI1 aktivovan defosforylaci fosfatazou CDC25C. Inhibici CDC25C
fadime mezi cile kontrolnich mechanismii G2 faze (Ferguson a kol. 2005). Aktivované
Hupstream* kinazy CHK1/2 fosforylaci CDC25C v pozici Ser 216 zpusobuji stabilizaci vazby
mezi fosfatdzou a 14-3-3 vazebnym proteinem a tim inhibici aktivity CDC25C (Obr. 4) (Peng
a kol. 1997). Podobnym zptsobem dochazi k inhibici aktivity CDC25B, ktery je fosforylovan
Vv pozici Ser 309 prostiednictvim mitogenem aktivované proteinkinazy p38. K aktivaci této
protein kindzy dochézi pisobenim nejen genotoxického UV zéfeni, ale i dalSich stresovych
podnéth na buiiku (Bulavin a kol. 2001).

Dalsi signdlni draha podilejici se na G2/M kontrolnim bodu zahrnuje jiZ zminény
transkripéni faktor p53. Mezi jeho transkripéni cile patii také p21, ktery je univerzalnim
inhibitorem pro aktivitu CDK jak G1/S, tak pro cyklin B/[CDK1 v G2/M fazi. Dale také
indukuje transkripci GADD45 (DNA Damage-inducible 45), ktery specificky interaguje
s CDKI1, coz vede kdisociaci komplexu scyklinem B (Zhan a kol. 1999). Dalsim
transkripéné regulovanym inhibitorem CDK1 je 14-3-3c. Jedna se o protein patiici do
skupiny 14-3-3 proteint, které maji n€kolik izoforem podilejicich se na transdukci signalu a
fizeni bunééného cyklu. 14-3-3c ovliviiuje subcelularni lokalizaci CDK1. Svou vazbu na

CDK1 brani jeho akumulaci v jadie a tim 1 jeho biologické aktivité (Laronga a kol. 2000).
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Obr. 4: Kontrolni signalni drahy bunééného cyklu. Kontrolni mechanismy v jednotlivych fazich
bunééného cyklu se 1isi. Spolecnou ¢asti je aktivace ATR/ATM a CHK1/CHK2. V Gl fazi dochazi
k aktivaci p53 a expresi CDK inhibitoru p21. Druha signalni drdha je spole¢na pro S fazi, kde je
aktivovana pfi replikaénim stresu. Dochazi k degradaci CDC25A a inhibici CDK2. Kontrolni
mechanismy G2 faze vedou taktéz k aktivaci p53 a inhibici CDC25C. V tomto ptipadé nedochazi
k degradaci fosfatazy, ale asociaci s 14-3-3 proteinem, ktery inhibuje aktivitu CDC25C

3.3 Bunécny cyklus mySich embryonalnich kmenovych bunék.

Embryonalni kmenové bunky jsou charakteristické pluripotenci a vysokou rychlosti
proliferace. Jednim z faktord je odliSna struktura bunééného cyklu. Somatické buiky travi
prevaznou Cast cyklu v G1 fazi. EKB se nachazi povétsinu ¢asu v S fazi protoze G faze jsou
zkraceny. Burnka tedy kratce po dokonceni mitdzy piechazi k replikaci DNA a opétovnému
vstupu do mitoézy. Na trovni regulacnich mechanismu je rozdilna struktura bunééného cyklu
dana ptevazné odlisnou regulaci ¢asové limitujici G1/S a G2/M faze (Stead a kol. 2002).
vysoka aktivita CDK, kterd je spojena s ektopickou expresi cyklini. Cykliny A a E jsou
exprimovany ve velkém mnozstvi po cely bunécny cyklus (Stead a kol. 2002). Cyklin
D/CDK4 naopak u EKB nevykazuje zadnou aktivitu. Hladina cyklinu D je velice nizka a
protein je lokalizovan v cytoplazmé a nedochazi k transportu do jadra (Savatier a kol. 1995).
Pouze aktivita cyklinu B/CDKI1 osciluje stejné, jako je tomu u somatickych bunék (Stead a
kol. 2002).
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PRB Vv hypofosforylované form¢ je u EKB téméf nedetekovatelny. Po cely bunéény
cyklus se nachazi v hyperfosforylovaném inaktivnim stavu (Savatier a kol. 1994). Inaktivni
stav pRB je udrzovan konstantni aktivitou cyklinu E/CDK2 a cyklinu A/CDK2. Césteéna
inaktivace pRB, kterou provadi cyklin D/CDKA4, je v tomto pfipadé kompenzovana aktivitou
cyklinu E/CDK?2, ktery jedna nezavisle na aktivit¢ CDK4 (Stead a kol. 2002).

Negativni regulatory cyklinu E/CDK2 signalni drahy pRB, p21, LATS2 jsou
posttranslaéné regulovany prostiednictvim microRNA. Tyto nekddujici RNA se vazou na
mRNA daného proteinu a inhibuji jeho translaci. U EKB maji velky podil na urychleni vstupu
do S faze, zkraceni G1 faze a urychleni proliferace (Wang a kol. 2008).

3.3.1 Pluripotence a kontrola bunééného cyklu mySich EKB

Schopnost sebeobnovy pluripotentnich bunék a jeji udrzovani je uzce spjato s regulaci
bunééného cyklu a jeho odlisSnou strukturou (Abdelalim 2013). Sebeobnova je zavisla na
vngjsich signalech z prostiedi jako je LIF (leukemicky inhibi¢ni faktor), signalni draha WNT
a BMF2 (bone morphogenetic protein 2). Tento vngjsi signal pak reguluje aktivitu signalnich
molekul a transkripcnich faktorti, které udrzuji schopnost sebeobnovy. Pro pluripotentni
buiky je charakteristickd pfitomnost transkripénich faktori OCT4, NANOG a SOX2
udrzujicich nediferencovany stav kmenové bunky (Chambers, Smith 2004).

LIF se fadi mezi cytokininy. Vaze se na receptorovy komplex LIF receptor a (LIFR a)
a gp130, se kterymi vytvari heterotrimer (Zhang a kol. 1997). Dimerizace receptoru (LIFR a
gp130) vede k aktivaci JAK asociované tyrosin kinazy s naslednou fosforylaci tyrosinovych
residui na gp130, které interaguji s SHP-2 doménami dalSich proteinti. V ptipadé sebeobnovy
EKB je timto proteinem transkripéni faktor STAT. Aktivaci této skupiny transkripcnich
faktori dochazi k dimerizaci a translokaci do jadra, kde aktivuji cilové geny (Niwa a kol.
1998). Lidské EKB maji jini mechanismus udrzeni pluripotence, protoze LIF aktivuje signalni
drahu STAT, nicméné piesto dochazi kdiferenciaci. Lidské EKB se udrzuji
Vv nediferencovaném stavu kultivaci na vrstvé embryonalnich fibroblasti, které vylucuji latky
pro udrZeni pluripotence (Dahéron a kol. 2004).

Funkci BMF2 zprostiedkovava heterotetramerni serin/threonin kindzovy receptor,
ktery aktivuje transkripéni faktor SAMADL, -5 nebo -8. Transkripéni faktory pak tvofi
komplex s mediatorem SMAD4 a jsou translokovany do jadra, kde tidi transkripéni aktivaci
cilovych genti (Nakashima a kol. 2001). Inhibice diferenciace je prostfednictvim LIF jen

parcidlni a buniky podléhaji neurondlni diferenciaci. Na Uplné supresi diferenciace se podili
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LIF a BMF2 zaroven. Aktivita BMF2 zajistuje aktivaci Id gent (Inhibitor of differentation)
(Ying a kol. 2003).

Mezi vnéjsi signaly podilejici se na sebeobnové je signalni draha WNT. Mimoto hraje
signalni draha dal$i ulohy, ptikladem je urCeni anteroposteriorni osy téla béhem vyvoje
embrya. WNT se vaze na receptorovy komplex a inaktivuje tak degradaci -cateninu, ktery se
nachazi v degrada¢nim komplexu s APC, Axinem a GSK3 (glykogen syntaza kinaza 3).
Aktivni B-catenin eliminuje represivni funkci TCF3 (T-cell factor 3) proteinu, a reguluje tak
aktivaci cilovych genii (Sokol 2011). Aktivita B-cateninu neni pro udrzeni pluripotence
esencidlni. Funkce této drahy mohou byt zastoupeny aktivaci LIF (Wray a kol. 2011).

Transkripéni faktory, které vytvari zakladni slozku regulace pluripotence, jsou SOX2,
NANOG a OCT4. Jejich cilem je aktivace ,,downstream* transkripénich faktora jako KLF4,
MYC, E2F1, ZFX a dals$i. Tyto tii transkripéni faktory jsou aktivovany vnéjSimi signalnimi
drahami prosttednictvim SMAD a STAT transkrip¢nich faktorti (Chen a kol. 2008).

Pluripotentni EKB, derivované z vnitini masy blastocysty, mohou byt v kultiva¢nich
podminkach, in vitro, udrzovdny v nediferencovaném stavu bud'to kultivaci na vrstvé
inaktivovanych mysich embryondlnich fibroblastli, nebo v pfitomnosti LIF. UdrZeni
pluripotence v médiu s LIF je mozné pouze u mySich EKB, nikoliv u lidskych. Pokud nejsou
tyto kultivaéni podminky dodrzeny, dochazi ke spontanni diferenciaci bunck a také
K udalostem podobnym ranym stadiim embryogeneze. V suspenzni kultufe za takovych
podminek vznikaji sférické agregaty EKB nazyvané embryoidni téliska. Pozdé&ji, spolu se
zvySujicim se pocétem bunék, jsou formovany zarodeéné vrstvy ektoderm, mezoderm
a endoderm, ze kterych se vyviji celd fada bunécnych typt jako napiiklad kardiomyocyty,
hematopoetické buiiky, neurony nebo pankreatické buniky (Dang a kol. 2001, Vaghefi a kol.
2009).

