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|. TEORETICKA CAST



Cile prace

V teoretické ¢asti prace bylo cilem:

a) nastudovani dostupné literatury a vypracovani literarni reSerSe k zadanému

tématu
V experimentalni ¢asti prace bylo cilem:
a) zvladnuti vybranych biologickych a biochemickych metod (kultivace

lidskych nadorovych bunék, pratokova cytometrie, western blotting)

b) optimalizace postupu synchronizace bunécného cyklu lidské prostatické

nadorové linie C4-2



1 Bunécny cyklus

Bunécny cyklus pfedstavuje proces, ve kterém se eukaryoticka burfika rozmnozuje
prostfednictvim jednotlivych posloupnych akci, béhem kterych burika zdvojnasobi
svlj obsah a nasledné se rozdéli na dvé. Bunécny cyklus pfedstavuje primarni
mechanismus, kterym se rozmnozuji vSechny Zivé organismy. V rlznych fazich
zivota se u jednotlivych organism( odliSuje, nicméné mlzeme konstatovat, ze
urcité atributy bunécného cyklu jsou pro vSechny organismy spoleCné. Kazda
bunka béhem interfaze vykonava zasadni ukony, které jsou nezbytné pro
dosazeni hlavniho zaméru buriky. Cilem je zkopirovani genetické informace a jeji

pfevedeni na dalSi generaci bunék (Alberts a kol., 2001).

Diky detailnim studiim bunécného cyklu jsme v souCasné dobé schopni
nejen charakterizovat primarni faze bunécného cyklu a jejich prabéh, ale zaroven
muzeme i stanovit, jakym zplsobem jsou vSechny jednotlivé procesy cyklu
kauzalné propojeny. Mlizeme i zjistit, jakym zplsobem buriky odpovidaji na

signaly pfichazejici zvenci, pfipadné jak je cyklus regulovan (Necas, 2000).

1.1 Faze bunééného cyklu

Bunécny cyklus se sklada ze Ctyr fazi (viz obr. 1). Za nejvyznamnéjsi udalosti jsou
povazovany dva procesy. Prvnim procesem je déleni jadra, které se oznacuje jako
mitéza. Druhym déjem je rozdéleni bunky na dvé dcefinné, ktery nese nazev
cytokineze. Dohromady tyto dva procesy vytvafi takzvanou M-fazi bunécného

cyklu.

Obdobi mezi dvéma M-fazemi je oznaCovano jako interfaze a pro buriku ma
velky vyznam, jelikoz prezentuje velmi aktivni obdobi. Cela interfaze zahrnuje
dalSi tfi faze bunécného cyklu: G;, S a G,-fazi. Cela interfaze je charakteristicka
pfepisem gen(, syntézou proteind a zvétSovanim bunécné velikosti. Obecné se
doba trvani vS8ech fazi dohromady nazyva jako délka bunécného cyklu neboli
generacni doba buriky (Alberts a kol., 2001; Necas, 2000).
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Obr. 1 Faze bunécéného cyklu. Jednotlivé faze bunééného cyklu a vyznacena mista plsobeni

regulacénich CDK/cyklin komplex( (Vermeulen a kol., 2003).

1.1.1 G,-faze

ZaCatek G;-faze, neboli také prvni pfipravné faze, nastdva v momenté, kdy se
matefska bunka rozdéli a dcefind burika je schopna samostatné existence. Za
konec této faze je povazovano zahajeni replikace jaderné DNA, coz znamena
vstup do S faze. Z Casového hlediska predstavuje G1 faze u délicich se
zivo€isnych bunék asi 30-40 % celého bunécného cyklu. Dochazi béhem ni
v podstaté k duplikaci ,bunéfné hmoty“. V tomto obdobi probihaji v burice
intenzitni syntetické procesy, prfedevdim syntéza RNA a proteini a v disledku
toho nabira bunka na hmotnosti a roste. VétSina bunécnych struktur, jako
ribozomu, mitochondrii, endoplazmatického retikula atd. zvétSuje svuj pocCet. V G;-
fazi vznika zasoba nukleotidi a syntetizuji se enzymy nezbytné pro pozdé;si
replikaci jaderné DNA. Tato faze je specificka diky pfitomnosti jednoho ze tfi
kontrolnich uzla, které hraji ddlezitou roli pfi regulaci bunééného cyklu (Necas,
2000).
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1.1.2 S-faze

S fazi (syntetickou fazi) je pojmenovano Casové obdobi cyklu, kdy se odehrava
replikace jaderné DNA. Je to jedna z nejkriti¢téjSich fazi buné&ného cyklu, nebot
béhem ni musi dojit k pfesnému zdvojeni celého genomu, ktery nese veskeré
genetické informace pro dalSi generace (Surjit a kol., 2006). Zacatek replikace
DNA v jednotlivych chromosomech nebyva obvykle synchronni. Jako posledni se
replikuji heterochromatinové ¢asti chromosomu. S faze predstavuje relativné
dlouhou €asovou etapu, u zivoCidnych bunék trva mezi 8 az 20 hodinami, coz
zpusobuje pomala replikace DNA v eukaryotnich chromosomech a vySe zminéna
asynchronie. Zahajeni obousmérné replikace (3'—>5°, 5—3") na vice mistech
podél kazdého chromozému urychluje proces replikace. Po ukonCeni replikace je
v jadru kazdy chromosom zdvojen a oba nové chromosomy zlstavaji spojeny
v misté centromery. Nedokonceni replikace v ramci S faze, by vedlo k zlomeni
chromosomu pfi dalsi mitéze, vzniku chromosomalni mutace, €i dokonce smrti
bunky. Hlavni role S faze spociva v tom, Ze na jejim konci ma bunka dvojnasobny
pocCet genu (Necas, 2000; Laskey a kol. 1989).

1.1.3 G,-faze

G,-faze, nazyvana také nékdy jako druha pfipravna faze, nasleduje po skonéeni S
faze a je ukonCena zahajenim mitézy. V této etapé se burika i nadale vyviji a
roste, a to diky intenzivni syntéze proteinl a RNA a tvorbé bunécnych struktur.
Muzeme konstatovat, Ze syntetické procesy G2-faze pfipravuji buriku pred
nastupem vlastniho mitotického déleni. Zde, v tomto useku buné&tného cyklu se
nachazi druhy, z jiz zmifovanych kontrolnich uzll buné€ného cyklu. A to zejména
kvuli tomu, Ze urCuje, jestli burika, pokud je na to nachystana, opravdu do mitdzy
vstoupi (Necas, 2000).

1.1.4 M-faze

M-faze, téz nazyvana mitoticka, je posledni etapou bunééného cyklu. V tomto
procesu se déli somatické buriky mnohobuné&énych organismu. Je to faze cyklu,
kdy dochazi k rozdéleni jadra, tedy samotna mitéza Ci karyokineze a rozdéleni
cytoplazmy tzv. cytokineze. BE€hem tohoto obdobi se vyviji dvé dcefiné bunky

z jedné bunky matefské. Dcefiné bunky nesou identickou genetickou vybavu s
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matefskou bunkou. Spravné dokoncena replikace DNA béhem S faze bunétného
cyklu, kdy se veSkera jaderna DNA matefské bunky duplikuje, je tedy nezbytnou
podminkou pfi vzniku dcefinych bunék. Segregace téchto kondenzovanych
chromozémul k opanym polim matefské buriky je zajiStovana komplexnim
cytoskeletalnim zafizenim — mitotickym délicim vieténkem. Rozdéleni jadra
probiha v péti fazich: profaze, metafaze, anafaze a telofaze. Nasledny proces
cytokineze pfiblizné rovnomérné rozdéli rodicovskou cytoplazmu a organely v ni
obsazené do dvou dcefinych bunék a vytvofi jejich nové hranice (Otova a kol.,
2008; Kovar, 2003).

