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Souhrn

Zvysena geneticka nestabilita rakovinnych #uje ¢asto spojovana s repligaim stresem.
Replika&ni stres niZze byt zgisoben mnoha jSimi a vnitnimi faktory provazejicich
nadorovou transformacit@lkladana diplomova prace je zgsna na fipadnou spojitost
replikatniho stresu a zasadni &mou metabolismu glukdézy provazejiciét$inu
rakovinnych transformaci. Jedna seieghod oxidativni fosforylace k aerobni glykolyze.
Predpoklad, Ze energeticky nény proces replikace DNA #@ie byt pgechodem
na glykolyzu negativé ovlivnén, nebyl dosud detaénstudovan. Zpomaleni replikace,
napiklad latkami pimo interferujicimi s DNA polymerdzami, vede ke ggcké
nestabili€ projevujici se nagklad mitotickou fragilitou a expresi fragilnich shi Pokles
hladiny ATP, v dsledku poSkozeni systém oxidativni fosforylace, by mohl
u netransformovanych bekinterferovat s probihajici replikaci,iwbovat podobny efekt
a vyznama se tak podilet na vzniku a progresi nadorové faammce. Tato hypotéza byla
testovana kvantifikaci genetické nestability u \ai@ primarni lidské bwtiné linie
MRC-5, ve které byl chemicky naruSen proces oxwétfosforylace. Inhibici systéim
oxidativni fosforylace chemickymi inhibitory, bykkute&né indukovana mitoticka fragilita
a v rekterych gipadech i poSkozeni DNA interfaznich Bkn Mitoticka fragilita ani
poSkozeni DNA v interfazi neni prasgbdobré zpisobeno oxidativnhim stresem, jak
prokazala analyza 8-oxoguaninu, markeru oxidationgtresu. Naopak indukovana
dysfunkce mitochondrii vedla ke sniZeni produkceo téxidované formy jednoho
z hlavnich nukleotid. Inhibice oxidativni fosforylace navic agobuje i pokles replikace,

jak prokazala analyza b&meho cyklu u synchronizovanych lakn



Summary

The enhanced genetic instability of cancer cellsfien link to replication stress. Many
exogenous and endogenous factors involved in cam@arsforamation can cause
replication stress. This diploma thesis is focussmd possible connection between
replication stress and crucial change in glucostlbodism accompanying most of cancer
transformations. The change is based on a switoin foxidative phosphorylation to
aerobic glycolysis. The hypothesis that energy dwelimey process of replication DNA can
be negatively affected by glycolytic switch was stidied in the details yet. Generally
retardation of replication, for example by chenscahich can directly interfere with DNA
polymerases, leads to genetic instability such aotin fragility and expression of
common fragile sites. Similarly tThe decrease irPA&vel in non transformed cells as a in
consequence of a failure of oxidative phosphomtatsystems might interfere with
ongoing replication and cause similar effects pgoditing to origin and progression of
tumor transformation. This hypothesis was testedumntification of genetic instability in
chosen primary cell line MRC-5 in which process afidative phosphorylation was
chemically disrupted. Indeed, inhibition of oxidegiphosphorylation systems by chemical
inhibitors was cause mitotic fragility and in som@ses also DNA damage in interphase
cells. Neither mitotic fragility nor DNA damage inckd in interphase cells resulted from
oxidative stress which might proposed in case dbchiondria dysfunction as confirmed
by analysis of 8-oxoguanin, marker of oxidativeess. In contrary, inhibition of oxidative
phosphorylation decreased the level of this oxulimacleotides. In addition, inhibition of
oxidative phosphorylation caused also decreasephaSe progression as shown on FACS

analysis on synchronized cells.
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1 Uvod

Mitochondrie je semiautonomni organela eukaryotidohek, hrajici velmi dilezZitou
roli v energetickém metabolismu itky, pii starnuti biiky spojeném s produkci volnych
kyslikovych radikal a v procesu apoptozy. Mitochondrie jsou dvany jako buicné
elektrarny, zodposdné za produkci&tsSiny burgéného adenosintrifosfatu (ATP) v ie.
Tvorba ATP je z velk&asti zprostedkovana bufnou respiraci zaifiomnosti kysliku,
oxidaci redukovanych koenzymvznikajicich pi procesu glykolyzy v cytoplazén
U rakovinnych bugk dochazi k vyznamné zim¢ v burécném metabolismu, spojené
s inhibici mitochondrialni respirace @#ephodem na glykolyzu, ktera se tak stava hlavni
metabolickou drahou pro produkci energie ve fOATP.

V prvni polovirg dvacatého stoleti, Otto Warburg ve sv&qgni praci popsal zémy
bung¢né respirace ve spojeni s rakovinou a potenciabtdh@anizmus, vysilujici, jakym
zpusobem k &mto zmeénam v pfibéhu karcinogeneze dochéazi (Gogvadze et al., 2008).
Defekt bur¢né respirace v fbéhu karcinogeneze, vede u nadorovychduk presunu
tvorby energie na mérefektivni glykolyzu, respektive nadorovénby vyuzivaji k tvoris
ATP prevazre glykolyzu. Tento metabolicky zvrat je vyzna&novlivnén zmeEnou exprese
dulezitych onkogefi a tumor supresarregulujicich bu&nou proliferaci (Denko, 2008).
Glykolyza (metabolismus sachaijd metabolismus mastnych kyselin a autofagie jsou
drahy hrajici rozhodujici roli v naddorovém metabolu (Deberardinis et al., 2008).
Ackoliv je metabolicky zvrat, ozgavany jako aerobni glykolyza,ukkzitym znakem
nadorove biiky, jeho gimy vztah s nadorovou progresi nebyl dosud plojasrn.
Charakteristickym znakem néadorovych Bkije predevsSim nestabilita genomu. ZvySena
nestabilita genomu vyplyvad z genetickych é&m ztraty tumor supresir aktivace
protoonkogen, které naddorova hika kumuluje, a je takéasto spojovana s replikaim
stresem. Mutované formydhto geti poskytuji nadorovym hikam selekni vyhodu pro
pieziti a progresi nadoru.

Nadory vznikaji fivodré jako nevaskularizovana hmota se Spatnym zasobenim
Zivin a kysliku. Tyto nevyhodné podminky tgmbuji v tkdni nadoru vznik centralni
hypoxie. Vlivem hypoxie dochazi k expresi HtFltranskrigniho faktoru (hypoxia
induced factor &), ktery se vyrazh podili na nadorové angiogenezi (proces novotvorby

krevnich kapilar) a je tak&ijmym regulatorem butného metabolismu (Lee et al., 2007).



HIFlo je jednim z hlavnich regulator metabolismu cukr procesem glykolyzy u
nadorovych bugk, pozitivné regulujici expresi&tsiny geri s glykolyzou souvisejicich.
Tato diplomova prace je zahena na fipadnou souvislost defektu v higném
metabolismu a vzniku genetické nestability. Regé&®NA je energeticky velmi natoy
proces. U netransformovanych by pokles hladiny ATP mohl vidledku poSkozeni
systén oxidativni fosforylace interferovat s probihajieplikaci a zfisobovat tak efekt,

vyznamm se podilejici na vzniku a progresi nadorové tiamséce.
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2 Biologie nadoru

2.1 Charakteristické znaky tumorigeneze

Genomy vSech Zijicich organiZmjsou neustale poSkozovaryadou endogennich
¢i exogennich faktdr. Toto pisobeni je ozn#vano jako genotoxicky stres (GS).
NejbézrejSim exogennim GS je UV &ni. Vramci endogennich faktordominuji
produkce ROS, spontanni tvorba zlol@NA béhem VDJ (Variable, Diversity, Joining
genes) rekombinacefipmunitni odpoedi (Jackson and Jeggo, 1995; Jeggo et al., 1995)
a meziprodukty vzniklé ip replikaci DNA, jako jsou zpomalen& posSkozené replikani
vidlicky (Wyman and Kanaar, 2006). Tyto faktorirmo ¢i neptimo zpisobuji poskozeni
DNA a vedou k indukci tzv. genetické nestabilityetd je charakterizovana akumulaci
mutaci a ma za nasledek vznik rakoviny, starnutéba iznd degenerativni onemagern
(Kastan and Bartek, 2004).

V prabéhu tumorigeneze (vznik nadoru) dale dochazékolika vyznamnym zrgnam,
které zajiguji transformovanym hikdm selekni vyhodu. Tyto zrény umo#uji nagiklad
sokstainost v fistovém signalingu, bikky neodpovidaji na signaly, indukujici zastaveni
rastu, na signaly indukujici programovanou &tmou smrt (apoptézu). Repli&ai
potencial transformovanych btknje neomezeny, pronikaji do okolnich tkani, metasji,

a indukuji tvorbu vlastniho cévniho zasobeni presesadorové angiogeneze (Hanahan
and Weinberg, 2000) (Obrazek). DalSi vyznamnou alteraci viiehu nadorové
transformace je zvrat v b&ném metabolismu. Biky potebuji pro svou proliferaci
dostaténé mnozstvi energie ve fo&\TP, rychlou syntézu nukleoiid lipida a proteiti.

U zdravych buik je wtSina ATP produkovana v mitochondriich oxidativosforylaci.
U burgk nadorovych je v3ak tvorba energie zabéepa mén efektivni glykolyzou.
Glykolyza se tak stava hlavni metabolickou drahegutujici nadorovy metabolismus
(Burhans and Weinberger, 2007). Mechanizmus vzgiuetické nestability v souvislosti
s nadorovym metabolismem neni dosud detagrostudovan. Je mozné, Ze iipad
nedostatku kysliku a dalSich nezbytnych Ziviteghdzi netransformovana ika na
glykolyzu, a to v dsledku, vlivem nedostateé produkce energie ve foémATP,

zpasobuje genetickou nestabilitu a/nebo replikestres, podilejici se na tumorigenezi.
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Sustained
angiogenesis

Obr. 1 Spoléné znaky tumorigenez¥ pribéhu nddorové transformace ziskavajiiky riiznymi
mechanizmy-adu seleknich vyhod, podporujicich progresi naddoru. Tytoek&ii vyhody jsou
spole’né pro ¥tSinu nadoii. Prevzato z (Hanahan and Weinberg, 2000).