3.3.2 Kontrolni mechanismy bunééného cyklu mysich EKB

Pro somatické buiky je typickd vysoka frekvence ndhodnych mutaci. Ztratou
heterozygotnosti pak dochazi ke vzniku nefunkéniho genu nebo jeho produktu. NejCasté)si
pfi¢inou ztraty heterozygotnosti je mitoticka rekombinace. V pritbéhu Zivota organismu se
tyto mutace v téle hromadi a vétSinou pak vedou ke vzniku riznych onemocnéni (rakovina,
neurodegenerativni choroby a dalsi) nebo az ke smrti. Embryonalni kmenové bunky davaji
vznik celému organismu véetné pohlavnich bunék. Proto by takové mnozstvi mutaci, jaké se

vyskytuje u somatickych bun€k, bylo netnosné. Mutace by se ptrenaSely jak do dalSich

27



bunéénych linii organismu, tak do dalSich generaci. Z tohoto divodu maji embryonalni
kmenové bunky vyvinuty odliSené mechanismy kontroly bunécného cyklu. Frekvence mutaci
dosahuje az stonasobné nizsich hodnot nez u diferencovanych bunék (Hong a kol. 2007).

Jednim z téchto mechanismi, které souvisi s kontrolnimi mechanismy bunécéného
cyklu, je selekce embryondlnich kmenovych bunck postizenych genotoxickym stresem.
S timto souvisi disfunkce G1/S kontrolniho bodu u téchto bunék. G1/S kontrolni bod slouzi u
somatickych buné¢k pii genotoxickém stresu k zastaveni bunécného cyklu, a tim ziskéni ¢asu
k opravé DNA. Timto mechanismem jsou pak buniky chranény pied pfipadnou apoptdézou. U
kmenovych bunék je tak zajisténa selekce poskozenych bun¢k z populace (Hong, Stambrook
2004).

Dveé signalni drahy, které se podileji na zastaveni bunécného cyklu v pozdni G1 nejsou
pln€ funkéni jako u somatickych bunck. Signalni drdha degradujici CDC25A je pierusena
diky odlisné lokalizaci CHK2, ktery je lokalizovan na centrozomech a neni tak schopen
fosforylovat své substraty - tedy fosfatazu CDC25A (Hong, Stambrook 2004). K degradaci
CDC25A piesto dochazi a to prostiednictvim GSK3-B. Ke snizeni aktivity CDK2 ale
nedochézi (Koledova a kol. 2010). Protein p53 je aktivovan fosforylaci ATM, avSak omezena
translokace p53 do jadra brani indukci exprese inhibitoru p21 (Hong, Stambrook 2004).
Jadernému transportu p53 do jadra brani acetylace prostfednictvim acetylazy SIRT1, ktera se
u embryonalnich kmenovych bunék exprimuje ve velkém mnozstvi. p53 neni schopen
vykonavat transkripéni aktivitu, ale je schopen aktivovat apoptéozu mitochondridlni cestou
(Han a kol. 2008). S p53 souvisi také dalsi mechanismus obrany vii¢i genotoxickému stresu a
vzniku mutaci. Pii poskozeni DNA dochazi k fosforylaci p53 na pozici Ser 315 a tato
modifikovana forma se vaze na promotor genu Nanog a suprimuje jeho expresi. Nanog je gen
dulezity pro udrZeni pluripotence kmenové buriky a jeho supresi dochazi k diferenciaci (Lin a
kol. 2005).

3.4 Vliv chelatace iontii Zeleza na bunéény cyklus

Zeleznaté i Zelezité ionty jsou kofaktorem nékterych enzymi a udastni se tak regulace
mnoha centralnich bunéénych procest. Hladina téchto ionti musi byt v bufikach pfisné
regulovana a udrzovana v Gzkém rozmezi. Jak nizk4, tak i vysoka hladina ma neptiznivy vliv
na zivy organismus. Piebytek iontli Zeleza vede k produkci volnych radikald, které poskozuji
proteiny, lipidy a DNA. Piebytek je také spojen s neurodegenerativnimi chorobami jako

NBIA (neurodegeneration with brain iron accumulation), Friedreichova ataxia, Parkinsonova
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a Alzheimerova choroba. Lidé s hemochomatosou (piebytek uloZzeného zeleza) maji sklon ke
vzniku cirhézy, kardiomyopatie a diabetes mellitus. Naopak deficience zeleza brani

proliferaci bunék, a je pfi¢innou anemii (Anderson a kol. 2012).

3.4.1 Metabolismus Zeleza

Regulace hladiny iontli Zeleza probihd na nékolika urovnich. Hladina ionti Zeleza je
fizena mnoZzstvim iontd pfijmutych zpotravy a mnozstvim iontd uvolnénych
Z intracelularnich zasob ulozenych ve formé feritinu. lonty Zeleza piijmuté v potravé jsou
vstiebavany V tenkém stievé. Prvnim krokem k této absorpci je redukce iontd Fe3* na Fe?*
prostfednictvim DCYTb (duodenal cytochrome b). V této redukované formé& je Fe?*
transportovano DMT1 (divalent metal transporter 1) pies apikdlni membranu enterocytu do
buiiky. Druhym méné zndmym transportérem je pak HO-1 (haem oxygenase 1). Zelezo, které
neni vyuzito samotnym enterocytem, je transportovano dal do krevniho fecisté transportérem
feroportinem. Eflux Fe?* je spojen s opétovnou oxidaci na Fe*'. Transport oxidované formy
Zeleza v krevnim fecisti do tkani je zajistén transferinem (Wang, Pantopoulos 2011)

Transferin s navazanym Fe®* se vaze na transferinovy receptor v cilovych tkéanich.
Cely komplex je pak endocytdzou importovan do buniky (Ohgami a kol. 2005). V plazmé se
nachazi také volné anorganické zelezo v podobé Fe?* a Fe3* v podstatné mensi koncentraci,
nez vazané na transferin. | pro tuto formu Zeleza je buiika schopna transportovat pies
membranu do cytoplasmy. Tento mechanismus ziskavani Zeleza vyuZivaji bunky tkanovych
kultur. Pro Zeleznaty iont je vyuzito DMTI stejné jako u enterocytu. Zelezity iont je
transportovan prostiednictvim Pa-integrinu a mobiliferinu, ktery mimo Zelezo transportuje
také zinek a méd’ (Conrad a kol. 2000).

Piebytek iontd Zeleza, které nejsou bunikou vyuzity, mize byt zdrojem vzniku volnych
radikali, které poSkozuji bunééné struktury. Piebyte¢né ionty Zeleza jsou transportovany ven
z buniky feroportinem, nebo je ulozeno v cytoplazmé navazané na protein feritin v rozpustné
a kdykoliv pro buniku dostupné formé. Feritin se sklada z 24 podjednotek. U vyssich eukaryot
jsou dva geny pro feritin, jejichz produkty se oznacuji jako tézky a lehky. Kombinaci téchto
dvou podjednotek vnikaji rizné izoformy feritinu, které jsou tkanove specifické. Vazebna
kapacita jedné molekuly feritinu je az 4000 atomt Zeleza. Uvolnovani iontii zeleza probiha
degradaci feritinu (Arosio a kol. 2009).

Vyse zminéné proteiny metabolismu Zeleza jsou na transla¢ni Grovni regulovany IRP1

a IRP2 proteiny (iron regulatory protein). Jsou to cytosolické proteiny, které se vazi na IRE
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(iro-responsive element) 5" nebo 3’ konec regionu cilové mRNA, ktery neni ptekladan.
Témito proteiny jsou transferin receptor (TfR 1), DMTL, podjednotky feritinu a feroportin.
Mimoto reguluji translaci mnoha dalSich proteinti jako hypoxia-inducible transkripcni
faktor 20, amyloidni beta prekurzor protein, ktery souvisi s Alzheimerovou chorobou a
mnoho dalSich. To znamend, Zze IRP maji mimo udrZeni homeostdze Zeleza i dalsi funkce.
Vazbou na mRNA dochazi k jeji stabilizaci nebo naopak potlaceni exprese daného genu.
V piipadé, ze je zeleza nedostatek, se IRP vazi na 5’ IRE feritinu a feroportinu, ¢imz potlacuji
translaci mRNA a vazbou na 3’ IRE TfR 1 stabilizuje mRNA. Tim bunika podporuje import
zeleza a naopak potlacuje export. Inhibice exprese feritinu zajiStuje pfitomnost volného
zeleza, které miize buitkka ihned vyuzit. Pokud je Zeleza dostate¢né mnozstvi, dochazi
k opa¢nému jevu. IRP afinitu k IRE nevykazuji. Dochazi ke zvysSeni syntézy feroportinu a

transferinu a k degradaci mRNA TfR 1. (Anderson a kol. 2012).

3.4.2 Vliv chelatace Zeleza na bunécny cyklus

Zelezo je dulezité pro funkci mnoha bunéenych procest. Ulastni se respirace,
biosyntézy makromolekul, syntézy DNA, ristu a proliferace. Deficit Zeleza ma vyznamny
vliv na regulaci bunécného cyklu a vysledkem je vétSinou zastaveni cyklu v G1 fazi. Rychle
proliferujici nadorové a kmenové burky, vyzaduji vétsi ptijem zeleza nez normalni somatické
buiiky. Z tohoto diivodu jsou vice citlivé na jeho deficit. Antiprolifera¢ni ucinky chelatacnich
¢inidel umoziuji jejich potenciondlni vyuziti v terapii nddorovych onemocnéni (Heath a kol.
2013). Nedostatek zeleza aktivuje expresi IRP2 coz vede ke zvyseni exprese transferinového
receptoru a zvySeni importu Zeleza (Wu a kol. 1999).

Nize jsou popsany molekuly ucastnici se regulace bunééného cyklu, které jsou
ovlivnény chelataci Zeleza.