2 Regulace bunééného cyklu

Bunécny cyklus, jak bylo jiz zminéno, je velice sofistikovany sled jednotlivych, po
sobé jdoucich akci, které vedou k replikaci DNA, duplikaci chromatid a jejich
nasledné segregaci do dcefinych bunék. Na spravny pribéh téchto posloupnych
déju dohlizi nékolik mechanismU regulace bunécného cyklu. Regulace bunéé&ného
cyklu je proces samocinny, avSak podfizuje se vnéjS§im a vnitinim faktoram.
Zakladem této regulace je vzajemna interakce specifickych proteind (Sladek,
2007; Otova a kol., 2008). Sérii cyklickych aktivaci a deaktivaci pfislusnych
kontrolnich enzymu, nazyvanych cyklin dependentni kinasy (CDK) je cyklus pfisné

kontrolovan (Johnson & Shapiro, 2012).

2.1 Cykliny a cyklin dependentni kinazy

Cykliny a cyklin dependentni kinazy (CDK) jsou proteiny, které jsou nezbytné pfi
procesu regulace bunécného cyklu (Otova a kol., 2008). Hlavni regulaéni proteiny
jsou CDK. Jsou to katalytické podjednotky z velké rodiny serin/threoninovych
proteinkinaz, které jsou aktivovany v ur€itych bodech bunéfného cyklu. Mnozstvi
CDK zlstava v pribéhu cyklu stabilni, na rozdil od jejich aktivaénich proteinQ
cyklind. Nazev téchto proteinl je odvozen od opakujicich se cyklickych vykyvd,
kdy jsou cykliny syntetizovany a pak degradovany. Hladiny cyklini stoupaji a
klesaji v pribéhu cyklu a CDK se tedy periodicky aktivuji (Vermeulen a kol., 2003).
Aktivace CDK je uskuteCnéna diky komplexu cyklinu s cyklin dependentnimi
kinazami (CDK/cyklin). Enzymaticka aktivita komplext fosforyluje bud cilové
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proteiny, nebo dalSi proteinkinazy, které jsou potom schopny dale fosforylovat
rlizné proteiny potfebné pro prichod bunéénym cyklem. Kromé vazby cyklinu, je
aktivita CDK regulovana fosforylaci téchto proteind na konzervovanych
threoninovych a tyrosinovych zbytcich. Tyto fosforylace indukuji konformacni
zmény a posili vazbu cyklint (Jeffrey et al. 1995; Paulovich & Hartwell 1995).
RuUzné cykliny jsou potfebné v riznych fazich bunééného cyklu. Zakladni skupiny
cyklinl a CDK stéZejnich pro regulaci bunééného cyklu shrnuje prehledna tabulka
¢. 1.

Tab. ¢. 1. Shrnuti CDK/cyklin komplex(i a mista jejich Gcinku v bunééném cyklu (pfevzato
Vermeulen a kol; 2003).

CDK Cyklin Faze bunééného cyklu
CDK4, CDK®6 Cyklin D1, D2, D3 G, faze

CDK2 Cyklin E Pfechod G1/S faze

CDK2 Cyklin A S faze

CDK1 Cyklin A Pfechod S/G, faze

CDK1 Cyklin B Mitéza

CDK7 Cyklin H CAK, v8echny faze

bunécného cyklu

2.2 Inhibitory cyklin dependentnich kinaz

Na mitogenu zavisla progrese prfes G; fazi a zahdajeni syntézy DNA (S faze)
v prubéhu savciho bunécného cyklu je kooperativné regulovana nékolika tfidami
CDK, jejichz €innost je postupné omezena inhibitory CDK (CKI). Tyto inhibitory se
samostatné vazi na CDK nebo na komplex CDK/cyklin a reguluji tak aktivitu CDK.
Jsou znamy dvé odlisné rodiny CKI, rodina INK4 a Cip/Kip. CKI se rozdéluji do
téchto rodin na zakladé jejich struktury a CDK na které se vaze (Sherr a Roberts,
1999).

INK4 (Inhibitors of CDK4) rodina zahrnuje proteiny (p16™¢%? p15™NK*®
p18|NK4C pl
dependentnich kinaz nezbytnych pro G; fazi (CDK4 a CDK6). Tyto CKI tvofi

9™NK4d) " které specificky inaktivuji pouze katalytické podjednotky cyklin
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stabilni komplexy s CDK a tudiz brani navazani cyklinu, konkrétné cyklinu typu D

(Carnero a Hannon, 1998).

Inhibitory rodiny Cip / Kip jsou Siroce pusobici proteiny. Patfi k nim proteiny
p21CIP1/WAFl’ p27KIP1 7KIP2

v ramci jejich amino-terminalnich zbytkd, které jim umoznuji vazbu na cyklin a

a p5 z nichZz v8echny obsahuji charakteristické motivy
CDK podjednotky. Proteiny rodiny Cip / Kip jsou u€innymi inhibitory komplexu
CDKZ2/cyklin E a A. (Sherr a Roberts, 1999).

2.3 Kontrolni body
Kontrolni body (checkpoints) bunéfného cyklu jsou nedilnou soucasti opravy

DNA, které koordinuji spolupraci mezi mechanismy bunécného cyklu a nékolika
biochemickymi drahami, které reaguji na poskozeni a obnovuji strukturu DNA.
Tim, ze zdrZzi progresi bunéfnym cyklem, poskytuji vice €asu pro opravu pred
kritickymi fazemi, kdy je genom replikovan (S faze) a nasledné segregovan (M
faze). Ztrata, nebo zeslabeni funkce kontrolniho bodu muize zvysit spontanni a
indukované genové mutace a chromozomalni aberace tim, Zze snizuje ucinnost
reparace DNA (Kaufmann a Paules, 1996). V bunéném cyklu se nachazi
prinejmensim tfi kontrolni body. Jsou pojmenovany podle mista, kde se nachazi a

kde pUsobi: G; kontrolni bod, G, kontrolni bod a posledni M kontrolni bod.

G, kontrolni bod, jak bylo jiz zminéno, se nachazi v G; fazi bunétného
cyklu, konkrétné v zavéreCné etapé této faze. Tento bod je spjaty s aktivaci
komplexu CDK2/cyklin E. Inhibitory CDK p21“FYWAFL 3 p27"P! jsou proteiny,
které zajistuji kontrolu. Pokud je detekovano poskozeni DNA, protein p53 aktivuje
expresi inhibitoru p21, coz ma za nasledek zablokovani replikace DNA. Inhibitor
p27 je protein, jehoz aktivita je regulovana exogennimi signalnimi molekulami.
Aktivaci inhibitoru p27 zajiStuje TGFB (tumor growth factor) a naopak IL-2
(interleukin 2) ho inaktivuje. Pokud burika projde timto kontrolnim bodem, tak

vétsinou uspésné dokonci bunécny cyklus a rozdéleni se (Kovar, 2003).

Dojde-li k poSkozeni DNA béhem G, faze, jsou buriky schopné iniciovat
zastaveni bunécného cyklu bez ohledu na pfitomnost proteinu p53. V burice dojde
k aktivaci proteinkinaz Chk1 a Chk2, které zainhibuji aktivacni fosfatazu Cdc25 a

vstupu do mitézy je zabranéno tim, ze je CDK1 udrzovana v zablokovaném stavu
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prostfednictvim inhibiéni fosforylace pfipadné udrzenim slozek komplexu
CDK1/cyklin B mimo jadro (Vermeulen a kol., 2003).