2.2 Nadorovy metabolismus

O metabolickych zgmach nadorovych bwk se poprvé zniuje nimecky biolog
a nositel Nobelovy ceny Otto Warburg ve 20 lete@hstoleti. Jeho studie pagdukazaly,
Ze nadorové hiky preferuji @i tvorbé energie ve forfa ATP glykolyzu, namisto
oxidativni fosforylace, cozZ je paradaxmére (icinn4 metabolicka draha pro produkci ATP
(Gogvadze et al., 2008). Nadorovaika také systematicky zvySujéijem glukézy. Tento
jev je dnes oznmvan jako ,Warburgv efekt‘. Warburg pedpokladal, ze zvySentipnu
glukézy a pechod na mén efektni glykolyzu je zfisoben dysfunkci mitochondrii
a tim i bugcné respirace. Studium moznych alteraci oxidatiwsfdrylace odhaluje,
Ze nadorové hiky negativié reguluji katalytickou podjednotku ATP syntdiF1 (Lopez-
Rios et al., 2007). Inhibice oxidativni fosforylaokgomycinem (inhibitor ATP syntazy,
podjednotky b, viz déle) u bugk plicniho karcinomu, vedla k vyraznému zvySenbhef
glykolyzy, jak se také Warbuilg efekt ozn&uje. Nadorové bitky mohou tedy fechazet
na glykolyzu v reakci na supresi oxidativni fosfage v mitochondriich (Lopez-Rios et
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al., 2007). Warburity efekt a s nim spojeny vySsfijpm glukdzy byl prokdzan u mnoha
typt né&doii pozitronovou emisni tomografii (FDG-PET) pomodiofiodeoxyglukozy
(Hawkins and Phelps, 1988; Lopez-Rios et al., 2007)

Vysoka hladina glukézy, prokazana u nadorovychékumoskytujeiadu sele&nich
vyhod. Oxidativni fosforylace je co do produkce Adfektivrejsi, naproti tomu, glykolyza
je rychlejSi zjisob tvorby ATP. Nadorové kilay pri své proliferaci patbuji rychly giisun
energie, proto rive byt tvorba ATP pomoci glykolyzy vyhodna (Pfeiffet al., 2001).
V piipact, Ze buiky prejdou do stavu aerobni glykolyzy, mohotefivat v podminkach
s menicim se mnozstvim kysliku. V podminkach hypoxieZicaexprimuji transkripni
faktor HIFlo, ktery se také vyraznpodili na progresi nadoru a metabolickém zvratu
(Allen et al., 2006; lyer et al., 1998), viz daléyhodou nize byt také vysoka produkce
laktatu jakozto kon@ého produktu aerobni glykolyzy. Kyselé podminkykmprostedi
tlumi imunologickou odpoxd’ (Fischer et al., 2007; Koukourakis et al., 20063dorové
buinky mohou metabolizovat glukézu pomoci pentdéza tosi#ho cyklu. Vytvéi se
nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH), kfemimo jiné, misobi jako antioxidant
a shizuje tinek chemoterapeutik (Gatenby and Gillies, 2004$atnou vyhodou je také
vyuziti meziproduki glykolitické drahy k anabolickym reakcim. Glukogdesfat je
nagiklad vyuzita k tvor® glykogenu, pyruvat k tvogbalaninu¢i malatu. Charakteristicka
je M2 embryonicka izoforma pyruvat kinazy (PK), dgforylujici fosfoenolpyruvat (PEP)
na pyruvat. Tato izoforma, ha@jrexprimovana v nadorovych fikach, je méa aktivni nez
izoforma v dosplé tkani (Christofk et al., 2008).

Produkce ATP progdnictvim glykolyzy je zéavisla na hladingluk6zy v okolnim
mikroprostedi. Mér (cinny metabolismus nadorovych kiknmusi gijmout mnohem

vice molekul glukozy nez lalty zdravé tkaa (Casciari et al., 1992).

2.2.1 Vliv hypoxie a HIF1 na metabolismus nadorovych buik

Jeden z hlavnich a nejlépe prostudovanyétiodi metabolického zvratu je spojen
s fyziologickym stresem, t¥@im se uvnit nadoru. Dokud si primarni nador nevyivo
vlastni cévni zasobeni, je jeh@st omezen v zavislosti na limitované difizi kysliku
z okolnich cév. Uvnitnadoru se tvd hypoxické oblasti (nizka hladina kysliku), acidéz
a zvyseny tlak intersticialni tekutiny (Milosevita., 2004). Spatné cévni zasobeni je také
spjato s nizkou hladinou Zivin a naopak zvySenatitomnosti odpadnich latek
(Dasu et al., 2003). Vreakci na tyto hiegpivé podminky biky exprimuji hypoxia

inducibilni faktor 1 (HIF1) (lyer et al., 1998). HL je heterodimericky transkipi faktor,
13



skladajici se z ap podjednotky. Po aktivaci se HIF1 translokuje dodného jadra, kde
se vaze na hypoxii-odpsané useky (hypoxia responsible elements, HRE) akine
transkripci gefi souvisejicich s nadorovou angiogenezi, invaziyibmecnym pgrezivanim
a gluk6zovym metabolismem (Kunz and Ibrahim, 200@ng et al., 1995).

Transkrigni faktor HIF1 byl @ivodné studovan v souvislosti se snizenym obsahem
kysliku, dnes je vSakigjmé, Zze HIF1 je regulovan i jinymi faktory, jakeou aktivace
onkogeri ¢i ztrata funkce tumor supresorovych @erHladina HIF1 se v nadorovych
bunkach zvySuje najklad po aktivaci onkogeénRas SRGC PI3K, nebo ztrat tumor
supresorovych gén jako jsou VHL (von Hippel-Lindau) ¢i PTEN i v piipac
normoxickych podminek (Maxwell et al., 2001a; MaXvet al., 2001b).

Nejvétsi funkeni skupinou geidn, konzistents regulovanych HIF1 transkridpim faktorem
v fack burg¢nych typi, jsou geny souvisejici s gluk6zovym metabolisméef et al.,
2006; Fulda and Debatin, 2007). HIF1 pozitiveguluje expresi transporténezbytnych
pro vstup glukézy do buk (nagiklad GLUT1) (Airley et al., 2001), enzyirglykolytické
drahy (napiklad fosfofruktokinaza 1, PFK1) (Minchenko et ak002) a enzyin
Zpracovavajicich pyruvat.

Navic, hypoxie sama o sélnize mit gimy vliv na progresi nddoru, a to skrzersir
replikatniho stresu, ktery byl prokazan zvySenou exprasitkZnych fragilnich mist (viz
dale) (Coquelle et al., 1998). Mechanismus induka@gikatniho stresu v podminkach
hypoxie neni dosud znam, mohl by vSak souvisetdsstaténosti systérin oxidativni
fosforylace a tedy s poklesem ATP. Jinymi slovy dwip by mohla v biice vyvolavat
podobny efekt, jako chemickd inhibice oxidativnisflirylace, ktera je hlavnim

vyzkumnym zajmem této diplomové prace.
2.3 Bunééna odpokd’ na poskozeni DNA a repliké&ni stres

2.3.1 Odpovéd’ buiiky na posSkozeni DNA

Jak jiz bylo zmigno, buika podléha derinfadé faktormi, které gimo ¢i nepimo
poSkozuji DNA, za vzniku mnoha t§pDNA lézi. Nekteré tyto léze mohou vznikat
v pribéhu fyziologickych proces jako jsou nafiklad DNA replikace, hydrolytické reakce
nebo neenzymatické metylace. Vyznamnym zdrojem queiki DNA jsou také chemické
latky, které mohou Zjsobovat nespravné parovani bazi, blokaci DNA repkk a
transkripce, ztratu bazi vznik jedndettzovych zlonti DNA (SSB, single strand break).
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Fyzikalni faktory, nafiklad ionizujici¢i ultrafialové zdeni, byvaji také mozZnoutiginou
vzniku jedndgetzovych zloni. V pripac, Ze dojde k poSkozeni DNA, tka aktivuje
mechanizmy, jednothnazyvané jako odp&d’ na DNA poskozeni (DDR, DNA damage
response), detekujici DNA léze a zptedkovavajici jejich opravu (Harper and Elledge,
2007; Harrison and Haber, 2006). Odgdivna DNA poskozeni je seasti mechanizii
ozna&ovanych jako aktivace kontrolnich higdtzv. ,checkpoini®, které monitoruji
strukturu chromozdéiha koordinuji opravu DNA a progresi bigmym cyklem.

Pokud dojde ke vzniku dvou SSB v bezpfedhi blizkosti nebo replikai aparat
narazi na SSBi jinou lézi (viz Obrdzek3), vznikd na molekule DNA nejnebezejsi
forma DNA poSkozeni, tzv. dveettzovy zlom (DSB, double strand break) (Lindahl and
Barnes, 2000). iitozert se dvoiettzové zlomy vyskytuji jako s@ast funkce
topoizomerazy Il a ve VDJ rekombinantnim systémunigezodpo¥dnych za
imunologickou odpo&d’ (Pergola et al., 1993; Sancar et al., 2004).

Existuje rkolik typd mechanizmi opravy DNA poSkozeni, vzhledem k druhu
vzniklého posSkozeni. Mezi hlavni mechanizmy DDRftipaesekce poskozenych bazi
(BER, Base Excision Repair), resekce sekvence atidte (NER, Nucleotide Excision
Repair), homologni rekombinace (HR, Homologous Rdmnation) ¢i nehomologni
spojovani koné (NHEJ, Non-Homologous End-Joining) [shrnuto v (Saret al., 2004)].
Oprava BER mechanismem je zahajena rozpoznaninopes& baze DNA glykosylazou.
Dochazi k odstraimi poskozené baze, vzniku abazického mista, keepozdji pomoci
nukleazy, polymerazy a lighzy opraveno. BER se tak@latiuje pi opraw
mitochondrialnni DNA (mtDNA) zfisobené nagklad oxidativnhim poSkozenim (David et
al., 2007).

NER se vyznéuje Sirokou substratovou specifitou. Hlavnim znak®l&R je

schopnost vysizeni oligonukleotidu o 22-30 bazich. Vznikla jedetzova DNA je
nasledd dopolymerizovdna za pomoci repldkaho proteinu A (RPA) a PCNA
(proliferating cell nuclear antigen) a zligovangélzou (He et al., 1995).
Pti opravach DSB hraji kbvou roli homologni rekombinace a NHEJ. Oprava pomo
NHEJ probiha v ramci celého bismého cyklu. HR je aktivni v S a v G2 fazi, kdy viu&
piitomnosti homolognich sekvenci na sesterskych catidach (Lieber, 2008; San Filippo
et al., 2008) .

U NHEJ je DSB rozpoznan heterodimerem Ku, kteryeddiZze a aktivuje protein

kinAzu DNA-PK, ktera rekrutuje a aktivuje enzymypsti konce vlaken (end-processing
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enzymes), vzniklé dvdetzovym zlomem, DNA polymerazu a ligdzu. Tento
mechanizmus vzdy figobuje delectasti opravované DNA.

Homologni rekombinace je vzdy iniciovana tvorbodneettzové DNA. Zahajeni
opravy pomoci HR je doprovazeno aktivaci MRN (MRERAD50-NBS1) komplexu.
Nasleduje sled &, katalyzovany RAD51, BRCA1 a BRCAZ2 proteinyj pémz dochazi
k parovani komplementarni¢ettzci DNA, a za pitomnosti polymeréz, nukleaz, helikaz
a dalSich komponent dochazi k ligaci (Bartek anklals,i2007).