Ribonukleotid reduktaza (RNR) je enzym Kkatalyzujici reakci premény
ribonukleotidu na deoxyribonukleotid. Jednd se o limitujici krok v dostupnosti
deoxyribonukleotidii Vv procesu syntézy DNA. Aktivita RNR je regulovdna na urovni
transkripéni, posttranslacni a také jeji lokalizaci (Sanvisens a kol. 2011). RNR se sklada ze
dvou podjednotek, velké R1 a malé R2. R1 obsahuje katalytické misto, na R2 podjednotku
jsou vazany dva zelezité ionty slouzici ke stabilizaci tyrosilového radikalu, ktery je nezbytny
pro katalytickou funkci (Perlstein a kol. 2005). Chelatory Zeleza mohou chelatovat ionty
zeleza pfimo z enzymu a zniCit tak tyrosilovy radikdl a inhibovat funkci enzymu, nebo

vycerpat volné Zelezo a branit tak syntéze nové R2 podjednotky enzymu. Chelatace zeleza
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vede v takovém pfipad¢ k inhibici aktivity enzymu, zastaveni syntézy DNA a celého
bunééného cyklu (Nyholm a kol. 1993).

Cykliny. Z fad cyklini ma chelatace zeleza nejvétsi vliv na cyklin D. Jeho hladina je
ovlivnéna proteinovou proteazomalni degradaci. Hladina mRNA zGstava nezménéna
(Nurtjahaja-Tjendraputra a kol 2007). Snizena exprese cyklinu D vede K inhibici buné¢ného
cyklu v G1/S diky aktivnimu Rb v hypofosforlylovaném stavu (Gao, Richardson 2001).

p53 slouzi jako metabolicky senzor. Jestlize je pferuSena produkce nukleotidl vlivem
chelatace zeleza a inhibice RNR, dochézi v disledku nukleotidové deficience k chybam pii
replikaci, tim k aktivaci kontrolnich signdlnich drah (viz kapitola 3.2.2.4 Kontrolni
mechanismus S faze) a tim ke zvyseni hladiny a indukci p53 s vyslednou inhibici buné¢ného
cyklu (Liang, Richardson 2003). p53 se také podili na homeostazi zeleza. Aktivni p53
inaktivuje IRP, a tim zvySuje hladinu feritinu a snizuje expresi transferin receptor. Snizenim
hladiny dostupného zeleza pak pfispiva k zastaveni bunééného cyklu (Zhang a kol. 2008).

p21 je inhibitorem cyklin/CDK komplexu. Mimo tuto funkci ma také funkci
antiapoptickou a podporuje pteziti v piipadé poskozeni DNA. U nékterych typil rakovin je
hladina p21 zvySena, jeho antiapopticka aktivita mize zvySovat odolnost nadorovych bunék
vuci chemoterapii (Weiss 2003). Chelatory zeleza zptsobuji zvySeni hladiny mRNA p21,
nicmén¢ hladina p21 zistdva stejnd nebo se dokonce snizuje. Dochazi k tomu dvéma
posttranskripénimi mechanismy regulace. V prvnim ptipadé je branéno translokaci mRNA
zjadra ktranslaénim mechanismim v cytoplazmé. V druhém dochazi k proteazomové
degradaci proteinu ubikvitin nezavislou cestou. Timto mechanismem chelatace Zeleza
podporuje antiprolifera¢ni aktivitu a apoptozu (Fu, Richardson 2007).

p27 je dalsim inhibitorem cyklinu D/CDK4 a cyklinu E/CDK2. Ve vysokych
hladinadch se nachazi ptedev§im u bunck v klidové fazi a stimulace ristovymi faktory
vyvolava pokles jeho hladiny. Chelatace Zeleza vyvolava indukci exprese p27 skrze TGF-B1.
Tyto udalosti pak vedou k zastaveni v G1/S fazi (Yoon a kol. 2002).

HIF-1 je transkripéni faktor, ktery je aktivovan v hypoxickych podminkach. Je to
heterodimer slozeny z HIF-1a a HIF-1PB. HIF-1B je kontinudlné exprimovan a HIF-la je
degradovan v pfitomnosti kysliku. Degradaci zprostiedkovava proteinovy komplex s funkci
E3 ubikvitin ligazy. Komplex osahuje von Hippel-Lindau tumor supresor (VHL), ktery se
vaze piimo na HIF-la. Tuto vazbu umoziuje hydroxylace HIF-lo enzymem prolyl-
hydroxyldzou, kterd obsahuje Fe?* kofaktor a slouzi jako senzor dostupnosti kysliku.
V hypoxickych podminkdch dochazi ke stabilizaci HIF-1a, dimerizaci s HIF-1PB v jadie a

aktivaci cilovych gent (Callapian a kol. 2005). HIF-1 reguluje aktivaci exprese proteind, které
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umoznuji adaptaci na hypoxické podminky, a také svou aktivitou ovliviiuje proliferaci a
apoptézu (Talks a kol. 2000). VHL/HIF signalni draha se podili také na homeostazi zeleza.
Responzivni element HIF-1 se nachazi také u genu pro transferin receptor a aktivovany HIF-1
indukuje jeho expresi. Deprivace zeleza pak vede k inhibici funkce enzymu VHL a stabilizaci
HIF-1a (Bianchi a kol. 1999). Vysoka aktivita HIF-1 je typickd pro nékteré typy agresivnich
nadort. HIF-1 aktivuje expresi vaskularniho endotelidlniho ristového faktoru, ktery
podporuje angiogenezi. Ta zvySuje invazivitu a rust nadoru (Le, Richardson 2004a). Dale
aktivni HIF-1 vede ke stabilizaci a akumulaci p53 v jadie (An a kol. 1998).

GADDA45 (Growth Arrest and DNA Damage) je rodina proteinii zahrnujicich
GADD34, GADD45a, GADD45p, GADD45y a GADD153. Exprese téchto genil se zvySuje
pfi vystaveni bunky stresovému stimulu. Tim mutze byt napt. nedostatek Zivin, expozice
genotoxickym latkam nebo hypoxie. Proto je velmi pravdépodobné, Ze se na aktivaci podili
HIF-1. GADD45a, GADDA458 a GADD45y se podili na G2/M kontrolnim bodu. GADD45a
je aktivovan zavisle na p53 a inhibuje CDK1, ale interaguje s dal§imi proteiny bunétného
cyklu jako p21 nebo p38 (MAPK). GADD34 a GADD153 se pravdépodobné podili na
aktivaci apoptozy. Deprivace Zeleza vyrazné zvySuje expresi Clenl této skupiny proteint,
¢imz je podpoten antiproliferacni u€inek a apoptoza chelatacnich ¢inidel zeleza (Saletta a kol.
2011).

p38 a ERK se fadi mezi mitogenem aktivované kindzy fidici bunécné déleni,
diferenciaci a bunéénou smrt. Jednotlivé kindzy této skupiny jsou aktivovany jinymi
extracelularnimi stimuly a odli$na je 1 kone¢na odpovéd’.

ERK jsou soucasti signalnich drah, které jsou aktivovany onkogenem RAS kinazou.
Mezi vnéjsi stimuly této signalni drahy patii rastové faktory, cytokininy, virové infekce,
transformacni agens a karcinogeny. Z funkci, co se tyce regulace bunécného cyklu, tidi vstup
do bunééného cyklu (exprese cyklinu D), reguluje G1/S a G2/M. Obecné podporuje
proliferaci bunék. OvSem prodlouzena aktivace ERK muZze naopak vést K apoptoze
(Chambard a kol. 2007).

p38 negativné reguluje bunéény cyklus. Brani proliferaci a tumorogenezi. Signalni
draha p38 je aktivovana napfiklad mikroorganismy, zéanétlivymi cytokininy a dal§imi
stresovymi  podnéty. Signdlni drdha reguluje onkogenem aktivovanou senescenci
(prodlouzena aktivace ERK), replikacni senescenci, kontaktni inhibici, odpovéd’ na poskozeni
DNA nebo apoptdzu (Han, Sun 2007).

Chelatace zeleza vede k fosforylaci p38 a ERK, které dale aktivuji apoptické signalni
drahy vedouci ke smrti buiiky (Lee a kol. 2006).
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3.5 Cinidla chelatujici ionty Zeleza

Chelatacni Cinidla se v dne$ni dob¢ pouzivaji pti 1é¢bé nadbytku zeleza nebo také
V terapii riznych druhi nddorovych onemocnéni. Proti proliferaci ptsobi cheldtory dvéma
mechanismy. Prvnim je chelatace Zeleza, kterd interferuje s nékterymi bunécnymi procesy
jako je respirace, metabolismus nebo replikace DNA (Heath a kol. 2013). Druhym
mechanismem je produkce volnych radikali. Tento mechanismus se vSak vyskytuje jen u
chelatort, které jsou schopné vézat ionty Fe?* i Fe®". Afinita pro vazbu jedné z forem Zeleza
(ptipadné obou) je déna poctem koordinacnich vazeb. Schopnosti vazat ob¢ formy Zeleza
vznika redoxni cyklus. Napfiiklad Zelezo v komplexu muize byt enzymaticky redukovano. Tato
forma zeleza reaguje s peroxidem vodiku za vniku oxidované formy zeleza a hydroxylového
radikalu, ktery poskozuje bunécné komponenty véetné DNA. Proces je nazyvan Fentonova
reakce (Hider 2002). Vyznamnou vlastnosti ovliviiujici antiprolifera¢ni vlastnosti chelatort je
lipofilita. Lipofilni slouc¢eniny snadno prochazi plazmatickou membranou a jsou schopné
chelatovat intracelularni Zelezo. Né&které chelatory jsou pak schopné piimo interagovat
s enzymy obsahujicimi kofaktor zeleza (Hodges a kol 2004).
toxicita a zpiisob podani. Idedlni slouc¢enina by méla mit velkou ucinnost, nizkou toxicitu

s minimem vedlejSich uc€inkli a moznost oralniho podani (Kalinowski, Richardson 2005).