Dalsi a posledni kontrolni bod buné&ného cyklu se nazyva mitoticky. Ten se
nachazi na rozhrani metafaze a anafaze. Podminkou zahajeni anafaze je napojeni
v8ech chromozomu v metafazni desti€ce na mitotické vieténko, aby doSlo ke
spravnému rozdéleni po¢tu chromozomu do dcefinych bunék. Signal, ktery postup
bufky do anafaze blokuje, vysilaji kinetochory, které nejsou doposud pfipojeny
k mikrotubuliim vieténka (Sladek, 2007; Otova a kol., 2008).

3 Synchronizace bunééného cyklu

Synchronizovana kultura je ta, ve které vSechny bunky prochazeji jednotlivymi
fazemi buné&ného cyklu v relativné jednotné skupiné (Cooper, 2002). Pouziti
synchronnich populaci bunék v odlisSnych fazich bunéfného cyklu umoZznuje
studium molekularnich a biochemickych pochodd a jejich nasledki bé&hem
bunécného déleni. Proto bylo vytvofeno mnoho metod pro synchronizaci bunék
v urCitych fazich bunéfného cyklu. Neékteré zbéznych metod zahrnuiji
farmakologické latky, které plsobi v urcité fazi béhem bunééného cyklu. Avsak
bylo prokazano, ze manipulace s nékterymi Cinidly mohou vyvolavat vedlejsi
ucinky, jako je napf. posSkozeni DNA (chromozomalni aberace ¢i kumulace
dvouretézcovych DNA zlomud), naruSeni metabolismu bufiky nebo navozeni
bunééné smrti. Kromé farmakologickych prostfedkl je znamo nékolik metod, které
nejsou zavislé na téchto Cinidlech, ale rovnéz jsou schopné synchronizovat burky
asynchronni populace v urcitych fazich bunééného cyklu. Mezi tyto metody patfi
synchronizace bunék sérovou deprivaci, izolace Casnych G; bunék pomoci
kontaktni inhibice a centrifugalni elutriace bunék. Mitotické setfepavani je dalSi
zpusob, jak Setrné izolovat mitotické bunky. V nasledujicich kapitolach se

zaméfime na jednotlivé metody synchronizace (Davis a kol., 2001).

3.1 Pouziti farmakologickych inhibitori k synchronizaci bunék
Farmakologické metody vyuzivaji tzv. synchronizaCnich agens, coz jsou chemické

latky, které po pfidani do kultivaCniho média k proliferujicim bunkam blokuji
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bunécny cyklus v urlitych fazich. Takovy inhibitor mize byt potom odstranén
z média a dané bunky mohou dale postupovat ve svém cyklu synchronnim
zpusobem. K dispozici je mnoho inhibitord, které mohou byt pouzity k zastaveni
bunék v jednotlivych fazich buné&ného cyklu; nicméné je dullezité pouziti
reverzibilnich inhibitort, jelikoz hlavnim cilem je uvolnéni bunék za ucCelem
synchronizace. Tabulka (Tab. ¢. 2) shrnuje nejpouzivanéjSi latky pro bunécnou
synchronizaci. Uginnost t&chto agens je zavisla na fadé faktord, jako je typ bunék,
pouzitd koncentrace a délka pusobeni. Tyto chemické latky interferuji
s mechanismy bunécného cyklu, tudiz je tfeba také brat na zfetel, Ze mohou mit
neznamé uc€inky na buriky a mohou tak indukovat apoptdézu, nejsou-li zminéné

podminky optimalni (Davis a kol., 2001).

Tabulka €. 2 Vybrané farmakologické agens uzivané k bunééné synchronizaci

Faze bunééné Latky pro bunéénou Chemicky strukturni vzorec latky
synchronizace synchronizaci

. Lovastatin
Casna G, faze
I
Pozdni G, faze L-mimosin HO- o
At MH;
HO e
Prechod G,/S faze Afidikolin

H,N /H
»——N
Casna S faze Hydroxyurea / \
o] OH
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HO

HaC
D
X oo .- D N
Casna S faze Thymidin N‘<
HON OH
O, OH
NH, N
Pozdni S faze Methotrexat N F'|
(Amethopterin) i | “‘j/\“' :
methopterin :
HZN){\N N" CHa Ho™ 0
| N
G,/M faze Nokodazol 8 N, o
s | N
N

G,/M faze Kolcemid
NH
(l)A\N/H
ALLN )\/H\l
G,/M faze (N-acetyl-leucyl- ;

leucyl-norleucinal)

3.1.1 Farmakologické latky uzivané k synchronizaci bunééného cyklu v G,-fazi
Mezi nejznaméjSi a nejpouzivanéjsi farmakologickeé latky uzivané k zablokovani

bunécného cyklu v G; fazi patfi: Lovastatin a Mimosin.

Latka Lovastatin (LOV) je Siroce pouzivana k I1éEbé hypercholesterolémie.
LOV a jeho analoga (mevastatin, kompaktin) kompetitivné inhibuji 3-hydroxy-3-
methyl-glutaryl-koenzymA (HMG-CoA) reduktazu, coz je enzym potfebny pro
konverzi HMG-CoA na mevalonovou kyselinu. Dulsledkem zastaveni syntézy
mevalonatu je zablokovani replikace DNA a zablokovani bunécného cyklu v rané

G, fazi (Keyomarsi a kol., 1991).
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Ve vyCtu synchronizaCnich Ccinidel nesmi chybét vzacna neproteinova
rostlinna aminokyselina Mimosin, ktera inhibuje zahajeni replikace DNA pied
vytvofenim aktivni replikacni vidlice a zastavuje tak bunéény cyklus v pozdni G;
fazi. Uginky této latky na buriky jsou zavislé na koncentracich mimosinu a dobé
inkubace, synchronizace je vratna. Dale také Ccinidlo inhibuje replikaci
mitochondrialni DNA (Krude, 1999).

3.1.2 Farmakologické latky uzivané k synchronizaci bunééného cyklu v S fazi

Bézné pouZzivané inhibitory replikace DNA, jako je afidikolin, hydroxyurea,
methotrexat a nebo nadbytek thymidinu blokuji vSechny kroky prodluzovani viakna
nové vznikajici DNA pfi replikaci, umoznuji vSak dokonceni iniciaénich krokd, a

proto zadrzuji bunky v S fazi (Uzbekov, 2004).

NejznaméjSi a nejvyuzivangjSi je deoxynukleosid Thymidin slozeny
z nukleové baze thyminu a pétiuhlikatého cukru deoxyrib6ozy. Bunky ovlivnéné
nadbytkem thymidinu, pfevadi dodany thymidin na thymidintrifosfat (TTP), ktery
inhibuje ribonukleotid reduktazu. Ribonukleotid reduktaza je enzym katalyzujici
redukci cytidin difosfatu (CDP) na deoxycytidin difosfat (dACDP). Nasledny ubytek
deoxycytidin trifosfatll (dACTP) znemoznuje syntézu DNA a hromadi buriky v S fazi.
Tento blok muze byt jednoduse uvolnén vyménou kultivatniho média
s thymidinem za médium bézné uzivané nebo jednoduse pridanim deoxycytidinu
ke kultufe (Hiramoto a kol., 1990).