2.3.2 Funkce ATM a ATR kinaz v buné¢éné odpowdi na poskozeni DNA

Klicovymi proteiny v signalizaci DDR a checkpointovépowdi jsou v savich
bunkach ATM (ataxia-telangiectasia mutated) a ATR (ARMD3-related) protein kinazy
(Durocher and Jackson, 2001; Trenz et al., 20068MAa ATR jsou z hlediska funkce
a biochemické struktury velmi podobné kinazy.éQbou relative velké proteiny se
sekverini homologii a ob fosforyluji substraty na serinovych (Ser) a/netsmninovych
(Thr) reziduich. ATM a ATR kinazy aktivujfadu substrdét podilejicich se na oprav
DNA, zastaveni progrese bttmym cyklem (funkce checkpointu) a dalSich procesech
souvisejicich s opravou posSkozené DNA. Kazda zzijeavSak preferemé aktivovana
jinym typem poSkozeni. ATM kinaza, gen, mutovanylidgkém onemoami
ataxia-telangiectasia (AT), je nezbytny jiciaci signalnich drah po vystaveni by
ionizujicimu zé&eni (IR) a dalSim faktédm indukujicim dvoiettzové zlomy v molekule
DNA (Lavin, 2007; Marcelain et al.,, 2005). Druhouayni kinazou zapojenou
v checkpointové odp@di je ATR. Aktivaci ATR indukuje fitomnost jedntetzove
DNA. Ta miZze vznikat nafiklad gi replikacnim stresu, f opraw dvourettzoveho zlomu
v pribéhu homologni rekombinace afipozaeni buiky UV z&enim (Durocher and
Jackson, 2001; Marcelain et al., 2005).

Hlavnimi cilovymi proteiny signalizace ATM a ATRgs protein kinazy CHK1
(checkpoint kinase 1), aktivovana ATR, a CHK2 (dtpesnt kinase 2), aktivovana ATM.
NejdilezitejSimi substraty CHK1 a CHK2 kinaz jsou Cdc25A fdéfa, zodpoddna za
tzv. akutni checkpointovou odp&l? a p53 protein podilejici se na tzv. op&xél
checkpointové odpadi. Fosforylace Cdc25A fosfatazy nakolika serinovych reziduich
vede k ubiquitinaci a proteazomy zptestkované degradaci tohoto proteinu. Degradace
Cdc25A brani aktivéni defosforylaci cyklin dependentnich kinaz 1 aCDK1 a CDK2)
timto proteinem a Zjsobuje zastaveni progrese Btmym cyklem (Sorensen et al., 2003).

Druha signdlni draha, tzv. opad checkpointova odpé#, zahrnuje fosforylaci p53
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proteinu CHK1 a CHK2 kinazami (na Thrl8, Ser20 azn@ i dalSich reziduich)
a také pimo ATM/ATR kinazami na Serl5. (Shieh et al., 200DpISim vyznamnym
proteinem regulovanym ATM/ATR kindzami je Mdm2 peiot, ubiquitin ligaza,
zprostedkovavajici degradaci p53 proteinu pomoci protedizoFosforylace Mdm2
proteinu brani vazbna p53 a tim jeho degradaci (Khosravi et al., 1999

Vyraznou roli v DDR hraje také chromatin, kterywj@ripact opravy poskozené DNA
reorganizovan. Nejlépe popsanou modifikaci je ATMIRXDNA-PK zprostedkovana
fosforylace histonu H2AX, varianty histonu H2A, naerinu 139, v blizkosti
dvouetzového zlomu (Falck et al., 2005; Yu et al., 2008)sforylovany histon H2AX,
ozna&ovany jakoy-H2AX, slouzi jako platforma pro navazani dalSicateini nezbytnych
pro spravné dokafeni opravného mechanizn{63BP1, MDC1 a BRCA1) (Bartek and
Lukas, 2007; Falck et al., 2005; Yu et al., 2006H2AX je uzndvanym markerem DNA
poskozeni formou DSB (Falck et al.,, 2005; Yu et &006) formou DSB a jeho
imunohistochemicka detekce byla vyuzZivana v préktigasti této prace, pro detekci a
kvantifikaci DSB.

2.3.3 Tvorba reaktivnich kyslikovych radikal i a oxidativni stres

Metabolismus mitochondrii je obecspojovan s produkci tzv. reaktivnich kyslikovych
radikai. Reaktivni kyslikové radikaly (reactive oxygen &ps, ROS) vznikaji
u eukaryotnich butk jako meziprodukty mitochondridlni respirace i@di se
k nejvyznamgjSim endogennim faktdm, poSkozujici DNA. Bblizn¢ 2% molekularniho
kysliku spotebovaného hikou v pifibéhu respirace jefpvedeno na superoxid, anionovy
radikal a prekurzor produkce ROS (Turrens, 2003).normalnich podminek je jedna
molekula kysliku redukovanatyimi elektrony na d¥ molekuly vody. Reakce je
katalyzovana komplexem IV elektron transportnié®zce, cytochrom ¢ oxiddzou (COX).
Ve vétSine tkani jsou primarnim zdrojem ROS redoxni kompleksktron transportniho
retézce mitochondrii (elektron transport  chain, ETC) orfiplex I
a Ill), produkujici elektrony, které mohou reagogamnolekularnim kyslikem za tvorby
superoxidu. Redukce kysliku jednim elektronem jemtelynamicky vyhod§Si pro
vétSinu oxidoreduktaz ETC. ROS oxiduji proteiny, dipii nukleové kyseliny, a pokud
nejsou biikou odstrasny, poskozuji Zivotaschopnost itky. Bunka produkujeiadu
antioxidanti, zabraiujicich ®&inku ROS. Nerovnovaha v produkci ROS a jejich
odstraiovani antioxidanty, ozravana jako oxidativni stres, jefifpmna u mnoha

onemockni, Wetrg malignich nadorovych onemagm. Mitochondrie je neptSim
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producentem ROS a mitochondrialni DNA (mtDNA) je&kéanejblizSim tefem. Mira
poskozeni mtDNA je vzhledem k blizkému uranét ETC a nefitomnosti histof a
vétSiny opravnych mechanizmaz 20 krat vysSi nez u jaderné DNA. Oxidativnestr
zpusobeny produkci ROS, je praygbdobré také hlavnim zdrojem nestability mtDNA,
vedouci az k dysfunkci mitochondrialni respiracet@ze mtDNA kédujeradu proteit
nezbytnych pro spravné fungovani ETC a produkci Ad¥dativni fosforylaci. ROS
indukuji na DNA (¢etre jaderné) vznik Sirokého spektra lézi, mezi ktes&i pagiklad
oxidované baze, zlomy DNA nebo abazickd mista. idamt dochazi u vSecletyr
nukleotidovych bézi obsazenych v DNA, ¢&gtji jsou vSak oxidovany guanin a adenin
za vzniku 8-oxo-guaninu/adeninu (8-oxoG/A). (Dizatglu, 1991; Klungland and Bjelland,
2007) (Pozn.: Imunohistochemicka detekce 8-oxo-muabyla vyuzita v této praci pro
detekci miry oxidativniho stresu na jaderné DNA undk exponovanych chemickym
latkam, interferujicim s oxidativni fosforylaci)é¥ina &chto |ézi je opravovana bazovou

excizni reparaci (base exciton repair, BER) (Da&tidl., 2007).

2.3.4 Replikaéni stres

ZvysSena genetickd nestabilita rakovinnych #unje ¢asto spojovana s replikaim
stresem. DNA replikéni stres (RS) je definovan jako neefektivni DNAlikgce, kterou
zpusobuje zpomalenéi zastaveni progrese replikdch vidlicek, z nejtiznéjSich gicin
(Burhans and Weinberger, 2007). Existufada fakto#i, souvisejicich s indukci
replikatniho stresu, a zépplynouciho poskozeni DNA. Mezi hlavntiginy pati sniZzeni
hladiny volnych dinukleotidtrifosfat(dNTP), prekurzar syntézy DNA a zrny v expresi
proteini, podilejicich se na syntéze dNTP nebo samotnézaynDNA (Burhans and
Weinberger, 2007). Déle abnormalni mira iniciacglikace v oblasti replikénich
pocatki, jako je napiklad tzv. hyper DNA replikace wvidledku aktivace &kterych
onkogeri (Di Micco et al., 2006). RS také indukuji DNA pazkijici 1éze, pedstavujici
problém pro postup replikai vidlicky (fotoprodukty, aberanth navazané proteiny,
aberantt kovalent& proteiny, interkalujici chemické latky a chemidiééky kovalentg
vazané na DNA). Specifickym zdrojem RS jsdirqzere se vyskytujici sekundarni DNA
struktury (disledek specifické sekvence nukled@)id vyZzadujici aktivitu specifickych
helikaz. Jiz zmiovana kzna fragilni mista jsou bohata péava tyto sekundarni struktury
(Glover et al., 2005)t, viz dale (Obrazak
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Obr. 2 Hlavni gFi¢iny vzniku replika’niho stresu(Burhans and Weinberger, 2007)

Pokud replikani vidlicka narazi na jedrettzovy zlom v prag replikované DNA,
dochazi k transformaci jedfezoveho zlomu v dvaettzovy. Probihajici replikace se tak
stava nej¥tSim endogennim zdrojem vysoce mutagennich DSBofiazek3). Obecs je
DNA replikatni stres povaZzovan za hlavni zdroj genomické ingtala tedy i hlavni
pri¢inou vzniku nddorovych transformaci (Branzei antfip 2009).

Obr. 3 Fen¥na jednaetézového zlomu na dvaetézovy v dsledku probihajici replikacekrizek

ozna'uje misto zlomu na templatové DNA
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2.3.3.1 ATR signalni draha

Aktivace ATR signalni drahy se zda byt, na rozdil aktivace ATM signalizace,
primarre spjata s replikenim stresem. Jedna se dsbbdek pitomnosti jedntettzové
DNA (single stranded DNA, ssDNA), ktera viime, jako aberantni struktura, provazejici
pievazre problémy s replikaci DNA. Jedreitzova DNA vSak mize vznikat i v pipact
pribéhu opravy DSB, pomoci homologni rekombinacefisiedku procesu tzv. resekce.
Vtomto pipad je ssSDNA generovana upobenim meiotického rekombitrdho
proteinu 11 (MRE11), konkrétnjeho exo- a endonukledzovou aktivitou. MRE11l je
souwasti MRE11-RAD50-Nijmegen breakage syndrome prateln (NBS1), ktery je
zapojen v procesu resekce DNA kéncpribéhu opravy pomoci HR (Sartori et al., 2007).
Tento zmisob aktivace ATR je vSak prima&rpodmirgn aktivaci ATM, ktera proces
resekce iniciuje, skrze fosforylaci NBS1 (Falck at, 2005). Samotny mechanizmus
aktivace ATR spéiva v navazani ATRIP (ATR interacting protein) hetkmeru na
replikacni protein A (RPA), ktery ssDNA obaluje. (Cortezagt 2001) Na aktivaci se dale
podili protein TOPBP1 (Bartek and Mailand, 2006ktidovand ATR fosforyluje celou
fadu substrdit z nichz nejdlezit¢jSi je CHK1 protein kindza, kterd je zodgdwa za
G2/M blok buré¢cného cyklu, a tedy za checkpointovou funkci cel@RAdrahy.