3.5.1 Desferioxamin mesylat

Desferioxamin mesylat (DFO) byl izolovan z bakterie Streptomyces pilosus. Afinitu
ma pro Zelezo ve formé Fe** nikoliv Fe?*, proto neni schopné tvoii ROS. DFO je velka
hydrofilni molekula, kterd neumoZnuje pasivni difuzi skrze plazmatickou membranu. Do
bunky se dostava endocytozou. Jelikoz je jeho absorpce v gastrointestinalnim traktu omezena,
je nutné jej podavat intravendznég, a to v mnohahodinovych infuzich, jelikoz jeho polocas
rozpadu v plazmé je pouhych 12 minut (Aouad a kol. 2002, Doulias a kol. 2003). Cytotoxicky
efekt je zprostiedkovavan chelataci extracelularniho, endozomalniho a lyzozomalniho Zeleza,
ktery vede ke spotfebovani vnitrobunéénych zasob zeleza z feritinu (Obr. 5) (Doulias a kol.
2003).
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Obr. 5: Chemicka struktura chelataéniho ¢inidla desferioxamin mesylatu. A) struktura
chelata¢niho &inidla. B) struktura desferioxaminu v komplexu s Fe¥*(Kalinowski, Richardson
2005).

3.5.2 Deferasirox

Deferasirox (DFX) je synteticky vyvinuté chelata¢ni ¢inidlo. Ucastni se redoxniho
cyklu a je schopné vytvaiet ROS (Pullarkat a kol 2012). Je lipofilni, coZ znamena, Ze prochazi
pres plazmatickou membranu prostou difuzi. Jeho snadné vstfebavani v gastrointestinalni
soustavé umoznuje oralni podani. Plazmaticky polocas je 8-16 hodin (Obr. 6) (Choudhry,
Naithani 2007).

OH

}\ OH
k O
N
OoH
Obr. 6: Chemicka struktura chelata¢niho ¢inidla deferasiroxu. (Hajjizadeh a kol. 2008)

3.5.3 Deferipron

Deferipron (DFP) je ordlné podavané chelatacni ¢inidlo. Za fyziologickych podminek
véze komplex Fe3* v poméru 3:1. Pfi nizké koncentraci DFP (< 1 pM) miize vznikat i pomér
2:1. V takovém piipad€ neni komplex plné koordinovan a miiZe probihat redoxni cyklus a
vznik ROS (Devanur a kol. 2007). DFP je mal4 lipofilni molekula, kterd snadno prochazi
plazmatickou membranou (Obr. 7) (Galanello 2007).
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Obr. 7: Chemicka struktura chelata¢niho ¢inidla deferipronu (Kalinowski, Richardson
2005)
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Material

Ptistrojové vybaveni a software

Termoblok Bio TDB-100 (Biosan, USA)

Vortex Bio V1 (Biosan, USA)

Centrifuga Hettich Mikro 200R (Hettich, Némecko)

Centrifuga Jouan BR4i (Thermo Fisher Scientific, USA)

Zdroj elektrického napéti Standard Power Pack P25 (Biometra, Némecko)
Spektrofotometr Infinite 200 Nanoquant (Tecan, Svycarsko)

Spektrofotometr GENios Plus (Tecan, Svycarsko)

Laboratorni tiepacka Stone Shaker (IKA-Werke GmbH & Co. KG, Némecko)
Invertovany mikroskop LX71 (Olympus, Japonsko)

Centrifuga ALC PK110 (ALC, Velka Britanie)

Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad, USA)

Mini-PROTEAN Il Electrophoresis Cell (Bio-Rad, USA)

MSC-Advantage™ Class Il Biological Safety Cabinets (Thermo Scientific,
USA)

Thermo Forma Direct Heat CO2 Incubator Model 310 (Thermo Scientific,
USA)

MCO-18AC CO2 Incubator (Sanyo, Velka Britanie)

GraphPad Prism 5 (GraphPad, USA)

Pratokovy cytometr FC500 (Beckman Coulter, USA)

Software CXP analysis

Biologicky material

V6.5 bunééna linie mysich embryonalnich kmenovych bun¢k
HMI1 bunécna linie mySich embryonalnich kmenovych bunék

STO bunécna linie mySich embryonalnich fibroblasti

Kultivaéni roztoky

Dulbecco's Modified Eagle Medium GlutaM AX™ (Life Technologies, USA)
Medium kondiciované mysimi embryonalnimi fibroblasty s obsahem LIF
FBS (PAA, Rakousko)

L-Glutamin (Life Technologies, USA)
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Pyruvat sodny (Life Technologies, USA)
-merkaptoetanol (Sigma Aldrich, USA)
Pen Strep (Life Technologies, USA)

Neesencialni aminokyseliny (Life Technologies, USA)

Protilatky

CDC25A Antibody (F-6) (Santa Cruz, USA)
Phospho-Rb (Ser807/811) Antibody (Cell Signaling, USA)
Rb Antibody (M-15) # L1906 (Santa Cruz, USA)
Phospho-p53 (Ser15) Antibody (Cell Signaling, USA)
p53 (1C12) Mouse mAD (Cell Signaling, USA)
Monoclonal Anti-Chk2 antibody (Sigma Aldrich, USA)
p-Chk1 (Ser 345) (Santa Cruz, USA)

Chk1 Antibody (Cell Signaling, USA)

Anti- a-Actin antibody (Sigma Aldrich, USA)
Anti-Mouse Immunoglobulins/HRP (Dako, Dasnko)
Anti-Rabbit Immunoglobulins/HRP (Dako, Déasnko)
Rabbit anti-goat IgG-HRP (Santa Cruz, USA)

Anti-Bromodeoxyuridine-Fluorescein (Roche, Svycarsko)

Enzymy

Trypsin (Life Technologies, USA)
RNase A (Qiagen, EU)

Chelatacéni ¢inidla

Deferasorox (Farmak CR)

Deferipron (ApoPharma, Kanada)

Chemikalie

Na2EDTA (Serva, Némecko)

KH2PQO4 (Sigma Aldrich, USA)

NaCl (LachNer, CR)

NazHPO4 X 2H20 (Duchefa, Nizozemi)
KCI (LachNer, CR)

HCI (Penta, CR)

Tris (Promega, USA)

37



SDS (Serva, Némecko)

APS (Serva, Némecko)

Tween 20 (Sigma Aldrich, USA)

HEPES (Serva, Némecko)

Bradford reagnet (Amresco, USA)
ACRYL/BIS™ 37.5:1, 40% SOLUTION (Amresco, USA)
Glycerol (LachNer, CR)

EGTA (Amresco, USA)

Glycin (Duchefa, Nizozemi)

DTT (Sigma Aldrich, USA)

Bromfenolova modi (Sigma Aldrich, USA)
Ponceau (Sigma Aldrich, USA)

Trichlorotova kyselina (Penta, CR)
5-sulfosalicylova kyselina (Sigma Aldrich, USA)
Propidium jodid (Sigma Aldrich, USA)
Bromdeoxyuridin (Sigma Aldrich, USA)
Dihydrat citratu sodného (Sigma Aldrich, USA)
Super Signal West Dura Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific,
USA)

Super Signal West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific,
USA)"

Developer/Replenisher (AGFA, Belgie)

Manual Fixing Bath (AGFA, Belgie)

Etanol (Fagron, CR)

Metanol (Fagron, CR)

TEMED (Sigma Aldrich, USA)

MTT (Life Technologies, USA)

Leupeptin hemisulfat (Sigma Aldrich, USA)
Aprotinin (Sigma Aldrich, USA)

NaF (Sigma Aldrich, USA)

B-glycerolfosfat (Sigma Aldrich, USA)

PMSF (Sigma Aldrich, USA)

DMSO (Sigma Aldrich, USA)

Triton-X-100 (
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Zelatina (Sigma Aldrich, USA)
Susené mléko (Olma, CR)

Laboratorni roztoky a pufry

10x PBS — 1,37 M NaCl; 27 mM KCI; 82 mM Na;HPO4 x 2H>0; 18 mM
KH2POg4 (iprava pH na7,4)

1,5 M TRIS (pH8,8) — 0,108 g/ml TRIS (tprava pH)

1 M TRIS (pH 6,8) — 0,128 g/ml TRIS (aprava pH)

IP buffer — 50 mM HEPES (pH 7,5); 150 mM HCI; 1 mM NaEDTA; 2,5 mM
EGTA,; 10% glycerol; 0,1% tween

10x SDS running buffer — 250 mM TRIS; 1,9 M glycin; 1% (w/v) SDS
Semi-dry transfer buffer — 50 mMTRIS; 40 mM glycin; 0,037% (w/v); 20%
metanol

2x Laemmli dye — 1 mM TRIS; 4% SDS; 20% glycerol; 200 mM DTT; 0,2%
bromfenolova modf

10x Ponceau — 2% (w/v) ponceau; 30% trichloroctova kys.; 30%
sulfosalicylova kys.

0,1% roztok zelatiny

Pro ptipravu roztokl a pufri byla pouzita destilovana voda

4.2 Metody

4.2.1 Kultivace bunék

4.2.1.1 MySi embryonalni kmenové buiky

Linie MEK V6.5 a HMI1 byly kultivovany na plastovych kultiva¢nich miskach
potazenych 0,5% zelatinou v médiu DMEM GlutaMAX™ (Gibco). Do média byly pfidany

dalsi slozky o koncentraci uvedené v zavorce: FBS (15%), penicilin (100 unit/ml),

streptomycin (100 pg/ul), pyruvat sodny (1 mM), neesencialni aminokyseliny (0.1 mM),

L-glutamin (4 mM), LIF, B-merkaptoetanol (0.1 uM). Kultivace v inkubatoru probihala pfi

37°C a 10% CO.. Bunky byly pasazovany kazdy druhy den, kazdy den bylo vyménovano

médium za Cerstvé.