Inhibicni ucinek fytotoxinu Afidikolinu (APH) na replikacni DNA
polymerazu a zabranuje G; bunikdam ve vstupu do DNA syntetického obdobi,
blokuje a akumuluje bufky pfi G1/S hranici a neumoznuje postup bunky do dalSich
fazi bunécného cyklu. Afidikolin na rozdil od hydroxymocoviny a thymidinu nema
az tak velky vliv na viabilitu bunék a nebrani syntéze dNTP a DNA polymeraz. Ve
skuteCnosti buriky vystavené Afidikolinu dale syntetizuji vSechny tfi DNA
polymerazy alfa, beta, gama stejné jako v8echny dNTP, avSak brani DNA
polymeraze a iniciovat replikaci. Kdyz je nasledné tento fytotoxin odstranén, jsou
v8echny DNA polymerazy i vSechny dNTP pfitomny v optimalnim mnozstvi pro
iniciaci DNA a replikaci (shruto Pedrali-Noy a kol., 1980).
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Protinadorové |éCivo Hydroxymocovina (HU) je historicky jednim
z nejstarSich cytostatik. Jedna se o analog moc€oviny. Mechanismus jejiho ucinku
zahrnuje inhibici ribonukleotidreduktazy, enzymu potfebného pro pfrevedeni
ribonukleotidu difosfatu na deoxyribonukleotid difosfat, ktery je nezbytny pro de
novo syntézu vSech DNA prekurzort. HU synchronizuje bunélny cyklus
zastavenim bunék v S fazi disledkem vyCerpani deoxyribonukleotidu, stavebniho
kamene DNA (Kurose a kol., 2005).

Methotrexat (MTX) je thymidinovy analog inhibujici enzym dihydrofolatreduktazu,
¢imz je znemozZnén vznik tetrahydrofolatu, ktery je nezbytny k pfenosu
jednouhlikatych fragmentl. To znemozZfiuje syntézu nukleotidd (konkrétné
thyminu), pro které je tetrahydrofolat nutny jako koenzym (Uzbekov, 2004).

3.1.3 Farmakologické latky uzivané k synchronizaci bunééného cyklu v G,/M fazi
Néktera farmakologicka Cinidla pouzivana pro synchronizaci bunék v G,/M fazi se
také nazyvaji mikrotubularni jedy. Mezi tyto jedy fadime napfiklad latky:

nokodazol, kolchicin, kolcemid a ALLN.

Nokodazol v oSetfenych burikach v disledku depolymerizace mikrotubult
vyrazné brani tvorbé a zmé&nam v organizaci cytoskeletu. Rozpad mikrotubull a
zablokovani tvorby mitotického vieténka brani vstupu bunék do mitézy a bunéény
cyklus je zastaven v pozdni G, Ci ¢asné M fazi (Davis a kol., 2001; Prager-
Khoutorsky a kol., 2007; Rieder a Cole, 2000).

DalSi z mikrotubularnich jedtd se nazyva Kolcemid. Kolcemid, stejné jako
nokodazol, brani mikrotubularni vystavbé, ¢imZz zamezuje tvorbé mitotického
aparatu nezbytného pfi navazovani chromozomu a jejich nasledné rozdélovani.
Jelikoz tyto déje uCinkem Kolcemidu neprobihaji, burika zastavi svij cyklus v M-
fazi. Nahromadény cyklin A je degradovan, zatimco cyklin B se akumuluje a
udrzuje buriku v dané mitotické fazi. Hladina cyklinu B je zvySena po dobu, kdy je

bunka vystavena Kolcemidu (Urbani a kol., 1995).

N-acetyl-leucyl-leucyl-norleucinal (ALLN) je inhibitor neutralnich
cysteinovych proteaz a predevsim proteazomu. Proteazom je nepostradatelny pfi
odbouravani proteina (proteolyze) v bunkach. V dusledku naru$eni této proteolyzy
se bunky zastavi v metafazi mitézy diky nahromadéni cyklinu B, kdy
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ukonceni mitézy je podminéno degradaci tohoto proteinu. V pfitomnosti ALLN
dochazi v burice k rozpadu jaderného obalu, formovani mitotického vreténka,
kondenzaci chromozomu a jejich pfemisténi do metafazni desticky (Uzbekov a
kol., 1999).

3.1.4 Synchronizace sérovou deprivaci

Sérova deprivace (stradani, “hladovéni) se cCasto pouziva jako metoda
synchronizace bunécného cyklu. Sérové vyhladovéni, nebo nizka koncentrace
fetalniho séra zadrzuje bunky v Gy klidové fazi €i brzké G; fazi. Po navraceni séra
do média se buriky z bloku uvolni a pfedpoklada se jejich synchronni postup
buné&nym cyklem (Cooper, 2003). Pfechod mezi klidovym stavem G, a po¢atkem
G, faze je ovliviiovan rustové stimulacnimi a rastoveé inhibi¢nimi faktory, které jsou
pritomny v extracelularnim prostfedi, tedy v séru pfidaném do kultivaCniho média.
Tento pfechod je CasteCné zprostfedkovan pres cykliny typu D, které jsou
pozitivné regulovany rastovymi faktory a umozniuji vstup do G; (Sherr, 1993). Je
dulezité poznamenat, Ze v bunice dusledkem ztraty séra dochazi k transkrip&ni
represi regula¢nich gent bunééného cyklu, jako jsou cykliny a cyklin-dependentni
kinazy (CDK) (Mittnacht a kol., 1991).

3.2 Fyzikalni metody synchronizace
Na rozdil od farmakologickych &inidel jsou fyzikalni metody vyhodnéjSi diky nizké

toxicité, nenarusuji bunéény cyklus bunék ani bunécné procesy. Nevyhodou je
nizsi ucinnost v porovnani s farmakologickymi postupy, i pfes to jsou tyto metody

hojné vyuZivany k synchronizaci bunééného cyklu.

3.2.1 Synchronizace kontaktni inhibici

Kontaktni inhibice je proces, ktery zastavi rlst bunék ve chvili, kdy dojde ke styku
bunék navzajem. Vysledkem je, Ze normalni bunky pfestanou proliferovat a vytvori
v kultivacni misce monovrstvu. Kontaktni inhibice je silny protinadorovy
mechanismus, ktery se v rakovinnych burikach inaktivuje. Zastava rastu touto
inhibici je signalizovana membranovymi proteiny a je zprostfedkovana zvySenymi

hladinami inhibitort cyklin-dependentnich kinaz p27<** a p16™<*3. Tyto inhibitory
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se vazi na komplexy CDK/cyklin a zastavi bunky v G; fazi bunéného cyklu
(Seluanov a kol., 2009).

3.2.2 Synchronizace centrifugalni elutriaci

Bunky v urCité fazi bunéného cyklu maji rozdilnou velikost a vahu. Na zakladé
této odliSnosti mohou byt izolovany metodou centrifugalni elutriace. Buriky ve fazi
G, a M jsou diky replikaci DNA a syntéze vSech komponentu nezbytnych pro
Oproti tomu bunky v S fazi dosahuji jen stfedni velikosti a vahy. Takto rozdilné
bunky pak lze separovat pomoci specialniho pfistroje tzv. elutriaéni centrifugy.
Tento pfistroj se sklada ze specialné navrzeného rotoru, ve kterém je odstrediva
sila na bunéCnou populaci vyruSena médiem pohybujicim se v opacném sméru.
Buriky se vstfikuji pomoci Cerpadla do elutriaéniho rotoru, ktery rotuje v konstantni
sile g. KdyZ je odstfediva sila rotoru (z proximalni €asti k distalni) v rovnovaze
s protilehlou silou prutoku (z distalni ¢asti k proximalni), bufiky plavou, na zakladé
jejich velikosti, na urc€itou pozici v elutriaéni komore. Malé bunky ¢asné G; faze
jsou proximalni, zatimco buriky vétSi G,/M faze jsou distalni. Jak se zvySuje
rychlost proudéni, proximalni ¢asné G; bunky jsou vymyté, nebo vytlaCené

z komory a nasledné shromazdény (Davis a kol., 2001).