Spekuluje se, Ze ATR j&sté&n¢ konstants aktivovana v pibéhu celé replikace, jako
dusledek pitomnosti sSDNA provazejici rozvijeni dvojitéhoiralDNA aktivitou helikaz.

a také v dsledku opo#'ujici se syntézy DNA pomoci Okazakiho fragnmie(Bhechter et
al., 2004). Skrze tuto skuteost se zda byt ATR nezbytna pro spravigchod mezi S a M
fazi burgcného cyklu. Nepostradatelna funkce ATR vSakiZen spdivat i v jiném
mechanizmu, souvisejicim s poSkozenim DNA tbphu replikace. Bylo dokazano, ze
béhem replikace DNA rize byt jiz zmhovana pitomnost &¢Zko replikovatelnych Usék
DNA nefeSitelny problém pro biku postradajici ATR protein kindzu (Cimprich and
Cortez, 2008). Tato funkce ATR drahy, spojovan®t&os aplikovatelnymi useky DNA
je detailrt diskutovana v kapitole zaifujici se na expresi¢hnych fragilnich mist, viz

dale.

2.3.3.2 Exprese k&znych fragilnich mist

Studium replikéniho stresu prokézalo, Ze aberace, indukované riaktpisobujici
replikani stres, mohou byt specifické praite casti genomu. DetaitjSi strukturni studie
ukazaly, Ze se jedna o DNA se specifickou sekundstrokturou. \étSina €chto €zko

replikovatelnych mist kolokalizuje s fenoménem titoticke fragility, ktera se projevuje
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zlomy a trhlinami ve specifickych oblastech mit&fich chromozor. Tyto oblasti jsou
ozna&ovany jako Bzna fragilni mista (common fragile sites, CFS) (urand Glover,
2007). Fragilni mista byla objeven# ptudiu metafaznich chromozdntidskych burk,
vystavenych specifickym stresovym podminkam. Maodi chromozomy buik, travenych
inhibitory replikace, nafiklad aphidicolinem (mechanizmu<tidgku viz kapitola 2.4),
v koncentracich, které zpomaluji, ne vSak zastguajtes replikace DNA, vykazuji zlomy
¢i trhliny, pozorovatelné mikroskopickou analyzowtl&erland, 1977). Tyto specifické
lokusy v lidském genomu jsou velice nachylné keikizrgenetické nestability (je zde
vySSi pravdpodobnost vzniku zlofy translokaci a jinych forem aberaci, nez je
piedpokladano, na zaklasahodné distribuce). Na mechanizmu exprese frigbilmist se
z velkeé casti podili ATR signalni draha (Casper et al., 30Jak bylo prokazano
genetickou manipulaciétsiny jejich komponent (viz ObrazeR. Celkem bylo objeveno
vice nez 80 fragilnich mist v normalnim lidském g, indukovanych aphidicolinem
(viz Obréazeks). DalSi fragilni mista jsou indukovana jinymi chigéliemi (HU, BrDU),
piipadreé se vyskytuji pouze u zlomku populace.

Z pohledu této diplomové prace je zajimave, Ze takéeré formy metabolického
stresu, jako je deficience folatsi tymidinu, ale také hypoxie, mohou potencovat
specifickou expresi fragilnich mist (Coquelle et 4098; Durkin and Glover, 2007; Zhu et
al., 2006). Tebaze mechanizmus exprese fragilnich mist, v podaaitotickych zlon,
neni dosud fesr¢ znam, lze takto vyrazného fenotypu vyuZzit k maimigu miry
replikatniho stresu. Za timtoc¢élem se uziva specializovanych cytogenetickych deto
z nichz rkteré byly pouZzity i v praktickétasti této diplomové prace, v souvislosti
s prokazanim zvySeného repltkého stresu u butk exponovanych latkam, interferujicim

s oxidativni fosforylaci.
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Obr. 4 Model vysétlujici podil ATR drahy na expresidinych fragilnich mistDefekty v
proteinech dastnicich se opravy DNA zlégra/nebo checkpointové odgoW zapicinuji
nedostaténou opravu a/nebo kontrolu DNA 1ézi. ,Unikajici“dé jsou picinou fragility

manifestované v mitdze (Casper et al., 2002).
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Obr. 5 Rehled CFS indukovanych aphidicolinem v rdmci liddk& idiogramy modré Sipky
oznauji mére ¢asta mista exprese CF&rvené Sipky ozwaji casta mista exprese CFSepzato
Z (Richards, 2001).
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2.4 Chemikalie ovliviiujici bunéény metabolismus

Pro praktickou ¢ast diplomové prace, bylo vybranoskolik chemickych latek,
ovliviujicich oxidativni fosforylaci mitochondrii, hladinintracelularnino ATP replikaci
a miru oxidativniho stresu.ddlem uziti &chto latek bylo zpravidla navodit podminkyj p
kterych buika nebude moci vyuzit oxidativni fosforylaci, jakdavni zdroj produkce
energie ve forh ATP. Nedostatek energie by potomustedku mohl negativhovlivnit
nékteré energeticky nataé procesy, jako jsou replikace a/nebo oprava DN&ko
pozitivni kontrola ve smyslu indukce repliékaho stresu byl vybran aphidicolin a jako
induktor oxidativniho stresu, ktery séasto vyskytuje ve spojitosti s dysfunkci
mitochondrii, byl vybran doxorubicin. Jednotlivé echikdlie a mechanismus jejich
pusobeni jsou fedstaveny v nasleduji¢asti.

24.1 Rotenon

Rotenon je heterocyklicka sléenina ¢asto uzivana jako insekticid, akaricid
(skupina latek uenych k hubeni roztd) a piscicid (skupina latek ¢égnych k hubeni ryb).
Toxicita rotenonu je zaloZzena na inhibici mitochodlthi respirace, z toho vyplyvajici
snizeni ATP produkce a tvarliROS. Konkréta rotenon blokuje NADH oxidaci NADH
ubiquinon oxidoreduktdzového komplexu (komplex |1@ET(Chauvin et al., 2001).
Rotenon je také znam jako inhibitor kiné proliferace skrze depolymerizaci
mikrotubuli. P koncentracich 0,2 £+ 0,AM a 0,4 £+ 0,1 uM, depolymerizuje mikrotubuly
mitotického weténka u bugnych linii HeLa a MCF-7 (Srivastava and Panda, 2007
Deficience funkce komplexu | je asociovan&gadou neurodegenerativnich onem#dn

mezi které pat nagiklad Parkinsonova choroba (Betarbet et al., 2002).
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Obr. 6 Strukturni vzorec rotenonprevzato z http://www.sigmaaldrich.com)

2.4.2 Malonat

Malonat funguje jako kompetitivni inhibitor b&mé respirace (Beal et al., 1993).
Mechanizmus spidva ve vazb na aktivni misto sukcinat dehydrogenazy, ktergoj@asti
citratového cyklu, ale také s@asti komplexu Il ETC. Malonat kompetuje se suka@nat

a @i vazlke na aktivni misto dochazi k inhibici enzymu.

O O

Obr. 7 Strukturni vzorec malonat(prevzato z http://www.sigmaaldrich.com)

2.4.3 Antimycin A
Antimycin A je hojr¢ vyuzZivan jako piscicid. Jednd se o chemickou ¢gdoinu
izolovanou z bakteriéstreptomycesktera se vaze na;@nisto cytochrom c reduktazy,
komplexu Il ETC, a inhibuje tak oxidaci ubiquinolinhibice této reakce narusuje tvorbu

protonového gradientu na virit mitochondridlni membr&na dochéazi tak ke snizeni
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produkce ATP (Han et al., 2008). Inhibice kompletutaké podle wkterych praci
indukuje produkci ROS (Saybasili et al., 2001).

Obr. 8 Strukturni vzorec Antimycinu Aprrevzato z http://www.sigmaaldrich.com)

244 Oligomycin A

Oligomycin je chemicka slagnina, izolovana z bakteri&reptomycesvyuziva se
jako antibiotikum. Oligomycin A inhibuje Jpodjednotku ATP syntazy, enzymu, ktery je
nezbytny v procesu oxidativni fosforylace (Matsfegi and Hatefi, 1993). Vlivem
Oligomycinu A dochazi k naruSeni protonového gnatdie Protony jsou ATP syntdzou
pumpovany nadale, ovSem ve velmi omezeném mnoZzatvia vijSi stra vnitini
mitochondrialni membrany dochazi ke zvySovani kotreee protofi. ZvySena
koncentrace protdn pozdji kompletrg zastavi penos elektrolh pomoci ETC a tim
i proces oxidativni fosforylace (Tzagoloff, 1976)F; ATP syntaza je navicuteZita pro
spravnou funkci proapoptického proteinu Bax. Oligom A se tedy podili na supresi
apoptické odpaidi (Shchepina et al., 2002).