4.2.1.1.1 Pasazovani

e Me¢édium bylo odsato a miska 2x oplachnuta PBS (odstranéni mrtvych bungk).
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e Bunky byly z misky uvolnény nanesenim rovnomérné vrstvy trypsinu, ktery se nechal
pusobit jednu minutu pii 37°C.

e Trypsin byl neutralizovan pfidanim 5 ml média, buiky byly resuspendovany a
centrifugovany pii 1 200 rpm.

e Médium s trypsinem bylo odstranéno a bunky byly resuspendovany v Cerstvém

mediu. Potfebné mnozstvi bun¢k bylo pieneseno na novou kultiva¢ni misku.

4.2.1.1.2 Zamrazovani bun¢k
e Stejny postup jako pifi pasazovani, az po centrifugaci a odsati média s trypsinem.
e Bunky byly resuspendovany v 1 ml kompletniho média s 10 % DMSO a ihned
zamrazeny pii -80°C (zmrazovaci médium je pro bunky toxické, proto musi byt

zamrazeny ihned).

4.2.1.2 Mysi embryonalni fibroblasty

Linie mysSich embryonalnich fibroblasti STO byla kultivovana na plastovych
kultiva¢nich miskdch v DMEM GlutaMAX™. Do média byly ptidany dalsi slozky o celkové
koncentraci v médiu uvedené v zavorce: FBS (10%), penicilin (100 unit/ml ), streptomycin
(100 pg/ul). Kultivace v inkubatoru probihala pii 37°C a 5% COz  Fibroblasty byly
pasazovany pii dosazeni 80% konfluence. Médium bylo vyménovano na zakladé zmény

barvy, které indikuje vy€erpani Zivin a hromadéni metaboliti.

4.2.1.2.1 Pasdzovani

e Viz pasdZzovani mysich embryonalnich kmenovych bunék

4.2.1.2.2 Zamrazovani

e Viz zamrazovani mySich embryonalnich kmenovych bunék

4.2.2 Piiprava chelata¢nich ¢inidel

Deferasirox
e Deferasirox je lipofilni ¢inidlo nerozpustné ve vodé. Byl ptipraven 100 mM roztok

¢inidla v DMSO, ktery byl uchovavan pii pokojové teploté. Buiky byly oSetfeny
pfidanim roztoku do kultivatniho média v takovém mnozstvi, aby bylo dosazeno

pozadované koncentrace.
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Deferipron
® Deferipron je hydrofilni latka. Byl pfipraven 100 MM roztok c¢inidla v destilované

vode, ktery byl uchovavan pti -20°C. Buiky byly oSetfeny pfidanim tohoto roztoku do

kultivacniho média v takovém mnozstvi, aby bylo dosazeno pozadované koncentrace.

423 MTT test

Test cytotoxicity deferaxiroxu a deferipronu byl proveden MTT testem. Vysledkem byla
hodnota 1Cso, na jejimz zakladé byla uréena koncentrace chelata¢niho c¢inidla pro dalsi
experimenty. Pro MTT test byla pouzita koncentra¢ni fada: 5 000; 1 000; 500; 250; 100; 50;
25; 10; 5; 1; 0,5; 0,1 uM.

e Na jamku 96 jamkové desticky byly vysety buiky v poc¢tu 20 000 bunék pro linie
EKB a5 000 bungk pro linii STO.

® Ze zasobniho roztoku byla piipravena koncentracni fada testovanych ¢inidel fedéna
Vv kultivaénim mediu 10x koncentrovanéjsi, nez vysledna koncentrace v kultufe.

® Do jamky bylo pfidano nafedéné chelatacni ¢inidlo v takovém objemu, aby doslo k
vyfedéni na pozadovanou koncentraci. Jednotlivé koncentrace byly méfeny

v triplikatech.
e Kultivace bun¢k probihala pii standartnich podminkach po dobu 24 hodin pro EKB a
48 hodin pro STO.

e Po skonceni kultivacni doby bylo pfiddno MTT s vyslednou koncentraci v médiu
0,5mg/ml a opét kultivovano pii standartnich podminkach cca 2 hodiny podle

zabarveni bunék.

e Kultivacni médium bylo odstranéno a vzniklé krystaly rozpuStény roztokem

isopropanolu s HCI.

® Na spektrofotometru byla zméfena absorbance pii 570 nm a vysledky vyhodnoceny

v programu GraphPad Prism 5
4.2.4 Detekce proteint

Aktivace kontrolnich signalnich drah bunétného cyklu mysich EKB oSetienych
chelata¢nimi Cinidly byla analyzovana metodou western blot. Nejdiive byly izolovany
proteiny z buné¢k, nasledné byla zméfena jejich koncentrace metodou Bradfordové a dale byla

provedena elektroforeticka separace a detekce pomoci metody western blot.
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4.2.4.1. Bunécné lyzaty

Z kultiva¢nich misek bylo odstranéno médium. Mrtvé bunky byly odstranény
oplachnutim misek v PBS. Zbytky PBS byly dikladné¢ odstranény vakuovou
odsavackou.

Na bunky byla nanesena vrstva IP pufru sobsahem inhibitori kinaz a fosfataz
s koncentraci uvedenou v zavorce: B-glycerolfosfat (10 uM), NaF (1mM), NasVOs
(0,1 mM), PMSF (0,1 mM), leupeptin (0,01 mg/ml), aprotinin (0,002 mg/ml), DTT
(1 mM).

Pomoci stérky byly buriky pfeneseny do plastové mikrozkumavky a tii ¢tvrté hodiny
lyzovany na ledu za ob¢asného vortexovani.

Lyzaty byly centrifugovany 15 minut pii 14 000 rpm v chlazené centrifuze na 4°C.
Proteinové lyzaty (supernatant) byly pfemistény do novych mikrozkumavek a
uchovany pfi -80°C.

Vzorky bylo nutné po celou dobu udrZzovat na ledu.

4.2.4.2 Méfeni koncentrace proteinii metodou Bradfordové

Z proteinového standardu byla vytvofena kalibra¢ni fada roztokii o koncentraci 0; 2,5;
5;7,5; 10 pg/ul. Standard byl ptidavan do 0,5 ml ¢inidla Bradfordové.

1 ul proteinového lyzétu byl pfidan do 0,5 ml ¢inidla Bradfordové.

Kalibraé¢ni fada a vzorky byly pipetovany do 96 jamkoveé desticky po 150 ul. Kazdy
vzorek veetné kalibracni fady byl méfen v triplikatech.

Vzorky byly zméfeny na sepktrofotometru pii vinové délce 595 nm.

Vysledky byly vyhodnoceny v Microsoft Excel.

4.2.4.3 SDS-PAGE

Pro elektroforézu bylo pouzito 50 pg proteinti na vzorek. Objem lyzatu byl spocitan na
zaklad¢ zjisténé koncentrace proteint.

K proteinovému lyzatu byl pfidan Laemmli dye ve vysledné koncentraci 1x.

Vzorky byly denaturovany v termobloku 5 minut pii 95°C a prudce schlazeny na ledu.
Cely objem vzorku byl nanesen na akrylamidovy gel.

Elektroforéza byla provedena na 10% gelu, pro protein CHK2 na 8% gelu.

4.2.4.4 \Western blot

Proteiny z gelu byly blotovanim pfeneseny na membranu z nitroceluldzy.
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Membrana byla obarvena v 1x ponceau pro kontrolu pfitomnosti a mnozstvi proteinu.
Na zéklad¢ molekularni markeru byla membrana nafezana tak, aby obsahovala cilové
proteiny. Ponceau bylo odstranéno v PBS/0,001% Tween.

1 hodinu byla membréna blokovéna v 5% mléku rozpusténém v PBS.

Na membranu byla nanesena primarni protilatka (Tab. 1) proti cilovému proteinu a
inkubovéna pies noc pii 4°C.

Druhy den byla membrana promyvana v PBS/0,001% Tween 3x po 10 minutach za
intenzivniho tfepani.

Na membranu byla nanesena sekundarni protilatka (Tab. 1) konjugovana s enzymem
kienovou peroxidazou a inkubovana 2 hodiny pfi pokojové teploté.

Membrana byla promyvana 3x po 15 minutach v PBS/0,001% Tween minutach za
intenzivniho tfepani.

Membrana byla inkubovana s ECL substritem 5 minut, a poté exponovéna na

svétlocitlivy film.

Tab. I: Redéni protilatek pro metodu detekce western blot

Protilatka Vyrobce Piivod Redéni

protilatky
CDC25A (F-6) Santa Cruz Mys 1:1000
Phospho-Rb (Ser807/811) = Cell Signaling Kralik 1:1000
Rb (M-15) Santa Cruz Koza 1:500
Phospho-p53 (Serl15) Cell Signaling Kralik 1:1000
Primarni p53 (1C12) Cell Signaling Mys 1:1000
LS Anti-Chk2 Sigma Aldrich My3 1:500
p-Chk1l Santa Cruz kralik 1:500
Chk1 Antibody Cell Signaling mys$ 1:500
Anti- a-Actin Sigma Aldrich Kralik 1:1000
Sekundarni Anti-Mouse Dako Kralik 1:1000
protilatka Anti-Rabbit Dako Koza 1:1000
Anti-goat Santa Cruz Kralik 1:1000

Poznamka: vS§echny uvedené protilatky byly fedény v 5% mléku.
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4.2.5 Prutokova cytometrie

Dynamika bunécného cyklu byla analyzovana pomoci pritokové cytometrie. Bunécna

DNA byla zna¢ena bromdeoxyuridinem, ktery se inkorporuje béhem replikace do DNA a jeho

detekce pomoci protilatky znacené fluoresceinem lze analyzovat aktivni S fazi. Dale byla

obarvena propidium jodidem (PI) pro analyzu celkového obsahu DNA a dynamiku bunééného

cyklu

4.2.5.1 Fixace bunék

Pred fixaci byly buiiky oSetfeny bromdeoxyuridinem o celkové koncentraci v médiu
10 uM a inkubovany pfi standartnich podminkach 1 hodinu.