3.2.3 Setfepavani mitotickych bunék

Setfepavani mitotickych bunék je originalni metodou pro synchronizaci bunék.
Princip této metody spociva vV jemnych tfesoucich
pohybech tkanovych kultivacnich nadob s péstovanymi burikami a nasledny sbér
volnych a volné pfipojenych kulatych bunék v M fazi (Nakayama a kol., 2011).
Mitotické buriky jsou méné pfilnavé, a tedy klepnutim mohou byt snadno uvolnény
od podkladu kultivaéni nadoby a shromazdény. Tato metoda nevyzaduje zadné
chemické zasahy a muze byt povazovana za negenotoxickou (Heinemann a kol.,
2010). Tato technika je rychla, velmi jemna a produkuje vysoce synchronizované

kultury, nicméné vytéZzky mohou byt velmi nizké (Shorl a Sedivy, 2007).
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II. EXPERIMENTALNI CAST
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4 MATERIAL

4.1 Pristrojové vybaveni

PFfi provadéni experimentu byly pouzity nasledujici pfistroje: aparatura pro
vertikalni elektroforézu Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad), automatické pipety
(Eppendorf), blotovaci aparatura Mini Trans-Blot Cell (Bio-Rad), centrifuga BR4i
(Jouan), CO2 inkubator (Sanyo), digitalni zobrazovaci pfistroj na bazi
chemiluminiscence LAS 4000 (Fujifilm), flowbox s vertikalnim proudénim vzduchu
TC 48 (Gelaire, Flow Laboratories), kyvacka Mini-Rocker Shaker MR-1(BioSan),
membranova vyvéva (Laboport KNF), mikroskop Nikon TMS (Nikon),
minicentrifuga MPW1 (Fisher Scientific), pratokovy cytometr Cell Lab Quanta™
SC — MPL (Beckman Coulter), ultrazvukovy homogenizator Sonopuls HD2200
(Bandelin), UV-Vis spektrofotometr UV-1800 (Shimadzu), vodni lazenn GFL 1032
(GFL®), vortex MS525-20 (Heidolph).

4.2 Chemikalie

Pfi experimentech byly pouzity nasledujici chemikalie od firmy Sigma Aldrich,
neni-li  uvedeno jinak: 3,8-diamino-5- [3-(diethylmethylammonio)propyl]-6-
fenylfenanthridiniumdijodid (propidiumjodid), Akrylamid, N,N’-
methylenbisakrylamid, aprotinin, dihydrogenfosforeCnan draselny (KH,PO,),
tetraboritan sodny Na,B;07;.10H,O od firmy Chemapol, dithiothreitol (DTT),
dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného (Na,HPO,4.12H,0) od firmy Penta,
kultivacni médium Roswell Park Memorial Institute-1640 (RPMI 1640), pyruvat
sodny, 2-merkaptoethanol od firmy Serva, ethanol 70%, ethylendiamintetraoctova
kyselina (EDTA), fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF), fetalni sérum od firmy
Invitrogen, kyselina chlorovodikova (HCI), glycerol, glycin, hovézi sérovy albumin
(BSA), chlorid draselny (KCI), chlorid sodny (NaCl), laurylsiran sodny (SDS),
Bromfenolova modF, kyselina fosforeCna (HsP0,4), leupeptin, nocodazol, penicilin,
peroxodisiran amonny (APS), polyethylenglykolsorbitan monolaurat (Tween 20),
proteinovy detekéni marker Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder (10 -
260 kDa) od firmy Thermo Scientific, Triton X-100, sodna sul 3-hydroxy-4-(2-
sulfo-4-[4-sulfofenylazo]fenylazo)-2,7-naftalenedisulfonové kyseliny (PONCEAU
S), streptomycin, tetramethylethylendiamin (TEMED), thymidin od spolecnosti
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M.G.P., tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) od firmy MP Biomedicals;
chemiluminiscencni SuperSignal West Femto od firmy Thermo Scientific, trypsin.

4.3 Roztoky

Pfi experimentalni ¢asti bakalarské prace byly pouzity nasledujici roztoky:

standardni kultivaéni medium RPMI 1640: médium Roswell Park Memorial
Institute-1640, doplnéném o 10% fetalni hovézi sérum, penicilin (100 1U/ml),

streptomycin (0,1 mg/ml) a L-glutamin (0,3 mg/ml);

kultivaéni medium pro sérovou nedostate€nost: meédium Roswell Park

Memorial Institute-1640, 100 IU/ml penicillin, 100 ug/ml streptomycin;

300 mM thymidin: thymidin, voda;

nokodazol 50 ug/ml: nocodazol, voda;

PBS: 137 mM NacCl, 2.7 mM KCI, 10 mM Na;HPO,4, 2 mM KH,PO4 (pH = 7,4);
TBS: 137 mM NacCl, 20 mM TRIS (pH = 6,8);

RIPA pufr: 20 mM TRIS (pH=7,4), 100 mM NacCl, 2 mM EGTA, 5 mM EDTA, 2
mM NaF, 0,2% Nonidet P-40 (pH=7,4), 1 mM DTT, 1 mM PMSF, 10 ug/ml
leupeptin, 10 ug/ml aprotinin;

5x SDS vzorkovaci pufr: 0,3 M TRIS (pH=6,8), 10% SDS, 50% glycerol, 0,05%

bromfenolova modf, 5% 2-merkaptoethanol;
elektoforeticky pufr: 25 mM TRIS, 192 mM glycin, 0,1% SDS;

Cinidlo Bradfordové: 0,01% Coomassie brilliant blue, 95% etanol, 85% kyselina

fosforeéna;
blotovaci pufr: 25 mM TRIS, 192 mM glycin;
blokovaci roztok: 5% BSA v TBS s 0,1% Tween 20;

Promyvaci roztoky pro metodu pritokova cytometrie: 1% BSA v PBS, 1%
BSA v PBS s 0,1% Tween 20, 0,5% BSA v PBS a2 M HCI s 0,5% Triton X-100.
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4.4 Protilatky

V experimentalni Casti bakalarské prace byly pozity mysi monoklonalni primarni
protilatky rozliSujici proteiny cyklin E (fedéni 1:500), cyklin B (fedéni 1:500), PARP
(Fedéni 1:20), PCNA (fedéni 1:500) a krali€i polyklonalni protilatka rozliSujici protin
Mcl-1 (fedéni 1:250) od firmy Santa Cruz Biotechnology, mysi monoklonalni
protilatku cyklin A (fedéni 1:250) od Dr. B. VojtéSka z Masarykova onkologického
ustavu v Brné Nasledné byly pouzity sekundarni protilatky k vizualizaci primarnich
protilatek. Sekundarni protilatky znacené kfenovou peroxidazou RAM/Pyx (fedéni
1:1000) a SWAR/Px (fedéni 1:1000) od firmy Sigma Aldrich.