26



Obr. 9 Strukturni vzorec Oligomycinu Aprevzato z http://www.enzolifesciences.com)

245 Aphidicolin

Aphidicolin je antibiotikum produkované houbdDephalosporium aphidicola.
Toxicita aphidicolinu je spojena s probihajici fepti. Funkce Aphidicolinu sgiva
v inhibici DNA polymeraz, 6 ag (Cheng and Kuchta, 1993) (ObrdZe. Aphidicolin se
vaze na molekulu polymerazy a brani vaziolnych deoxynukleotid trifosfat (dNTP).
Vazba aphidicolinu je reverzibilni. APH neinteragujs mitochondrialni DNA
polymerasou, RNA, proteiny, intermedidty metabolisrani s prekurzory syntézy
nukleovych kyselin (Spadari et al., 1985). Aphidiicge nejvyznamsjSim induktorem
exprese &nych fragilnich mist (common fragile sites,CFShé6g and Kuchta, 1993;
Spadari et al., 1985), uziva s#& pynchronizacich buk ¢i pokusech, p kterych je
studovana funkce replikaich vidlicek (Kurose et al., 2006). V této diplomové praci by
aphidicoloin pouZzit jako pozitivni kontrola induk&egilnich mist a zpomaleni replikace
DNA.
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Obr. 10 A. Strukturni vzorec aphidicolinu (pfevzato z http://www.sigmaaldrich.com)
B. Mechanizmus gsobeni aphidicolinuNizké koncentrace aphidicolinu, indukujaste’nou
inhibici DNA polymeraz, ¢ a ¢ (Cheng and Kuchta, 1993) , helikazy vSak pékjiav rozvijeni
dvouettzové DNA (dsDNA). Dlouhé Useky jetgtierové DNA (ssDNA) jsou rozpoznany RPA
proteinem, ktery zprosdkovava stabilizaci replikai vidlicky a aktivaci checkpointové odpov
skrze aktivaci ATR drahy. Upraveno podle (Glovealgt2005)

2.4.6 Doxorubicin
Doxorubicin je vyuzivan jako chemoterapeutikum. Ketizmus Ginku je zalozen
na interkalaci do DNA, vytua pevné adukty a tim inhibuje topoisomerasu |l (bag et
al., 2005). Doxorubicin také indukuje produkci RG&®nkrétre hydroxylovych radikal
a zvySuje miru oxidativniho stresu. Je uzivanctdémnoha tyd solidnich nadar
(Mizutani et al., 2005).
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Obr. 11 Strukturni vzorec Doxorubicingprevzato z http://www.sigmaaldrich.com)

2.4.7 N6-isopentenyladenosin

N6-isopentenyladenosin (iPR) patmezi izoprenoidy derivované z adenosinu.
Jedna se o jediny dosud znamy cytokinin vyskytwgieiv savich buikach (Ishii et al.,
2002). iPR a &které jeho analogy maji inhiii vliv na tast a proliferaci sasich burgk
(Bifulco et al., 2008). N6-isopentenyladenosin gké& ¢asto diskutovan v souvislosti
S programovanou bgdnou smrti, apoptdézou. Proapoptick§inek iPR je pravépodobré
zprostedkovan uvolanim cytochromu c¢ z jSi strany vnitni mitochondrialni
membrany, tedy mitochondrialni cestou (Vermeuleralet2002). Navic iPR Zgobuje
vyrazné snizeni hladiny intracelularniho ATP, ker&mu dochazi uZiipuZiti relativre
nizkych koncentraci (2mol.I-1) (Mlejnek and Dolezel, 2005).
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3 Cil prace
* Vypracovat literarni reSerSi na téma nadorovéhoabwismu a souvislosti

tykajicich se indukce replikaiho stresu

» Prokazat vliv inhibice oxidativni fosforylace nalirkci replik&niho stresu pomoci

studia mitotické fragility, miry oxidativniho stne¢sa vlivu na bu&iny cyklus u
primarni bugcné linie
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4 Material a metody

4.1 Pouzité chemikalie

Roztoky:

methanol-aceton v objemovém pénn 1:1 (Sigma); 4 % formaldehyd (Sigma);

EB lyzani pufr: 100ml 0,5M TRIS pH 7,5, 30ml 5M NaCl, 2bM EDTA, 0,2% NP-40
LSB (Laemmli SDS sample buffer) 4x: 10ml 1m TRIS68 20mI DTT, 4g SDS, 20ml
glycerolu, 0,1g BFB

SDS pufr pro elektroforézu: 14,4g glycinu, 3,0g $RIlg SDS, dopbno do 1l
destilovanou vodou

Transferovy pufr: 0,37g SDS, 2,99 glycinu, 5,89 $R0,2l methanolu, dopino do 1l
destilovanou vodou

Chemikalie na fipravu roztok byly zakoupeny u firmy Sigma Aldrich.

Pouzité protilatky

p-CHK1 (Ser 317, kralik, #2344S, lot: 6, Cell Sing), p-p53 (Ser 15, kralik, #92848S,
lot:9, Cell signaling),yH2AX (Ser 139, #05-636, lot: DAM1636071, MilliporelPCNA
(clone pc-10, mys, Dr. B. Vaek, Masarytv Onkologicky UGstav, Brno,Ceskéa
republika), 8-Oxoguanin (mys, #MAB3560, lot: NG1423, Millipore), Alexa Fluor 488
(Invitrogen), Stabilized Peroxidase Conjugated Gudi rabbit(H+L) a Stabilized

Peroxidase Conjugated Goat-anti mouse(H+L) (Pierce)

Komeréni kity
CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay KI{Promega)

Chemikalie pouzité pro experimenty ovliviiujici bunéény metabolismus

Aphidicolin (Sigma-Aldrich, kat.c. A0781); Rotenon (Sigma-Aldrich, kat. R8875);
Antimycin A (Sigma-Aldrich, kat.¢. AB674); Malonat (Sigma-Aldrich, kat. 49323);
Oligomycin A (Sigma-Aldrich, katé. 75351), N6-isopentenyladenosine (iPR) (poskytnuto
firmou Olchemin), Doxorubicin (Sigma-Aldrich, kat. 078543Q), Nocodazol (Sigma-
Aldrich)
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Ostatni

FBS (fetalni bovinni sérum) (Gibco, USA), ECL™ Wasst Blotting Detection Reagent
(GE Healthcare, USA), DMEM (Dulbecco’s Modified Eagvedium, Gibco), glutamin
(Sigma), penicilin (Sigma), streptomycin (Sigma),ectashield mountign medium,
obsahujici DAPI (Calbiochem, USA), TrypLE™ Expre@dsvitrogen), DMEM BASE
(Sigma), glukéza (Sigma Aldrich), Pyruvat sodny g{8a-Aldrich), Tween 20 (MP
Biomedicals), Dimethylsulfoxid (Sigma-Aldrich), Ton X-100 (CARL ROTH)

4.2 Biologicky material

Bunécnd adherentni linie plicnich fibroblasMRC-5, kultivovana v DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium, Gibco) s vyslednou koncecittt0% (v/v) FBS (Fetalni bovinni
sérum, Invitrogen), 2mM glutaminu (Sigma), 10U/rehgilinu a 0,5mg/ml streptomycinu
(Sigma).

Kultivovana i 37°C, v atmosfie 5% CO2. Pasdzovana 2-3x za 7 dni.

4.3 Pouzité metody

4.3.1 Mé&keni hladiny intracelularniho ATP CellTiter-Glo ® kitem

Bunky byly inkubovany s fisluSnymi testovanymi latkami v zadanych koncentta@4
hodin na 6 cm Petriho miskach. Poté bylyiky omyty 1x PBS a trypsinyzovany
(TrypLE™ Express, Invitrogen). Bilky byly sklizeny a sp&tany. P@et burgk byl poté
upraven na 5000 bgk/ 50 pl. 50 pl takto upravené higné suspenze bylo pipetovano
v tripletu do 96 jamkového panelu a poté byl panblrEénou suspenzi ekvilibrovan na
laboratorni teplotu. CellTiter-Gfoluminiscentni roztok (Promega) byl také ekvilibaov
na laboratorni teplotu a poté bylo do jednotlivyaimek s bu&inou suspenzi pipetovano
50 pl luminiscentniho roztoku. Panel byl potémesen narépaku (450 rpm, 2 minuty)
pokojové teplat kvuli stabilizaci luminiscentniho signélu. Poté bybpgien 96-jamkovy
panel na luminometru Reader Synergy HT (BioTek).
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4.3.2 Imunufluorescen¢ni detekce

Bunky byly peéstovany na podloznich sklech ve specialnich dwdch (Biopatterns)
a inkubovany s 1 ml média, které obsahovalo tesi@laky v zadanych koncentracich. Po
¢asovém inkub&nim intervalu 24 hodin byly biky omyty PBS (Phosfate Buffer Saline)
a nasleda byly buiky fixovany 10% formaldehydem po dobu 15 minut.nBy byly
promyty dvakrat v PBS a poté bylo na 5 mindtdgno PBS s 0,1% Tritonem X.
Po permeabilizaci byly hiky trikrdt omyty PBS a poté byly obarveny primarni gétkiou
proti fosfo-H2AX (serl39) nebo 8-0xoG (@lprotilatky mysi). Inkubace probihalags
noc ve vihké komte pi 4 °C, poté byly bikky promyvany 3x 5 minut v PBS + Tween
0,1% na itepace. Po oplachu byly kiky obarveny sekundarni, fluores¢as znaenou
protilatkou Alexa Fluor (Molecular Probes) s exéitavinovou délkou 488, 1 hodinuip
pokojové teplat, ve tne. VSechna buftna jadra byla zamontovana do vodného média
Vectashield mountign medium, obsahujicim DAPI ig@midino-2-phenylindole,
fluorescekni barva, interkalujici se do struktury DNA) (Cabihem, USA).
Ve fluorescetinim mikroskopu (BX50F3, Olympus, Japonsko), po&saenimi 400x, byly
kvantifikovany strukturyy-H2AX oznaiované jako fokusy a mira signalu 8-oxoGas
expozice, nastaveni mikroskopu a zdroj UViemd byl konstantni u vSech

vyhodnocovanych vzork

4.3.3 Western blotting

Bunky byly inkubovany s fisluSnymi testovanymi latkami v zadanych koncentta@4
hodin na 10 cm Petriho miskach. Po inkubaci bylyikyuoplachnuty v PBS, které bylo
nasleds dikladné odséato, a misky bylyipneseny do -80 °C, kde byly ponechany 2 dny.
Po 2 dnech byly misky rozmrazeny na ledu. Poté lpfgsunuty na suchou laze
rozelfatou na 95 °C. Po 10 sekundach bylk@pnut 2x koncentrovany roztok LSB
(loading sample bufferkediny EB lyza&nim pufrem a misky byly okamZitsejmuty ze
suché laz& Dale byly buiky seSkrabany Skrabkoujgpipetovany do mikrozkumavek
a sonikovany na ultrazvukovém homogenizatoru.

Proteiny jednotlivych vzork byly rozcleny pomoci elektroforézy na 10% a 20%
polyakrylamidovém gelu. Zadsivaci gel mil pH 6,8, dlici gel pH 8,8. Separace
probihala 1h  napti 150V. Po rozd8eni byly proteiny peneseny polosuchou metodou
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(semi-dry) western blot na nitocelulosovou membréBiorad). Renos probihal proudem
150 mA na jednu membranu po dobu 1,5 hodiny.

Membrana byla po ienosu obarvena roztokem Ponceau S pro kontroluseagho
mnozZstvi proteifi a lepSi orientaciip fezani patebnychcasti membrany. Ponceau S bylo
vymyto roztokem PBS + 0,1 % Tweenem. Po odbarvegiai membranaigsunuta do PBS
s 5% BSA a fil hodiny blokovana. Poté byla na membranu nanepengérni protilatka
fedna v 5% BSA v PBS a inkubovan&ep noc p 4°C. Po obarveni primarni protilatkou
byla membrana promyta v PBS + 0,1% Tween a poté@ b@ membrany nanesena
sekundérni protilatka ztena Kenovou peroxidasodedni v PBS s 5% BSA. Inkubace
probihala 1 hodinuip pokojové teplat a poté byly membrany promyty v PBS + 0,1%
Tween. Na membranu byl nanesen roztok Supersignedt Wico (Thermo Scientific)
a membrany byly vyfoceny digitalni kamerou CoolSi#@* (Photometrics) ) expozici
10-500 s.