Po inkubaci byl postup stejny jako u pasazovani stim rozdilem, ze bylo
centrifugovano i staré medium, aby bylo mozné analyzovat pocet apoptickych bunék.
Centrifugované bunky byly znovu resuspendovany a promyty v PBS a opét
resuspendovany v 300 pl PBS. Na mirném vortexu bylo po kapkéch ptidavano 700 pl
96% vychlazeného etanolu.

Fixované bunky byly uchovany pii -20°C.

4.2.5.2 Znaceni PI a Anti-Bromodeoxyuridine-Fluorescein

Fixované buiky byly centrifugovany 5 minut pfi 2 800 rpm. Etanol byl odstranén
a bunky resuspendovany v 50 pl PBS/1%FBS.

Na mirném vortexu byl po kapkach piidan 1 ml 2M HC1/0,5% Triton-X-100 a vzorky
inkubovany pfi pokojové teploté¢ 30 minut za Castého protfepavani jednou za 5-10
minut. Poté¢ byly centrifugovany za stejnych podminek, supernatant odstranén a
vzorek neutralizovan pfidanim 3 ml PBS/1%FBS.

Centrifugace vzorkt pii stejnych podminkéch.

Supernatant byl odstranén a buniky permeabilizovany resuspendovanim v 1 ml
PBS/1%FBS/0,5%Tween.

Supernatant byl odstranén a vzorky byly opét resuspendovany v 95 pul
PBS/1%FBS/0,5%Tween + 5 ul Anti-Bromodeoxyuridine-Fluorescein a inkubovany
30 minut pii pokojové teploté ve tme.

Vzorky byly promyty v 1 ml PBS a centrifugovany.

Supernatant byl odstranén a ptidano 200 ul 60 pg/pl PI nafedéného v 1.1% dihydratu
citratu sodném + 1 pul RNazy A. Vzorky byly inkubovany 30 minut ve tm¢.
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e Analyza na prutokovém cytometru FC500 od firmy Beckman Coulter a vyhodnoceni
vysledkt v CXP Analysis
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5 Vysledky

5.1 Testy cytotoxicity chelatoru Zeleza

MTT testy cytotoxicity pro deferasirox a deferipron byly provedeny na bunéénych
liniich mys$ich embryonalnich kmenovych bunék (MEK) HM-1, V6.5 a linii mysich
embryonalnich fibroblastd STO. Vysledna hodnota ICso nam umoznila ur¢it koncentraci pro
nasledujici experimenty, tedy pro analyzu bunééného cyklu a aktivaci kontrolnich signalnich
drah.

Mysi embryonalni fibroblasty maji pfiblizné poloviéni rychlost bunééného cyklu ve
srovnani s kmenovymi bunikami. My$i embryonalni fibroblasty se déli jednou za 24 hodin,
zatimco mEK bunky se dé€li jednou za 12 hodin. Proto ICsp chelataénich ¢inidel pro mEKB
byla stanovena po 24 hodinach a pro STO po 48 hodinach kultivace v pfitomnosti testované
latky.

Hodnoty ICso DFX a DFP pro linie HM-1 a V6.5 jsou shrnuty v Tabulce Il a I1l. 1Csg
pro STO byla v ptipadé DFX niz§i nez u kmenovych bunék, u DFP mirn¢ vyssi. Tento rozdil
mize byt zpusoben odlisnym cytotoxickym mechanismem DFX a DFP.

Pro naSe dal$i experimenty jsme na zakladé naméfenych hodnot ICso zvolili
koncentrace uvedené v Tab. IV. Jedna se o polovi¢ni koncentraci vuéi ICso a koncentraci
odpovidajici ICso. ICso jsme zvolili pro vyhodnoceni aktivace signalnich drah vedoucich
Kk apoptoze, Y2 ICsp jsme zvolili, abychom srovnali odpovéd’ bun€k na chelataci iontl Zeleza
pfi koncentraci, kterd ma niz$i miru toxicity neZ ICso, ale soucasné aktivuje odpovéd’ bunék

na chelataci.

Tab. I1: Hodnoty 1Cso pro deferasirox

Bunééna linie 1Cso [UM]
V6.5 | 50,23
HM-1 53,81
STO | 33,34
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Tab. I11: Hodnoty 1Cso pro deferipron

Bunééna linie 1Cso [UM]
V6.5 | 128,4
HM-1 | 145
STO | 151,4

Tab IV: Koncentrace chelata¢nich ¢inidel pro dalsi experimenty

CHELATACNI BUNECNA LINIE KONCENTRACE C.1 KONCENTRACE C.2

CINIDLO [nM] [nM]
V6.5 20 50
DEFERASIROX HM-1 20 50
STO 15 30

V6.5 70 145

DEFERIPRON HM-1 65 130
STO 75 150

5.2 Aktivace kontrolnich signalnich drah buné¢ného cyklu

chelatory Zeleza

Kontrolni mechanismy poskozeni DNA, které jsou aktivovany i chelataci iontl Zeleza,
zahrnuji dvé hlavni signalni drahy, z nichz jedna vede k degradaci proteinu CDC25A a druha
k aktivaci p53 transkripéniho faktoru (Kastan, Bartek 2004). Tyto signalni drahy jsou sice
aktivni u somatickych bun¢k, nicméné jejich aktivace neni u mEK bunék v ptipadé chelatace
iontd Zeleza zcela objasnéna (Hong, Stambrook 2004).

Aktivace kontrolnich signalnich drah byla analyzovana metodou western blot. Bunky
byly oSetfeny chelatacnimi ¢inidly o koncentracich uvedenych v Tab. IV. Bunky byly
kultivovany po dobu 24 a 48 hodin pro EKB, 48 hodin a 96 hodin pro STO. Detekovana byla
celkova hladina proteini CDC25A, pRb, p53 a CHK?2, a fosforylace proteini pRb a p53. Tyto
proteiny jsou dilezitou soucasti kontrolnich signalnich drah ve vSech fazich buné¢ného cyklu
(Obr. 3).
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Aktivace CHK?2

CHK2 je aktivovan fosforylaci ATR/ATM kinazou (Gatei a kol. 2003). Jelikoz
fosfospecificka protilatka rozpoznavajici fosforylovany CHK2 u mysi neni dostupna, pouzili
jsme pro detekci fosforylované formy protilatku rozpoznavajici celkovou hladinu CHK2. U
fosforylované formy CHK2 doslo k posunuti bandu k vys$si molekulové hmotnosti (Lukas a
kol. 2001). Pro kontrolu fosforylovaného CHK2 jsme pouzili bunky V6.5 ozafené y zaienim.

MEK buiky osetiené DFX po 24 hodinach aktivaci nevykazovaly, po 48 hodinach byl
detekovan mirny posun tzn. doslo k fosforylaci a aktivaci proteinu CHK2 (Obr. 8). Stejné
tomu bylo i pro MEK bunky osettené DFP (Obr. 9). Posun fosforylovaného CHK2 byl
pozorovan az po 48 hodinach Kkultivace. K aktivaci CHK2 doslo i u linie STO v reakci na
DFX i DFP. Ve srovnani s kontrolnimi buitkkami V6.5 ozafenych y zafenim nebyl posun u
CHK2 tak vyrazny. Diky pozadi na filmu byl posun vidét pouze na filmu, proto ho na obrazku

nelze pozorovat.
Fosforylace CHK1

Fosforylaci CHK1-Ser345 se nepodatilo detekovat. Celkova hladina CHK1 nebyla jiz
detekovéna, diky pozadi nespecificky navazané CHK1-Ser345 protilatce.

Degradace CDC25A

CDC25A je dualni fosfataza, ktera odstrafiuje inhibi¢ni fosforylaci a aktivuje komplex
cyklinu E/CDK2 (Mailand a kol. 2000).

MEK bunky osetfené DFX vykazovaly po 24 hodinach snizeni hladiny proteinu
CDC25A ve srovnani s kontrolnimi bunikami. Po 48 hodinach doslo kompletné k degradaci
CDC25A (Obr. 8). Na STO fibroblasty m¢l DFX stejny ucinek jako na mEK bunky.

Podobny pokles byl pozorovan u mEK bun¢k osettenych DFP, V tomto piipadé ale
nedoslo ke kompletni degradaci CDC25A. Velice nizkd hladina byla pozorovana i po 48
hodinach (Obr. 9). Stejny pokles hladiny CDC25A byl pozorovan i u STO fibroblasta.

Aktivace p53

p53 je transkripcni faktor, ktery je v bunikach udrzovan v inaktivnim stavu vazbou
s MDM2 (Kubbutat a kol. 1997).).
V bunécnych lyzatech oSetfenych bunék byla detekovéana hladina fosforylovaného p53

v pozici Serl5 a celkova hladina proteinu. DFX vyvolal u mKB bunék stabilizaci a nartst

48



hladiny fosforylovaného p53. Zaroven doslo k naristu celkové hladiny p53, coz ukazuje na
zvySeni hladiny proteinu také na urovni exprese. U linie STO doSlo ke zvySeni hladiny
fosforylovaného p53 nicméné hladina celkového p53 byla nezménénd, tzn. ze nedoslo ke
zvyseni exprese proteinu jako u mEK bun¢k (Obr. 8).

Stejny nartst fosforylovaného a celkového p53 byl pozorovan také u mEK bunék
osetrenych DFP. U STO taktéz doslo k nartstu hladiny fosforylovaného p53, ale hladina

celkového proteinu zistala konstantni (Obr. 9)
Inaktivace pRB

PRB tvoii heterodimerni komplex s transkripénimi faktory rodiny E2F a inhibuje tak
jejich aktivitu a vstup do S faze (Wells a kol. 2000). U mysich EK bunék se pRb nachazi po
cely bunéény cyklus v hyperfosforylovaném inaktivnim stavu (Savatier a kol. 1994).
V experimentu byla detekovana hladina fosforylovaného pRB v pozicich Ser 807 a Ser 811,
které pusobi supresivné na vazebnou aktivitu C vazebné domény (Knudsen, Wang 1997).
Fosforylaci provadi cyklin D1/CDK4 (Zarkowska, Mittnacht 1997) Dale byla detekovana
hladina celkového pRbD.