4.5 Pouzita bunécna linie

Pro dané experimenty byla zvolena adherentni prostaticka bunécna linie C4-2
odvozena od kostni metastazy (Sigma Aldrich) (Pfitzenmaier a kol., 2003). Bunky
linie C4-2 byly kultivovany v kultivaénim médiu RPMI 1640 doplnéném o 10%
fetalni bovinni sérum, pyruvat sodny (1 mM), strepromycin (0,1 mg/ml), penicilin
(100 U/ml) a L-glutamin (2 mM) a kultivace probihala v atmosféfe 5% CO, pfi
teploté 37 °C.
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5 METODIKA

5.1 Kultivace, ovlivhéni nadorové linie, sklizeni a lyzace bunék

Buriky bunécné linie C4-2 urlené pro experimenty byly nejdfive rozdéleny do
Petriho misek a ponechany 24 hodin adherovat v kompletnim kultivatnim médiu
RPMI 1640. Kultivace probihala v inkubatoru pfi 37 °C v atmosféfe obsahujici 5%
CO,. Nasledné bylo médium vyménéno za médium uréené pro synchronizaci (bez
fetalniho séra, s 3 mM thymidinem nebo danymi koncentracemi nokodazolu 20

ng/ml, 40 ng/ml a 80 ng/ml, kde byly buriky ponechany po rlizné asové useky.

Buniky urCené pro analyzu na prutokovém cytometru byly sklizeny
trypsinizaci, pfeneseny do zkumavek a centrifugovany 5 minut pfi 1000 rpom 4 °C a
nasledné promyty PBS. Po nasledujici centrifugaci byly ziskané pelety
resuspendovany 100 pl filtrovaného PBS a za neustalého mirného vortexovani k
nim byl pomalu pfidavan 1ml ledové vychlazeného 70% ethanolu pro zafixovani

bunék. Vzorky byly uchovavany pfi -20 °C do dne analyzy.

Bunky, které byly ur€eny pro naslednou analyzu metodou western blotting
byly seSkrabany pomoci plastové Skrabky ze dna kultivaCnich misek, pfeneseny
do zkumavek a centrifugovany po dobu 10 minut pfi 1000 rpm a teploté 4 °C.
Nasledné byl pelet promyt roztokem PBS a vzorky centrifugovany po dobu 8 minut
pfi 1000 rpm a 4 °C. Po odsati supernatantu byly bunécné pelety uskladnény pfi -
80 °C.

Pro lyzaci bunék byl pouzit lyzaéni pufr RIPA. K burfikdm bylo pfidano
potfebné mnozstvi lyzacniho pufru (podle velikosti peletu), ve kterém byly Bunky
15 minut inkubovany a poté sonikovany ultrazvukovym homogenizatorem.
Nasledné byly vzorky centrifugovany po dobu 30 minut pfi 14000 rpm a teploté 4
°C. Supernatant byl odebran a ve vzorcich byla zméfena koncentrace proteinQ
spektrofotometrickou metodou Bradfordové (Bradford, 1976). Vzorky byly
nafedény lyzaénim pufrem na stejnou koncentraci, ke vzorkim byl pfidan 5x SDS

vzorkovaci pufr a vzorky byly denaturovany 5 minut pfi 95 °C.
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5.2 Elektroforéza SDS-PAGE, western blotting a imunoddetekce na
membrané
Metoda SDS-PAGE (sodium dodecy! sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)
byla provedena v diskontinualnim uspofadani kombinujicim 10% polyakrylamidovy
délici gel s 5% polyakrylamidovym zaostfovacim gelem. Principem této metody je
separace proteini o riizné molekulové hmotnosti ve stejnosmérném elektrickém
poli. Vzorky byly naneseny do jamek zaostfovaciho gelu, kde putovaly ve
vertikalnim usporadani po dobu cca 30 minut pfi napéti 80 V. Jakmile vzorky

pronikly do déliciho gelu, napéti bylo zvySeno na 120 V.

Separované proteiny byly metodou western blotting z déliciho gelu
pfeneseny na nitrocelulozovou membranu. Pfenos proteint byl uskuteénén v
blotovaci aparature Mini Trans-Blot Cell od firmy Bio-Rad pfi prochazejicim proudu
270 mA za neustalého chlazeni ledovymi bloky, po dobu 2 hodin. Nitrocelulozova
membrana s pfenesenymi proteiny byla obarvena v roztoku PONCEAU S a

roziezana podle molekulovych hmotnosti studovanych proteina.

Membrany byly nasledné odbarveny v roztoku TBS a preneseny do roztoku
5% BSA v TBS s 0,1% Tween 20, kde byly nasledné hodinu blokovany pfi
laboratorni teploté. Po zablokovani byly membrany oplachnuty v TBS a
inkubovany pres noc pfi 4 °C s primarnimi protilatkami. Po inkubaci byly promyty
v roztocich TBS a TBS s Tween 20 a nasledné hodinu inkubovany s nanesenymi
sekundarnimi protilatkami znacenymi kifenovou peroxidazou pfi laboratorni teploté.
Po uplynuti inkubace byly membrany opét promyty roztoky TBS a TBS s Tween
20. Nasledna vizualizace proteinl byla provedena metodou chemiluminiscence za
pouziti roztoku peroxid: luminol v poméru 1:1 a nasledného snimani CCD-

kamerou.

5.3 Pratokova cytometrie

Bunky fixované 70% ethanolem byly centrifugovany po dobu 8 minut pfi 1000 rpm
a 4 °C. Pelety byly nasledné promyty 1 ml filtrovaného PBS a opét centrifugovany
za stejnych podminek. Takto ziskané pelety byly resuspendovany v malém
objemu 1% BSA/PBS a za mirného vortexovani k suspenzi po kapkach pfidavan 1
ml 2N HCI/Triton X-100 (0,5%). Inkubace probihala pfi laboratorni teploté s ¢astym

protfepavanim 30 minut. Po skonceni inkubace byly vzorky centrifugovany pfi
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1000 rpm a 4 °C po dobu 8 minut a po odsati supernatantu byly buriky
resuspendovany, kvuli neutralizaci kyseliny, v1 ml 0,1M Na;B;0;.10H,0.
Nasledovala opétovna centrifugace za stejnych podminek, pelet byl
resuspendovan v 1 ml PBS s Tween 20. Po posledni centrifugaci byl supernatant
odebran, pelet resuspendovan v 1 ml filtrovaného PBS, k suspenzi bylo pfidano 10
Ml propidiumjodidu (10 pg/ml) a vzorky byly inkubovany 30 minut ve tmé pfi

laboratorni teploté.

Propidium jodid se vaze na molekuly DNA a po ozafeni svétlem o vinové
délce 488 nm dochazi k excitaci a nasledné emisi zafeni o vinové délce vétsi nez
560 nm, jejiz intenzita odpovida mnozstvi DNA v bunce. Vzorky byly analyzovany
s vyuzitim pratokového cytometru Cell Lab Quanta a analyzovany softwary

Quanta Collection a Quanta Analysis (firma Beckman Coulter).
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Synchronizace prostatické linie C4-2 pomoci sérové
nedostate¢nosti

Pohyb bunék bunéCnym cyklem vyzaduje pfitomnost exogennich rastovych
faktorl a nutriénich latek, které jsou obsazeny ve fetalnim séru. Fetalnim sérem
(5-10%) jsou tradicné obohaceny kultivaéni média pro kultivaci bunék in vitro.
Princip metody synchronizace pomoci sérové nedostatecnosti spociva v odebrani
tohoto fetalniho séra z kultivaéniho média. Pokles hladiny rastovych faktord a
nutrietd brani burfikam v rlstu a zastavuje je na po¢atku bunééného cyklu v G; fazi
(Davis a kol., 2001).