4.3.4 Priatokova cytometrie

Buriky byly synchronizovany kultivaci v médiu s 3 mMythidinem (Sigmaaldrich) 24
hodin. Poté byly biiky tiikrat oplachnuty PBS a kultivovany v médiu obsatiaji 24 uM
2-deoxycytidin (Sigma-Aldrich D-0776). Po 1 hodibyly k buikam gidany chemikalie
v zadanych koncentracich amy byly inkubovany 8, 24 a 48 hodin. Poté bylyiky
oplachnuty PBS, trypsinizovany a neutralizovany 39BS v PBS. Suspenze byla
centrifugovana 5 minip1000G, poté byla peleta resuspendovana v 1 ml R&k byl
opakovan. Pelet byl poté resuspendovan ve 100 |8 &Bo kapkach byl naepace
piidan 1 ml pedchlazeného (-20 °C) 70% etanolu.nBy byly ponechany na ledu
minimalné 30 minut. Poté byl veSkery Et-OH vymyt PBS,ikwy byly centrifugovany
a poté knim byl fdan roztok RNAsy A (Sigma) s vyslednou koncentra®D pM
a 10ug/ml roztok propidium jodidu (Sigma) v PBStéPbyly buiky inkubovany 30 minut
pii 37 °C. Na pitokovém cytometru byl proéien pfibch burééného cyklu. MnozZstvi
inkorporovaného propidium jodidu jeipo unmérné mnoZstvi DNA v biice. Prondteno
bylo 25 000 buék/vzorek.
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4.3.5 Mitoticky spreading bunék s neporusenymy-H2AX epitopem

Pro metodu mitotickych spreadnusi byt pouZzita buidna suspenze obohacena aluve
fazi mitdzy. K této selekci se¢bné uziva jedno z mnoha cytostatik, jako jsou itfkdpd
kolcemid (Stubblefield et al., 196¢) nocodazol (Zieve et al., 1980). V této diplomové
praci byl pouzit nocodazol. Bty byly kultivovany s vybranymi chemikaliemi v zadach
koncentracich 24 hodin. Po 18 hodinach riddn nocodazole. Poté byly trypsinizovany a
resuspendovany we@dchlazeném (4 °C) PBS s 5 % FBS. lhned centrifagpw 15 ml
zkumavkach p 500G/4 °C a resuspendovany v 8 ml 60 mM KCL (goka teplota).
Zkumavky byly poté fesunuty do vodni lazn 37 °C, 5 minut a po inkubaci ve vodni
lazni presunuty na 25 minut na led. @gentrifugovany 500G/4 °C, resuspendovany v 10
ml pitedchlazeného (-20 °C) metanol/acetonu 1:1 (v/mkahovany 10 minuti pokojové
teplo€. Znovu centrifugovany 700G/4 °C a resuspendovabymi predchlazeného (-20
°C) metanolu pro dlouhodobé uchovani v mrazakdedP samotnou procedurou
spreadovani byl vzorek centrifugovan 700G/pokojoeglota a ¥tSina metanolu byla
odsata vakuovou pumpou. Podle mnoZstvi¢kuoyl 0,5 — 1 ml metanolu ponechan ve
zkumavce na resuspendaci peletu. 15 pktnd suspenze bylo néignuto automatickou
pipetou doprosed podlozniho skla, pokrytéhdilplizné 2 mm tenkou vrstvou ledovych
krystali. Tvorba krystal byla vyvolana inkubaci podlozniho skla ve vihkénabe. Sklo
bylo poloZzené na aktiwnochlazovaném povrchu tepelné pumpy (Péitiétanek), kterou
probihal proud 3,5 A. Peltigv ¢lanek byl umisin na hlinikovém chladi ponaeném do
ledové tist. Po nagiknuti bylo sklo inkubovano 2-3 minuty, dokud setam®l nezedil
kondenzujici vodou natolik, aby doslo kemprznuti nanesené suspenze. Poté se Reltier
¢lanek vypnul a sklo byloieneseno na suchou lézeozeltatou na 80 °C. Po Uplném
zaschnuti se skloieneslo do PBS s 0,1 % Tweenem, kde bylo inkubov&minut.
Nasledovalo imunofluorescémi barveni (viz Imunofluorescéni detekce y-H2AX
fokusi. Nastaveni vykonu Peltierow#anku, vihkost a teplota uviivlhké komory byla

konstantni pro vSechny vzorky.

Imunofluorescenéni detekceyH2AX fokusi

Skla se vzorky byla fijpravena, jak je popsano vySe. Po vyjmuti skel ZP80,1 %
Tweenem byla provedena inkubace primarni protilat&otiy-H2AX (ser 139, Millipore),

pies noc, 4 °C a nasledovala inkubace sekundarriigbkou Alexa Fluor 488 (Invitrogen).

Skla byla odvodéna v alkoholov&adt 70%, 90% a 96% etanolu a poté zamontovana do
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vodného média Vectashield mountign medium, obseimujDAPI (Calbiochem, USA).
Vyhodnoceni bylo provamo na fluoresceamim mikroskopu (BX50F3, Olympus,
Japonsko), pod ziSenimi 400x. Pozorovany byly struktupyH2AX ozna&ované jako
fokusy gitomné v buikach ve fazi mitdzy. Snimky byly fotografovany déni kamerou

(Cool Snap HE) v programu PM Capture Pro.

Semi-automatické vyhodnoceni fluorescamiho signélu v mitotickych a interfaznich
jadrech

Hlavni vyhodou metody je moZnost kvantitativni irofloorescetini analyzy
v-H2AX (Obrazek 13). Rozpoznani a vyhodnoceni jednotlivych fokusize byt
nastaveno rutirhpccitatem (popsano nize)i€dpokladem pro vyhodnoceni je dostate
mnozZstvi fotografii mitotickych spreafinterfaznich jader pézenych digitalni kamerou.
K vyhodnoceni nenii¢ba specializovany software. Metoda je zaloZenabdiych,
komegné dostupnych softwarech (Microsoft Windows XP, AddPleotoshop, Microsoft
Excel) ¢i freewarech (Image J). Proces je automatizovatupaygm vyuZzitim zmisnych
softwaii a uzitim MS windows makro softwaru (Mouse recoyd@brazek14). Data
jednotlivych vzorki byla srovnana statisticky vyuzitim T-testu. PomsanMistrik et al.,
2009), viz dale.
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Obr. 13 Mitoticky spread bu#k MRC-5 vystavenych nizké koncentraci (0,4 uM) aghcblinu,
spreadovano metodou umadgjici imunofluorescerni detekci dvoietézovych zlomi. Sipky

oznauji misto zlomu zvyraznéy-H2AX fokusem.

Mitoticka jadra

Vyhodnocenim fotografie v programu Image J ziskétg# parametry: i. péet y-H2AX
fokusi, velikosty-H2AX fokusi, cirkularitu jednotlivychy-H2AX fokusi (Obrazek 14)
a jejich integrovanou denzitu signalu. Data jsouépqekopirovana do programu
Microsoft Excel, kde jsou $azena podle cirkularityc|rkularita = 4z(obsah/obvod)].
Nasledr jsou vybrany fokusy, kterym odpovidd hodnota dakity vétSi nebo rovna 0,85
a z tchto fokusi je vypditena ptimérna velikost. Fimérnou velikosti je poté vydena
velikost jednotlivych fokus a pokud je vysledek nasabwétsSi nez pimérna velikost
fokusi s @islusnou cirkularitou, je jejich get podle toho upraven. Data jsou na&av

vyhodnocena ve statistickém programu NCSS ve §d@oxPlot.
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Semiautomaticka analyza mitotickych spreadi
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Obr. 14 Schéma semiatuomatického vyhodnoceni zZilanndmci mitotického spreadu

Mitoticky spread je nejprve vyfotografovan digitékamerou (A). Fotografie se signdlem je poté
zpracovana v Adobe Photoshopu (B,C,D). Nejprve geopraz invertovdn a je vybrana
vyhodnocovana oblast (B). Obraz je potéfiitrovan aplikaci ,otisk* (C) a tento gefiltrovany
obraz je poté vyuZzit k odstremi nezadouciho pozadi vypdnim obrazku (D). Obréazek je ulozZen,

vyhodnocen v programu Image J (E) a nastedprogramu Microsoft Excel.

Interfazni jadra

Vyhodnoceni interfaznich jader je det&ilpopsano v publikaci Mistrik et al., (2009)

(Mistrik et al., 2009) . Imunofluorescé&m vyhodnoceni 8-oxoG bylo modifikovano na

meteni celojaderného signalu.
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4.4 Pouzité pristroje

Pii provedeni experimefitbyly pouZzity nasledujici fisstroje: flow box (Gelaire Flow
Laboratories), inkubator (Heraeus), centrifuga &u vyvolavaci automat snirink
XR24PRO (Durr Dental), stelny mikroskop CKX41 (Olympus), sucha lézéMajor

Science), pitokovy cytometr FACSCalibur™ (BD Biosciences), a#tvukovy

homogenizator Sonoplus 2200 (Bandelin), spektrofieto Heliosp (Spectronic Unicam),
blotovaci aparatura (OWL HEP-1, Thermo Scientifft)prescetini mikroskop BX50-F3
(Olympus), kobaltovy, luminometr Reader Synergy @BioTek), digitalni kamera Cool
Snap H3 (Photometrics).
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5 Vysledky