EK bunky osetfené DFX vykazovaly narist hladiny fosforylovaného pRb a zaroven
také narast celkové hladiny pRb tzn., ze k naristu doslo nejen na urovni aktivace samotného
pRb proteinu, ale také na urovni genové exprese (Obr. 8). Stejné tak reagovaly mEK buiky
po osetieni DFP (Obr. 9). U STO fibroblastt doslo naopak k poklesu jak fosforylované formy
pRb tak k poklesu celkové hladiny v reakci na piitomnost DFX i DFP.
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5.3 Dynamika bunééného cyklu

EK bunky maji unikatni strukturu bunécného cyklu. Vétsinu bunécného cyklu tvoii S-faze.
Somatické bunky travi nejvétsi ¢ast bunééného cyklu v G1 fazi (Stead a kol. 2002).

Cilem naseho experimentu bylo sledovat zmény ve struktufe bunécného cyklu, které
jsou vysledkem chelatace iontii Zeleza z média 1 z bun¢k. Zaméfili jsme se na zastoupeni
bunék v jednotlivych fazich bunééného cyklu a na dynamiku S-faze. Bunky oSetfené
chelatacnim ¢inidlem byly hodinu pfed lyzou a fixaci kultivovany s analogem tymidinu
bromdeoxyuridinem (BrdU). BrdU nam umoznuje detekci bunék v aktivni S fazi, tedy pii
replikace DNA.

5.3.1 Dynamika buné¢ného cyklu v piitomnosti deferasiroxu

mMEK buriky byly kultivovany s DFX o koncentraci 20 uM po dobu 24 a 48 hodin a o
koncentraci 50 uM po dobu 24 hodin. STO byly kultivovany s DFX pii 15 uM koncentraci po
dobou kultivace 48 a 96 hodin. U EK bunék osetfenych DFX pifedevsim u linie V6.5 lze
pozorovat nartst bun¢k v S fazi a zaroven ubytek v G1 fazi, tento rozdil je vyrazny predevsim
u koncentrace 50 pM, kde tento rozdil ¢ini cca 14%. Zastoupeni bun¢k v G2/M fézi se také
mirné snizuje (Tab.V). 20 uM koncentrace po 24 hodinach kultivace nevykazovala oproti
kontrole zadny vyznamny rozdil. U 48 hodinové kultivace byl rozdil bun¢k v S fazi ve
srovnani s kontrolou 7 %. Podobny efekt mé&l DFX také na linit HM-1. Rozdily ovSem nebyly
tak vyrazné jako u linie V6.5. U EK bungk Ize pozorovat mirny pokles intenzity fluorescence
znacené protilatky proti BrdU. Coz znamena, ze dochazi ke zpomaleni replikaci DNA. U STO
fibroblastti dochazi naopak k nartistu bunék v G1 fazi u 96 h kultivace je to 10% rozdil oproti
kontrolnimu vzorku. Naopak dochazi k ubytku v S fazi. Pocet bun¢k v G2/M zlstava
pfiblizné stejny. I v piipadé STO dochazi k vyraznéjsimu poklesu fluorescence BrdU a tedy
zastaveni replikace DNA (Obr. 10). Rozdil mezi mEK bunikami STO je vidét také v mnozstvi
apoptickych bunék. U EK se zvySuje procento apoptickych bunék a to zejména u 50 uM

koncentrace. U STO nejsou zadné vyrazné rozdily ve srovnani s kontrolnim vzorkem (Tab. V)
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Tab. V: Zastoupeni bunék v jednotlivych fazich bunééného cyklu

¢ DFX [uM]/Cas [h] G1 [%] S [%] G2/M [%] Apoptéza [%]
0/24 11,8 66,6 14,4 6,2
V6.5 20/24 11,2 67,5 17,8 10,3
50/24 6,7 80,4 10 32,4
20/48 11,2 73,1 12,6 nesledovana
0/24 13,7 66,3 14,4 nesledovana
HM-1 20/24 11,7 70,6 13,4 nesledovana
50/24 6,37 74,5 6,6 nesledovana
20/48 11,1 72,5 14,4 nesledovana
0/24 35,8 47,5 14 2,8
STO 15/48 41 42 12 2,9
15/96 45,5 37,8 15,4 1,4
K 20 uM DFX 24h ~ 50 UM DFX 24h 20 uM DFX 48h
V6.5 ’

Propidium lodide (FL4 Lin)

Propidium lodide (FL4 Lin)

Propidium lodide (FL4 Lin)
50 uM DFX 24h

Propidium lodide (FL4 Lin)
20 uM DFX 48h

K 20 pM DFX 24h
HM-1
kS g
— 3 — B
2 (e |3 . f‘!‘,
(S} o [©)
= ® =
2 2
2 2
[2a] o

“Propidium lodide (FL4 Lin)

BrdU FITC (FL1 Log)

K

BrdUITC (RL1 Log)

BrdU+FITC (RL1 Log)

-~

Propidium lodide (FL4 Lin)w

Propidium lodide (FL4 Lin)

‘ Propidium lodide (FL4 Lin)m

15 pM DFX 24h

15 uM DFX 24h

"BrdU FITC (FL1 Log)

BrdU FITC (RL1 Log)

3 —— : 114
Propidium lodide (FL4 Lin) Propidium lodide (FL4 Lin)

L ]

...........

Propidium lodide (FL4 Lin)

Obr. 10: Dynamika bunécného cyklu linie MEK bunék a STO osetfenych DFX

52



5.3.2 Dynamika bunééného cyklu v pritomnosti deferipronu

V6.5 linie byla kultivovana s DFP o koncentraci 65 uM po dobu 24 a 48 hodin a o
koncentraci 130 uM po dobu 24 hodin. Linie HM-1 byl kultivovana pii 70 uM koncentraci po
dobu 24 a 48 hodin a o koncentraci 145 uM po dobu 24 hodin. STO byly kultivovany s DFP
pii 75 uM koncentraci po dobou kultivace 48 a 96 hodin. U linie V6.5 Ize pozorovat vyraznou
zménu v zastoupeni bunck v jednotlivych fazich pifi kultivaci v pfitomnosti 130 uM -
dochazi ke zvySeni poctu bunék v S fazi ve srovnani s neosSetfenymi buitkami 0 10%. Pii
kultivaci v pfitomnosti 65 uM DFP je po 96 hodinach tento rozdil 9% oproti kontrole. Linie
HM-1 reagovala na chelataci iontl zeleza pomoci DFP stejné jako V6.5 (Tab. VI). U DFP
doslo k vyraznému poklesu inkorporace BrdU, u bun¢k tedy nedochazi k replikaci DNA a
doslo k zastaveni cyklu v S fazi. U STO je vidét vyrazné zvySeni poctu bunék v G1 fazi, tzn.
doslo k zastaveni bunécného cyklu v G1 a soucasné k zastaveni replikace u bunék v S fazi
(Obr. 11). Stejné jako u DFX, u linii mEK bunék dochazi ke zvyseni poctu mrtvych bun¢k. U

STO linie nejsou ziejmé zadné vyrazné rozdily (Tab. VI).

Tab. VI: Zastoupeni bunék v jednotlivych fazich bunééného cyklu

¢ DFP [uM]/Cas [h] G1 [%] S [%] G2/M [%] Apoptéza [%]

0/24 13,3 68,9 8,7 58
V6.5 65/24 14,9 63,8 9 12,4
130/24 16,4 78,9 3,3 31,9
65/48 18 67,7 3,6 31,2

0/24 15,4 53,9 19,7 53

HM-1 70/24 14,1 61 16,5 13
145/24 14,8 65 12,5 30,9
70/48 11,8 70,6 14,1 30,1

0/24 27,6 40,9 17,8 7,6
STO 75/48 39,6 39,7 14,6 145
75/96 42,8 32,8 12,4 6,4
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6 Diskuze

Chelatac¢ni latky deferasirox (DFX) a deferipron (DFP) maji vysokou afinitu k iontim
zeleza. Deficit iontt Zeleza v bunice vede k aktivaci kontrolnich signalnich drah a k zastavé
bunééného cyklu somatickych bunék. DFX a DFP se lisi svymi chemickymi vlastnostmi,
které urcuji jejich cytotoxicky efekt, a proto se 1isi i bunéénd odpoveéd’ na jednotlivé latky
(Kalinowski, Richardson 2005). Vliv chelata¢nich latek na somatické buiky je pomérné dobie
popsan (Yu a kol. 2007). Odstranéni ionti zeleza vede k aberantni funkci enzymu, jejichz
kofaktorem jsou ionty Zeleza, k replikacnimu stresu a k aktivaci kontrolnich signalnich drah,
coz vede k zastaveni bunééného cyklu nejcastéji v G1 fazi (Nyholm a kol. 1993). V nasi praci
jsme se zamé&fili na charakterizaci odpovédi mEK bunék na ptitomnost chelata¢nich ¢inidel.

Publikace uvadi toxicitu pro DFX testované na lidské myeloidni leukemické bunécné
linii HL-60 po dobu kultivace 24 hodin hodnotu ICsg 50 uM (Ohyashiki a kol. 2009). Pro
DFP 180 uM a DFO 20 puM na bunééné linii rakoviny prsu MCF-7 po dobu kultivace 24
hodin (Le, Richardson 2004b). Nami zjisténé hodnoty 1Cso pro DFX 50 uM pro V6.5 54 uM
pro HM-1 a pro DFP 128 pro V6.5 a 145 pro HM-1 se vyrazné nelisily od hodnot v jinych
publikacich, kde byly chelata¢ni Cinidla testovana na liniich nadorovych kmenovych bungk.
ICs0 mezi STO a mEK burikami se mirné lisily diky dobé¢ kultivace STO a chelatoru po dobu,
ktera trvala 48 hodin a nejspis také diky odliSnostem v regulaci bunééného cyklu. Obecné ma
nejvic antiproliferac¢ni efekt DFO, DFX a nejmén¢ DFP.