Experiment byl proveden za cilem ovéfeni synchronizace bunék v G; fazi
po odejmuti fetalniho séra. Buriky prostatické bunécné linie C4-2 byly ponechany
v kultivaénim mediu pro sérovou nedostateCnost po dobu 24, 48 a 72 hodin a
nasledné byly u bunék analyzovany relativni zmény obsahu DNA pratokovou

cytometrii.

Z dosazenych vysledkl vyplyva, Ze s rostoucim ¢asem dochazelo k naristu
poctu bunék v G; fazi, coz je patrné ze samotnych cytometrickych vystupt (obr. 2).
Toto tvrzeni bylo ovéfeno naslednou analyzou cytometrickych dat pomoci
pocitaCového programu Multicycle AV for Windows (Phoenix Flow Systems), s
jehoz vyuzitim bylo stanoveno procentualni zastoupeni bunék v jednotlivych fazich

bunécného cyklu (obr. 3).
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Obr. 2 Analyza bunécného cyklu bunék C4-2 synchronizovanych metodou sérové deprivace.
Asynchronni populace bunék kultivovanych v médiu za pritomnosti fetalniho séra a buriky

inkubované v médiu bez fetalniho séra po dobu 24, 48 hodin a 72 hodin.
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Obr. 3 Procentualni zastoupeni jednotlivych fazi bunééného cyklu bunék inkubovanych v médiu

bez fetalniho séra po dobu 24, 48 a 72 hodin v porovnani s kontrolni asynchronni populaci.

31



6.2 Synchronizace prostatické linie C4-2 thymidinem
Metoda synchronizace thymidinem je zaloZzena na obohaceni kultivacniho média o
thymidin, ktery ovliviiuje metabolismus deoxyribonukleotidt, ¢imz inhibuje replikaci

DNA a zastavuje cyklus v ¢asné S fazi bunécného cyklu (Uzbekov, 2004).

Standardni kultivaéni médium bylo u tohoto experimentu obohaceno o 3
mM thymidin. Burky linie C4-2 byly v takto upraveném médiu inkubovany po dobu

24 a 48 hodin. Nasledna analyza probihala metodou prutokové cytometrie.

Experiment jednoznacné potvrdil, ze bunky oSetfené thymidinem byly
blokovany v G,/S fazi jiz po 24 hodinach inkubace, coz dokazuji vytvorené

histogramy (obr. 4).
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Obr. 4 Analyza bunééného cyklu bunék C4-2 synchronizovanych thymidinem.

6.3 Synchronizace prostatické linie C4-2 nokodazolem
Nokodazol je znamy jako mikrotubularni jed. Bunky ovlivnéné touto latkou jsou
blokovany v G,/M fazi bunéfného cyklu z didvodu depolymerizace mikrotubulu,

¢imz je zabranéno vzniku mitotického vieténka (Urbani a kol., 1995)

Bunky linie C4-2, kultivované 24 hodin v kompletnim kultivacnim médiu,
byly ovlivnény nokodazolem o koncentraci 20, 40 a 80 ng/ml po dobu 16 a 24

hodin. Poté probéhla opét analyza pratokovou cytometrii.

Vysledky z analyzy bunécného cyklu dokazuji, ze po ovlivnéni bunék linie
C4-2 nokodazolem dochazi k narGstu poc€tu bunék v G,/M fazi. AvSak jak je z
histogramu a grafi procentudlniho zastoupeni bunék v jednotlivych fazich cyklu

jasné patrné (obr. 5 - 8), tato synchronizace neni zcela uplna. | pfi pouziti vysSich
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koncentraci nokodazolu a delSiho €asu pusobeni, velké mnozstvi bunék stale
zUstava v ostatnich fazich bunééného cyklu, tedy G; a S. Také zvysujici se pocet
bunék v sub-G; fazi mize byt nasledkem vedlejSiho toxického pusobeni

nokodazolu na C4-2 bunky.
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Obr. 5 Analyza bunééného cyklu asynchronni populace bunék C4-2 a bunék kultivovanych 16

hodin v pritomnosti riiznych koncentraci nokodazolu.
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Obr. 6 Analyza bunécného cyklu asynchronni populace bunék C4-2 a bunék kultivovanych 24

hodin v pfitomnosti riiznych koncentraci nokodazolu.
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Obr. 7 Graf znazorriujici procentualni zastoupeni jednotlivych fazi bunééného cyklu C4-2 bunék

ovlivnénych po dobu 16 hodin rdznymi koncentracemi nokodazolu (20 ng/ml, 40 ng/ml a 80 ng/mi).
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Obr. 8 Graf procentualniho zastoupeni jednotlivych fazi bunééného cyklu C4-2 bunék ovlivnénych

po dobu 24 hodin riznymi koncentracemi nokodazolu (20 ng/mi, 40 ng/ml a 80 ng/mi).

6.4 Studium exprese proteinovych markeru apoptozy

Hlavnim cilem puUsobeni synchroniza¢nich C¢inidel je dosazZeni zablokovani
buné&&ného cyklu, aniz by toxicky plsobily na ovliviované buriky. Z tohoto divodu
jsme analyzovali burniky kultivované bez fetalniho séra, v pfitomnosti nokodazolu a
thymidinu pomoci western blottingu. PfedevSim jsme se zaméfili na analyzu
exprese vybranych apoptotickych markert. Apoptéza, neboli programovana

bunécna smrt je mechanismus, ktery se vyznac€uje vyraznymi morfologickymi a
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biochemickymi zmé&nami. Tento proces slouzi k eliminaci bunék, které jsou
nevratné poskozeny, nebo jsou jiz v organismu nepotfebné. Pfi apoptdze hraji
nejvyznamnéjSi roli enzymy cysteinové proteazy tzv. kaspazy, které Stépi jiné
proteiny v proteolytické kaskadé (Alberts a kol., 2001; Tang a Porter, 1996). Pro
tento experiment byl zvolen $tépny fragment proteinu PARP-1(Poly(ADP-
ribose)polymerase), ktery je substratem kaspazy 3, hlavniho proteolytického
enzymu v apoptotické kaskadé (Gobeil a kol., 2001) a dale antiapoptoticky protein
Mcl-1.

Byl sledovan vyrazny narast hladiny Stépného fragmentu proteinu PARP-1
(obr. 9) po ovlivnéni nokodazolem, z Cehoz lze usuzovat, Ze ma na burky
prostatické linie C4-2 toxicky vliv. Dané vysledky koreluji s cytometrickou
analyzou, jelikoz jak bylo jiz zminéno vySe, po ovlivnéni bunék nokodazolem
dochazelo k narGstu populace v sub-G; a vysledek se tedy nezavisle ovéfil

metodou western blotting.

Pro dosazeni G,/M blokady se nokodazol prokazal jako nevhodné Cinidlo, a
to diky svym toxickym vlastnostem na buriky linie C4-2. Z jiz zminénych metod
(viz. teoreticka Cast) Ize vyuzit celou fadu Cinidel pro synchronizaci bunék v G,/M
fazi, av8ak pro citlivou prostatickou linii C4-2 by mozna bylo vhodnéjSi vyuzit
nékterou z fyzikalnich metod napfiklad setfepavani mitotickych bunék di

centrifugalni elutriaci.