5.1Rotenon, Antimycin A a Oligomycin A sniZuji mnozstv intracelularnino ATP u

bunééné linie MRC-5in vitro

K testovani hypotézy, Ze snizeni dostupnosti iettd@rniho ATP, v dsledku
chemické inhibice oxidativni fosforylace,tie interferovat s probihajici replikaci, bylo
potreba nejprve aitit tcinnost vybranych chemickych inhibitarHladina intracelularniho
ATP byla nétena u busné linie MRC-5 kultivované jak vdiném kultiv&nim médiu,
obsahujicim 20 mM glukézu, tak v modifikovaném meédbsahujicim 5 mM glukézu.
Hladina glukdzy v médiu byla sniZzenatvddu giblizeni se fyziologické hladinglukozy
v organizmu. Vysledky gteni pro ok hladiny glukdzy jsou shrnuty v grafu (ObrazeR.
2,5 uM Rotenon, 100 uM Antimycin A a 200 nM Oligooity A signifikantré snizily
mnozstvi intracelularnino ATP vzhledem k negatikontrole. SniZzeni bylo vyrazj$i
v meédiu s5 mM glukdézou. Malonat, nejen Ze mnozsgtiuiacelularnino ATP nesniZil,
naopak doslo k jeho zvySeni. Tento vysledek u né#lonysSel u testované btimé linie
opakovad a na zaklagl dostupné literatury se ho nepéitta vyswétlit. Aphidicolin,
inhibitor DNA polymeraza, 6 a ¢ (Cheng a Kuchta, 1993) byl v experimentu pouzit
k prokazani faktu, Zze probihajici replikace vyznarspotebovava ATP. Tato hypotéza se
potvrdila, doSlo k vyraznému nétu ATP v bukach exponovanych APH a to i
v koncentraci (0,4 uM), kterd replikaci pouze zpbne Jako dalSi kontrolni latka byl
pouzit iPR, ktery by rl na zaklad studia dostupné literatury snizovat hladinu
intracelularnino ATP nezavisle na oxidativni fogfaci ¢i glykolyze (Ishii et al., 2002;
Mlejnek and Dolezel 2005).
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Obr. 15 Grafické vyjageni relativniho intracelularniho mnozstvi ATP po Z#traveni inhibitory
oxidativni fosforylace (OXPHQOS).
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5.2Vybrané chemické inhibitory OXPHOS indukuji zvySenas mitotickou fragilitu

u primarni bun é¢né linie MRC-5 in vitro

Mitoticka fragilita je indukovana replikaim stresem (Burhans and Weinberger, 2007)
a lze ji vyuzit jako indikator miry tohoto stresGl¢ver et al., 2005). Mira mitotické
fragility u burg¢né linie MRC-5 byla analyzovdna metodou imunoflsoesgni detekce
y-H2AX (marker DSB), po aplikaci latek, vedouci keizeni intracelularni koncentrace
ATP. Hypotéza pedpoklada, ze probihajici replikaceize byt nahlym poklesem ATP
negativié ovlivnéna a projevi se zpomalenim a nestabilitou reptikah vidlicek. Jako
pozitivni kontrola byl pouzit 0,4 uM APH, zavedemyduktor replik&niho stresu a
mitotické fragility. Vysledky experimentu jsou zluty v grafech na Obrazkle. Aplikace
rotenonu, malonatu, antimycinu A i oligomycinu Aokézaly signifikantni ndist
mitotické fragility u linie MRC-5. iIPR sice neprakadl natfist mitotické fragility,
z predchoziho experimentu vSak vyplyva, Ze neniili§ &€inny ve sniZzovani
intracelularnihno ATP. #klady vyhodnocovanych metafaznich spiegsbu uvedeny na
obrazkul?.
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Obr. 16 Grafické vyja#eni poSkozeni DNA v mitotickych Blach burgéné linie MRC-5 formou
BoxPlot. Vyhodnoceno na zakladgactu fokus y-H2AX (A) a na zéklad signélu integrované
density jednotlivych fokusy-H2AX (B).* rozdil je signifikantni (hladina vyznamnosti 1 ;%)
rozdil neni signifikantni; kazdy plotgdstavuje minimah50 mitotickych spreaid
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y-H2AX DAPI piekryv

Obr. 17 Riklady vyhodnocovanych metafazich spréasineporusenym-H2AX epitopem

KONTROLA 20 Mm Glukdoza

KONTROLA

2.5 uM ROTENON

2 mM MALONAT

100 uM ANTIMYCIN A

5 mM Glukéza

200 nM OLIGOMYCIN A

2.5 uM iPR

0.4 pM APHIDICOLIN

0.4 pM APHIDICOLIN 20 Mm Glukéza
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5.3Analyza markeri DNA poSkozeni zgsobeného inhibici OXPHOS u priméarni
linie MRC-5 in vitro

Po prokazani zvySené mitotické fragility, byl pormowB analyzovan panel
imunochemickych markér Jelikoz Ize spekulovat, Ze prokdzana mitoticlegifita mize
byt také dsledkem nérstu oxidativnhiho stresu, ktery dlegkterych prameh muze
zpasobit i indukovana dysfunkce mitochondrii (Klungiaand Bjelland, 2007; Saybasili et
al., 2001), byly voleny markery relevantni pro regini stres (p-CHK1) a oxidativni stres
(celkovy y-H2AX a p-p53). Hypotézaipdpokladala ndst fosforylované kindzy CHK1,
zatimco mira celkového poskozeni DNA bylanzistat relativi nizka (steja tak mira
fosforylovaného p53), jak je typické pro repliké stres, zatimco u oxidativniho stresu se
mnozZstvi fosforylovanéhp-H2AX a p53 vyraza zvysuje. Vysledek experimentu je shrnut
na obrazkul8 Efekt zkoumanych latek na miru fosforylované CHWK&ni ilis
konkluzivni, protoZze pozitivni kontrola (APH) nemwbila signifikantni ndist
fosforylované formy tohoto proteinu.

Nanist signaluy-H2AX je u aplikovanych latek celkgvminimalni (stejg tak
p-p53), s¥dcici o tom, Zze biky pravdEpodobr netrpi nafistem oxidativniho stresu
(vztazeno na APH).

A. B.
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Obr. 18 A. Western blot analyza vybranych maritddDNA poSkozeni po 24 h traveni inhibitory
OXPHOS. B. Kvantitativni vyhodnoceni integrovanéndity signalu jednotlivych marker DNA
poskozeni. §nal vztazen na mnoZzstvi naneseného proteinu P@ihiatky: ROT — rotenon; MAL
— malonét; AA — antimycin A; OLIGO A — oligomyciniRR - N6-isopentenyladenosin; APH —
aphidicolin
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5.4Inhibice  OXPHOS vybranymi chemickymi inhibitory neindukuje narist
produkce 8-oxoguaninu v jaderné DNA

Pro vyloweni moznosti, Ze zvySena mitoticka fragilita jeasgbena oxidativnim,
nikoliv replikatnim stresem, byla zvolena metoda analyzy miry 8guaninu v jaderné
DNA u primarni bug¢né linie MRC-5 po aplikaci vybranych inhibitorOXPHOS.
Kvantifikace 8-o0xoG byla postavena na analyze digiho obrazu imunofluoresc&riho
signalu. Vysledky experimentu jsou shrnuty na okwa¥9 a ukazky vyhodnocovanych
vzorki jsou uvedeny na obrazk@0O. Jako pozitivni kontrola byl zvolen 10 pM
doxorubicin, vyznamny induktor oxidativniho stre@dizutani et al., 2005). Rotenon,
malonat a oligomycin a, signifikartnsnizili miru oxidativniho stresu. DoSlo taktéz k
signifikantnimu snizeni vifpact iPR. Jedi antimycin A nevykéazal signifikantni efekt na
miru signalu 8-oxoG. Experiment navic prokazal sikgntni nafist oxidativniho stresu
v pripadt prechodu z kultivace v médiu s 20 mM glukézou na 5 miMkdzu, ¢imz se

potvrdil predchazejici WB experiment.
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Obr. 19 Grafické vyja#eni integrované denzity jaderného signalu 8-oxo®unééné linie MRC-

5 formou BoxPlot. A. Srovnani integrované denzity jaderného signalw&s u budk MRC-5,
kultivovanych v kultivénim médiu s 5 mM glukdézou in vitro, travenych 24/branymi inhibitory
OXPHOS B. Srovnani integrované denzity jaderného signdlux@» u budk MRC-5,
kultivovanych v kultivenim médiu s 20 mM a 5 mM glukdzou in vitro, traedng4 h vybranymi
inhibitory OXPHOS. * rozdil je signifikantni (hlath vyznamnosti 1 %); - rozdil neni
signifikantni; zkratky: ROT — rotenon; MAL — maltnAA — antimycin A; OLIGO A — oligomycin
A; iPR - N6-isopentenyladenosin; APH — aphidicolkgzdy plot pedstavuje miniméakn 200
hodnocenych buidnych jader
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Kontrola %5 M Rotenon . 2 mM Malonat 100 pM Antimycin A

200 nM Oligomycin A 0,4 uM Aphidicolin

2,5 uM Rotenon 2 mM Malonit (M Antimyein A

200 nM Oligomyein A i 0,4 pM Aphidicolin 10 pM Doxorubicin

Obr. 20 Riklady burék MRC-5 vyhodnocovanych na zékl&dntegrované density jaderného
signalu 8-oxoG Imunofluorescedni detekce 8-oxoG. A. 20 mM glukéza B. 5 mM glukéza
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5.5Vybrané chemické inhibitory OXPHOS zpisobuji zpomaleni S faze

Jako dalSi experimentalnfiptup, podporujici teorii, Ze prokdzana zvySendticka
fragilita, u burk vystavenych fisobeni inhibitoim oxidativni fosforylace a/nebo
zpisobujicich pokles intracelularnino ATP, je ugpbena zpomalenim replikace
(replikatnim stresem) byla provedena analyza &ogho cyklu na synchronizované
MRC-5 burgcné linii, vystavené {sobeni &chtolatek po dobu 12 hodin. Bky byly
nejprve synchronizovany 24 hodinovou aplikaci tyimig ktery zgisobil vyznamny pokles
burék v rané S fazi a zablokovani kigného cyklu v G1, v pozdni S a v G2 fazi (Obrazek
21). Po znovu vypughi burgék do proliferace (vymyti tymidinu) byly kiky exponovany
studovanym chemickym latkhm po dobu 12 hodin. Mhoz$§ fazovych bugk bylo
vyhodnoceno analyzou bé&meho cyklu v programu Multicycle AV. Vysledky
experimentu shrnuje obraze®?. V piipact vSech uzitych chemickych latek doSlo ke
shnizeni mnoZzstvi S fazovych kitkrve srovnani s kontrolou. Nejm&acinnym se z tohoto
hlediska jevi malonat, ktery zaraveprokazal nejmensi schopnost sniZovat hladinu

intracelularniho ATP.