Souhlasné s dfive publikovanymi daty jsme ukézali, Ze DFX zastavuje buné¢ny cyklus
STO bungk, aniz by evokoval apoptéozu. Toto zastaveni bunécného cyklu je fizeno
ATM/ATR-Chk2-Cdc25A a ATM-p53 signalni drahou. Souhlasné se zastavenim bunééného
cyklu je aktivovan protein pRb, ktery brani pfechodu do S-faze. U mEK bunék je situace
odlisna. DFX u nich vyvolava apoptdzu bez zastaveni progrese bunééného cyklu. Apoptoza je
fizena ATM-p53 signalni drahou. Soucasné dochazi k zvySené expresi a fosforylaci pRDb,
ktera vede k jeho inaktivaci, ¢imZ dochdzi k rychlému ptechodu do S-faze. Jiz dfive bylo
publikovano, Ze mEK bunky nemaji aktivni G1 kontrolni bod. Je mozné, ze urychleny
ptechod z G1 do S-faze a nasledna aktivace apoptdzy je soucasti obranného mechanismu
kmenovych bunék pred prenosem DNA mutaci do dalSich generaci.

U DFP je situace odlisnd. Zatimco STO linie reaguje na pfitomnost DFP v kultiva¢nim
médiu velmi podobné jako DFX — dochazi k zastaveni bunécného cyklu v G1 a v S-fazi diky
aktivaci ATM-p53 a ATM/ATR-CHK2-CDC25A, mEK buiky se chovaji jinak nez u
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kultivace v ptitomnosti DFX. DFP zpisobuje u mEK bunék jak apoptdzu, tak zastaveni
bunééného cyklu v S-fazi. Jelikoz signélni dréhy jsou u mEK bunék aktivovany obdobné u
obou chelatort, je mozné, ze DFP iniciuje diferenciaci, ¢imz umoziuje bunkam zastaveni
bunééného cykKlu.

Celkové hladina CHK1 se nam nepodafila detekovat, protoze doslo k nespecifické
vazbé protilatky na proteiny. Nelze tedy fict, zda se CHK1 podilel na aktivaci ATM-p53 a
ATM/ATR-CHK2-CDC25A signalnich drah.

Dynamika bunécéného cyklu v pfitomnosti DFP a DFX byla porovnana s vysledky pro
DFO, které byly uvedeny v mé bakalatské praci. STO fibroblasty v pfitomnosti DFO reaguji
stejné jako na DFX a DFP — dochazi k zastavé bunécného cyklu v G1 a S fazi. Naopak u
MEK buné¢k nebyl pozorovan zadny efekt — nedoslo k zastaveni bunécného cyklu. DFO stejné
jako DFX a DFP evokuje apoptézu (Jakoubkova, 2013).

Efekt chelata¢nich ¢inidel na bunéény cyklus mEK bunék je nejspi§ dan
mechanismem putsobeni. Lipofilni DFX a DFP se dostavaji do buiky prostou difuzi a
chelatuji intracelularni Zelezo. K rozdilnému efektu DFX a DFP na bunéény cyklus mEK
bun€k mohla piispét schopnost DFX generovat volené radikaly (Choudhry, Naithani 2007;
Pullarkat a kol 2012) Ty poskozuji DNA, coz vedle v piipadé¢ mEK bunék k apoptoze nikoliv
zastavé bunécného cyklu v S-fazi, jako u DFP, ktera produkuje radikaly pouze pii nizkych
koncentracich (Galanello 2007). DFO se diky hydrofilit¢ dostava do buiky pouze
endocytézou velice omezené, proto chelatuje Zelezo prevdzné z média a efekt deprivace se
projevi po vy¢erpani zasob iontl zeleza v bunce (Aouad a kol. 2002, Doulias a kol. 2003).

Vzhledem k proapoptickému vlivu chelatort Zeleza je velmi pravdépodobné jejich
vyuziti v 1écebné terapii. Mizeme piedpokladat stejny efekt DFP, DFX a DFO i na ostatni

kmenové bunky véetné nadorovych.
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[ Zavér

Mysi embryonalni kmenové buiiky jsou vhodnym modelem pro studium nadorovych
kmenovych bun¢k. EK bunky stejn¢ jako bunky nadorové se rychle d€li a vyzaduji tak veétsi
mnozstvi iontl Zzeleza nez normalni somatické buiky. V této praci byla zhodnocena
antiproliferacni a proapoptotickda aktivita chelatacnich c¢inidel DFX a DFP u mysich
embryonalnich kmenovych bunék

V teoretické ¢asti této diplomové prace byly popsany obecné vlastnosti
embryondlnich kmenovych bun¢k, zékladni mechanismy regulace bunééného cyklu a signalni
molekuly bunééného cyklu regulované dostupnosti zeleza. V experimentalni casti byly
testovany chelatacni ¢inidla DFX a DFP a jejich vliv na dynamiku buné¢ného cyklu mysich
embryonalnich kmenovych buné¢k a aktivaci kontrolnich signalnich drah. Tyto vysledky byly
porovnany s vysledky DFO z mé bakalatské prace.

U mysich embryonalnich kmenovych bunék kultivovanych v pfitomnosti DFX nebo
DFP byla detekovana hladina proteini CHK2, CDC25A, pRb, p53 které jsou soucasti
kontrolnich signalnich drah buné¢ného cyklu. Vysledky ukazaly, ze chelatace zeleza DFX i
DFP vede kdegradaci DCD25A a aktivaci CHK2 u mEK bunék i kontrolnich STO
fibroblasti. V pfipadé¢ embryonalnich kmenovych bun¢k, doslo ke zvyseni hladiny
fosforylované a celkové hladiny pRb. U somatické linie STO, jsme pozorovali pokles celkové
i fosforylované formy. Rozdil mezi STO a mEK buiikami byl také v expresi p53. U mEK
bunck doslo ke zvyseni exprese p53, zatimco u STO zistala hladina konstantni. Ke zvyseni
fosforylované formy p53 doslu u mEK bun¢k i STO. Vzhledem k akumulaci p53 u mEK
buncék a k aktivaci apoptozy u této linie miZzeme predpokladat vyznamnou ulohu tohoto
proteinu v regulaci buné¢né odpovédi.

Pacienti s myelodysplastickym syndromem, ktefi jsou na chelataéni terapii, vykazuji
lepsi preziti a nizs§i pravdépodobnost leukemické transformace. NaSe studie pficitd efekt

chelataéni terapie u téchto pacientti aktivaci apoptdzy u hematopoetickych progenitora.
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Pouzité zkratky

APC - anafazi podporujici komplex

APS - ammonium persulfate

ATM - ataxia-telangiectasia mutated

ATR - ataxia-telangiectasia and Rad3-related
ATRIP - ATR interak¢ni protein

BMF2 - bone morphogenetic protein 2

BRCAL - breast cancer type 1 susceptibility protein
CAK - CDK aktiva¢ni kinaza

CDCA45 - cell division cycle 45

CDCY7 - cell division cycle 7

CDK - cyklin-dependentni-kinazy

CHK1/2 - checkpoint kinase 1/2

DCYTDb - duodenal cytochrome b

DFO - desferrioxamin mesylat

DFP - deferipron

DFX - deferasirox

DMEM - Dulbecco's Modified Eagle Medium
DMSO dimetylsulfoxid

DMT1 - divalent metal transporter 1

DP — dimerizacni partner

DTT - dithiothreitol

EGTA - etylenglykol-tetraoctova kyselina

EKB - embryonalni kmenové bunky

ERK - extracelularnim signalem-regulovana kinaza
FBS - fetalni hovézi sérum

FOXML - forkhead box protein M1

GADDA45 - growth arrest and DNA-damage-inducible protein
GSK3 - glykogen syntaza kinaza 3

HEPES - 4-(2-hydroxyetyl)-1-piperazinetanesulfonova kyselina
HIF-1 - hypoxicky inducibilni faktorl

HO-1 - haem oxygenaza 1

IRE - iron-responsive element
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IRP 1/2 - iron regulatory protein 1/2

JAK - Janus kinaza

KB - kmenové bunky

KLF4 - Kruppel-like factor 4

LIF - leukemicky inhibi¢ni faktor

LIFR - LIF receptor

MAPK mitogenem-aktivovana kinaza

MCM - minichromosome maintenance

MDM2 - mouse double minute 2

MEK - mysi embryondlni kmenové

MRE11 - meioticky rekombinac¢ni faktor 11

MTT - 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyltetrazolium bromid
MYTI1 myelinovy transkrip¢ni faktor 1

NBIA - neurodegeneration with brain iron accumulation
NBS1 — nibrin

NF-Y - nuklearni faktor Y

NKB - nadorové kmenové bunky

OCT4 - oktamerni transkripcni faktor 4

PBS - fosfatovy pufr

PCNA - prolifera¢ni antigen bunééného jadra

PIKK - fosfatidyl inositol-3-kinaza

PLK - Polo-like kinaza

PMSF fenylmetylsulfonyl fluorid

PP1 - protein fosfataza 1

RADS0 -DNA reparacni protein

Rb - retinoblastomovy protein

RNR - ribonukleotid reduktdza

ROS - reaktivni formy kysliku

RPA - replikacni protein A

SDS - dodecylsiran sodny

SIRT1 - silent mating type information regulation 2 homolog
SMC1 - tructural maintenance of chromosomes 1
SOX2 - SRY (sex determining region Y)-box 2

STAT - signal transducer and activator of transcription
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TCF3 - T-cell factor 3

TEMED - N,N,N',N'-Tetrametyletylenediamin
TfR 1 - transferin receptor 1

TGF-B1 — ttransformujici rastovy faktor 1
TLK1/2 - tousled-like kinase Y%

TRIS - tris(hydroxymethyl)aminomethan
VHL - von Hippel-Lindau

ZFX - zinc finger X-chromosomal protein
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