Ctrl 24h
Noc 24h
FS 72h

Thy 24h

PARP1 — '
fragment

- — - ™ —— -
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Obr. 9 Hladina exprese proteini u bunék linie C4-2, které byly ovlivnény synchronizacnimi
metodami, konkrétné nokodazolem 40 ng/ml 24 hodin, médiem bez fetalniho séra 72 hodin a 3 mM
thymidinem 24 hodin. Pro ovéfeni rovnomérného naneseni proteinovych vzork( byla analyza
dopinéna detekci PCNA.



6.5 Synchronizace bunééné linie C4-2 a nasledné uvolnéni

z navozeného bloku bunééného cyklu
Pro tyto experimenty byly pouZity pouze pfistupy synchronizace sérovou
nedostate¢nosti a thymidinem, jelikoz indukce G,/M bloku nokodazolem nebyla

dostate¢na a nokodazol, jak bylo dokazano, pusobil na buriky linie C4-2 toxicky.

Bunky linie C4-2 byly uspésné zablokovany v G; fazi metodou seérové
nedostatenosti, aviak po vyméné média za kompletni médium s fetalnim sérem
nedoslo k opétovnému vstupu bunék do buné&ného cyklu. Jak je ziejmé z vystupl
provedené cytometrické analyzy (obr. 10), s rostoucim C¢asem nebyl pozorovan
synchronizovany vstup bunék do nasledujicich fazi bunétného cyklu. Proto by
mélo byt pro synchronizaci bunécéné linie C4-2 v G1 fazi zvazeno vyuziti nékterého
z alternativnich pfistupl. Studie pfibuzné prostatické linie LNCaP napfiklad
popisuji postup zahrnujici metodu synchronizace bunék isoleucinovou deprivaci,
ktera reverzibilné blokuje bunky v G; fazi cyklu, aniz by ovliviiovala jejich

zivotaschopnost (Cifuentes a kol., 2003).

Pfitomnost thymidinu v kultivaénim meédiu po dobu 24 hodin Uspésné
zablokovala bunéény cyklus. Nasledna vyména média za standardni kompletni
kultivaCni médium, méla za nasledek uvolnéni bunék z navozeného bloku. Buriky
s rostoucim €asem synchronizované vstupovaly do dalSich fazi cyklu (obr. 11),

nejdfive do S faze a nasledné do G,/M a dale.

Pro potvrzeni uspésné synchronizace thymidinem a nasledného uvolnéni
z bloku byla provedena analyza exprese hladiny cyklini metodou western blotting
(obr. 12). Byly vybrany cykliny nepostradatelné pro jednotlivé faze bunééného
cyklu. Cyklin typu A je nezbytny pro S fazi bunééného cyklu, béhem které se
syntetizuje. Nejvy8Si hladiny dosahuje v S/G, fazi, kdy v pribéhu G, je

degradovan proteolyzou (Malumbres a Barbacid, 2005).

Vysledky potvrdily pfedchozi tvrzeni tykajici se synchronizace thymidinem a
nasledného uvolnéni bunék ztohoto bloku. Na obr. 12 je zfetelna zvySena
exprese cyklinu A jiz po 4 hodinach od odejmuti thymidinu z kultivaCniho média,

tudiz buriky postupovaly do pozdni S faze a poté do S/G, faze.

Synchronizace prostatickeé linie C4-2 thymidinem se jevi jako idealni. Thymidin

bunky zablokuje v pozadované fazi, po jeho odmyti se blok uvolni a bunky
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synchronizované postupuji bunécnym cyklem. Navic, jak bylo prokazano analyzou

exprese apoptotickych markerl, synchronizace thymidinem neovliviuje viabilitu

bunék C4-2.
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Obr. 10 Analyza bunééného cyklu bunék C4-2 béhem procesu uvolriovani z bloku v G, fazi. Buriky

byly synchronizovany sérovou deprivaci a nasledné kultivovany raznou dobu v pritomnosti

fetalniho séra. Asynchronni populace je zde uvedena jako kontrola.
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Obr. 11 Analyza bunécného cyklu bunék C4-2 pfi procesu uvolriovani z thymidinového bloku.
Buriky byly inkubovany 24 hodin s 3 mM thymidinem a nasledné kultivovany riznou dobu

v kompletnim kultivacnim médiu. Asynchronni populace je zde uvedena jako kontrola.
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Obr. 12 Hladiny jednotlivych proteinti pfi procesu uvolriovani z bloku v S fazi po 24 hodinovém
vystaveni bunék thymidinu. Pro ovéfeni rovnomérného naneseni proteinovych vzorkt byla analyza
dopinéna detekci PCNA.
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7 ZAVER

Pouzitim nékolika nezavislych metod byly sledovany biologické ucinky tFi
vybranych postupu pro synchronizaci bunééného cyklu u prostatické bunééné linie
C4-2.

Z vysledku experimentu vyplyva, ze ze zvolenych synchroniza¢nich metod
byla pro studovanou bunéénou linii C4-2 nejvhodnéjSi metoda thymidinového
bloku zadrzujici bufiky v G;/S fazi bunéfného cyklu. Thymidin u bunék C4-2
uspésné indukoval blok bunéfného cyklu a po jeho odstranéni z kultivaéniho
média burfiky synchronizované vstupovaly do dalSich fazi cyklu. Z analyzy
apoptotickych markerl a z absence sub-G1 populace pfi cytometrické analyze
navic vyplyva, ze synchronizace bunék C4-2 thymidinem neovliviiuje jejich

viabilitu.

DalSi pouzitou metodou byla synchronizace sérovou deprivaci. Ta sice
zadrzela bunky v pozadované fazi (G, fazi), avSak po dodani kompletniho
kultivacniho média bunky nebyly schopny synchronniho postupu bunéCnym
cyklem a tato metoda se tedy prokazala jako nevyhovujici. Posledni testovanou
metodou byla synchronizace bunécného cyklu nokodazolem . Ovlivnéni bunék C4-
2 touto synchronizacni latkou sice indukovalo narast populace bunék v G2/M fazi,
avSak synchronizace populace nebyla uplna a velké procento bunék stale
zustavalo i v ostatnich fazich cyklu. Navic nokodazol u bunék C4-2 indukoval

apoptézu a tudiZ neni pro ucely synchronizace bunécného cyklu této linie vhodny.
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9 SEZNAM ZKRATEK

ALLN N-acetyl-leucyl-leucyl-norleucinal
APH Aphidicolin

BSA Bovine serum albumin

CAK CDK-activating kinase

CDK Cyclin-dependent kinase

CDP Cytidindiphosphat

Cip/Kip CDK interacting protein/ kinase inhibitory protein
CKI Cyclin-dependent kinase inhibitor
dCDP Deoxycytidine diphosphate

DNA Deoxyribonucleic acid

dNTP Deoxynucleotide triphosphate
DTP Doxycytidine triphosphate

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid
HMG-CoA 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-koenzym A
HU Hydroxyurea

IL-2 Interleukin 2

INK4 Inhibitors of CDK4

LOV Lovastatin

Mcl-1 Myeloid-cell leukemia 1

MTX Methotrexate

PARP Poly(ADP-ribose) polymerase
PBS Phosphate buffered saline

PCNA Proliferating cell nuclear antigen
PMSF Phenylmethylsulfonyl fluoride
RIPA Radioimmunoprecipitation buffer
RNA Ribonucleic acid
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RPMI 1640
SDS
SDS-PAGE
TBS
TEMED
TGF

TRIS

TTP

Roswell Park Memorial Institute-1640

Sodium dodecyl sulphate

Sodium-dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
Tris-buffered saline

Tetramethylethylendiammin

Tumor growing factor

Tris(hydroxymethyl)aminomethane

Thymidintriphosphate
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