&0l

640

20

0 200 400 600 300 1000 e
Obr. 21 Efekt aplikace (24 hodin) tymidinu na bé#nou linii MRC-5. Cervena Sipka znra
patrny uUbytek ra#& S fazovych but; Prava ¢ast obrazku znazouje analyzu v programu
Multicycle AV
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0 hodin 12 hodin Analyza MultiCycle AV

% S = 20,5

NESYNCHRONIZOVANA
KONTROLA

KONTROLA

thymidin +
F F F iE :F :F F

0.4 uM APHIDICOLIN

2 mM MALONAT

100 uM ANTIMYCIN A

200 nM OLIGOMYCIN A

2,5 UM iPR

2.5 uM ROTENON

Obr. 22 Analyza vlivu vybranych chemickych inhibitd OXPHOS na bu@ény cyklus néirené
pomoci FACS profilu. Cervené Sipky ozwaji mnoZstvi buék namerenych v S fazi; osa y

znézoriuje patet burek, osa x znadzauje mnozstvi DNA
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6 Diskuse

Geneticka nestabilita rakovinnych llnje casto spojovana s replika@im stresem.
Replikani stres je definovan jako neefektivni DNA repligazpisobujici zpomaleni
¢i zastaveni replikaniho aparatu a ize byt zgisoben mnoha #gimi a vnitnimi faktory,
doprovazejicich nadorovou transformaci. Jednimagrith znak nadorové transformace
je pitom zasadni z&na metabolisin cukni, prechod z oxidativni fosforylace na
glykolyzu. Spojitost metabolické zmy rakovinnych buék a replik&niho stresu nebyla
dosud detaild studovana a mechanizmus inhibice oxidativni fogéme nadorovymi
buinkami také neni dosud ginobjasgn. Dulezita je gitom otazka, zda hika zasad#
meéni metabolizmus vlivem zvySené genetické nestgbilliypoxie a dalSich znak
provazejicich nadorovou transformaci, nebizenv gipact ztraty mechanizmu oxidativni
fosforylace nebo uUpIné dysfunkce mitochondrii naokei glykolyzu pechazet, a tim
zpasobovat nestabilitu genomti replikaéni stres. Navic nebylo stéle prokdzano, zda je
zvySena geneticka nestabilitéiginou vzniku rakovinyi je indukovana v tisledku vzniku

a progrese nadoru. V této diplomové praci jsem reik prokazat fipadnou spojitost
metabolického zvratu rakovinnych Ry jakoZto charakteristického znaku,
doprovazejiciho &sSinu transformovanych bgk a vzniku genetické nestability, taktéz
jednoho z hlavnich znék rakoviny. Zangiil jsem se proto na inhibici oxidativni
fosforylace, ktera je vifpadt nddorového metabolismu také poteana, avsSak stale neni
detailre prostudovano jakymi mechanizmy, a jeji spojitostexpresi fragilnich mist
v podol& mitotickych zlont, jeZ jsou typickym znakem, doprovazejici zvySesglikasni
stres. Jak bylo popsano, vlivem hypoxie &ktarych jinych forem metabolického stresu,
jako je napiklad deficience folatwi tymidinu, dochazi k specifické expresi fragilnich
mist, jez jsowasto popisovany ve spojitosti s replikém stresem (Coquelle et al., 1998;
Durkin and Glover, 2007; Zhu et al., 2006). Inhéioxidativni fosforylace a z ni
vyplyvajici pokles intracelularni hladiny ATP by hianit podobny efekt, podilejici se na
indukci DNA poskozeni skrze replikai stres.

Z mych vysledk, prezentovanych vtéto diplomové praci vyplyva, iibice
oxidativni fosforylace (OXPHOS) latkami interferijini s proteinovymi komplexy
elektron transportnihdettzce mitochondrii (ETC), Zjsobuji, az na vyjimku v podéb
malonatu, inhibitoru komplexu |l, pokles hladiny trecelularnihno ATP u

netransformovanych bgk. Malonat nemdl na hladinu intracelularniho ATP vliv
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opakovas. Na zaklad dostupné literatury se vSak tento vysledek neflodaysvétlit. Je
mozné, Ze malonét jako kompetitivni inhibitor koespd Il ETC neni v @isledku tak
acinny jako jiné pouzité chemikalie. Jéeba také podotknout, Ze efekt chemickych
inhibitord na pokles hladiny ATP se vyragnprojevil az po snizeni koncentrace glukézy
v kultivatnim médiu na 5 mM, coZ je koncentrace blizici saofggické koncentraci
glukdézy v organismu. Je mozné, ze iippcE nadbytku glukézy, jak je to &né u
kultivacnich médii, biika nereaguje na ztratu systéoxidativni fosforylace. Glykolyza je
velmi rychla metabolickd draha a nadbytek glukézy rbohl buice zprostedkovavat
dostaténé mnoZstvi energie ve fomATP. Rozhodl jsem se proto kultivovat kinou
linii MRC-5 vmédiu s 5 mM glukbézou a nasledujictperimenty provéaé na takto
kultivované linii. Pokles hladiny ATP by vSak mahit zasadni efekt na repli&a aparat.
Navic aphidicolin (APH), ktery byl ip studiu hladiny intracelularniho ATP pouZit
k prokdzani faktu, Ze probihajici replikace vyznamspotebovava ATP, potvrdil
hypotézu, a # inhibici DNA polymerdz (Cheng and Kuchta, 1993&donchéazelo k
vyrazné spaebs ATP, a naopak dochazelo k vyznamnémuistr intracelularnihno ATP
v bunkach exponovanych APH a to i v koncentraci (0,4 pMera replikaci pouze
zpomaluje.

Jak jiz bylo zmigno, mitotickd fragilita je spojovana s repkkém stresem
(Burhans and Weinberger, 2007; Glover et al., 2@08e ji vyuzit jako indikatoru miry
tohoto stresu. Rozhodl jsem se proto vyuzit meiadynofluoresceéni detekcey-H2AX
(markeru DSB) na metafaznich spreadech. Po aplikitek, vedoucich ke snizeni
intracelularni koncentrace ATP doSlo k signifikdmo natistu mitotické fragility u linie
MRC-5. Naopak iPR neprokazal signifikantni zvySemiotické fragility. Mechanizmus,
kterym iPR snizuje hladinu intracelularniho ATPak$eni dosud zcela objasn(Mlejnek
and Dolezel, 2005). Iipsto, Ze pokles hladiny ATP po aplikaci iPR bylnsigantni,
nebyl navic tak vyrazny jako u latek inhibujiciclkRHOS (s vyjimkou malonétu). Jako
pozitivni kontrola byl pouzit 0,4 uM APH, zavedemmyduktor replik&niho stresu a
mitotické fragility. Mitoticka fragilita zfisobena APH navic neni nahodna. Studium
exprese specifickych fragilnich mist ustedku inhibice oxidativni fosforylacetbe byt
prednttem dalSi studie.

Po prokédzani zvysené mitotické fragility, bylo el@loteba vyvratit, Ze prokdzana
mitoticka fragilita nemze byt zgisobena také isledkem nérstu oxidativniho stresu,

ktery dle rkterych pramed miZze zpisobit i indukovana dysfunkce mitochondrii
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(Klungland and Bjelland, 2007; Saybasili et al. 020 Abych o¥iil mou hypotézu a
vyvratii moznost indukce mitotické fragility oxidahim stresem, provedl jsem
imunochemickou detekci vybranych mankerelevantnich pro replikai stres (p-CHK1) a
oxidativni stres (celkovy-H2AX a p-p53). Hypotézarpdpokladala nast fosforylované
kinazy CHK1, zatimco mira celkového poskozeni DN nla zistat relativi nizka
(stejre tak mira fosforylovaného p53), jak je typické pmplikacni stres, zatimco u
oxidativniho stresu se mnozstvi fosforylovanghld2AX a p53 vyraza zvySuje (Kastan
and Bartek, 2004; Zou and Elledge, 2003). Efekiunkanych latek na miru fosforylované
CHKZ1 nebyl vSak filis konkluzivni, a to i z tohotid/odu, Ze APH, jako pozitivni kontrola,
nezpisobil signifikantni natst fosforylované formy tohoto proteinu. Prépddobré nebyl
zvolen spravnyasovy interval (24 hodin), &iinek APH jiz gestal byt na linii MRC-5
patrny (miZe se jednat o ochuzeni v Bané populaci o bitky S faze). Resto jsou patrné
jisté vykyvy v mnoZstvi p-CHK1, flemZ zajimavy je podmné vyznamny naist
v pripadt kontroly kultivované v 5 mM gluk6ze oproti 20 mNugdze, ktery koreluje také
s nafstem celkovéhoy-H2AX. Mohlo by se jednat o projev blize nespeafikného
stresu, kteréemu je fiha, pEstovana v podminkadh vitro vystavena, v fipact uziti media
s niz8i koncentraci glukdzy. Lze spekulovat, Zetotestres mize souviset s vysokym
obsahem kysliku, kterému jsouiily ve standardnicin vitro kultivacich vystaveny, a
jehoz negativni efekt se projevi pé&aZz po snizeni hladiny glukézy v médiu.

Na druhou stranu, nést signaluy-H2AX je u aplikovanych latek celkeév
minimalni (stejg tak p-p53), skdéici o tom, Ze biky pravdEpodobr netrpi nafistem
oxidativniho stresu (vztazeno na APH).

Podle mnoha publikaci inhibice OXPHOS uplnad dysfunkce mitochondrii
indukuje tvorbu ROS a zvySuje miru oxidativniheestr (Esposito et al., 1999; Klungland
and Bjelland, 2007; Saybasili et al., 2001). Prdou§eni moznosti, Ze je zvySena
mitoticka fragilita zgisobena oxidativnim, nikoliv replikaim stresem, byla zvolena
metoda analyzy miryiftomnosti 8-oxo-guaninu, markeru oxidativniho pa&a DNA.

Z mych vysledk vyplyva, Ze inhibice OXPHOS nejenom, Ze nezvyfumdukci ROS a
miru oxidativniho stresu, ale u rotenonu, malorgtligomycinu a dokonce sniZzuje miru
oxidativniho poSkozeni u jaderné DNA. Experimenviagorokazal signifikantni nést
oxidativniho stresu vifpact prechodu z kultivace v médiu s 20 mM glukézou na 5 mM
glukoézu. Na zaklatl téchto dat lze usuzovat, Ze prokadzana zvySena nkéoticagilita
indukovana aplikaci OXPHOS inhibitori latek snizujicich hladinu ATP nerae byt
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dusledkem jaderného oxidativniho stresu a podporujpotézu pimého ovlivreni
replikace v dsledku poklesu intracelularniho ATP.

Jako dalSi experimentalnitiptup, podporujici teorii, Ze prokadzana zvySena
mitoticka fragilita, u budk vystavenych fisobeni inhibitoiim oxidativni fosforylace
a/nebo zfisobujicich pokles intracelularniho ATP, jeiagpbena zpomalenim replikace
(replikatnim stresem) byla provedena analyza &ogho cyklu na synchronizované
burg¢né linii. V piipadt vSech uzitych chemickych latek doSlo ke snizenioZstvi
S fazovych bu&k ve srovnani s kontrolou. Vyznamny agir G2/M frakce bugk u
rotenonu lze fisuzovat jeho efektu na mikrotubulyélttiho Weténka, zpsobujici
zastaveni busk v mit6éze (Srivastava and Panda, 2007). Na zé&Klaltbto experimentu lze
usuzovat, Ze vstup a progrese &uB fazi je vlivem aplikaci zkoumanych latek zpoamal
Tento fakt opt potvrzuje hypotézu, Zze by mohlo dochazek k indu&plikatniho stresu.
Aphidicolin, zavedeny induktor replikaiho stresu a mitotické fragility, #pobuje
podobny efekt vysstlitelny zpomalenim replikace.

Dohromady data prezentovana v této diplomové ppadporuji hypotézu, Ze by
inhibice oxidativni fosforylace, a nasledny pokiesacelularniho ATP, mohl vidledku
zpisobovat replikéni stres vrané Sfazi u netransformovanych ¢kunindukce
replikatniho stresu bude déale studovana s vyuZzitim metéidpopse zartujicich na

studium replikace jako je n&iglad DNA combing.
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7 Zavér

Diplomova prace byla zattena na studim vlivu chemické inhibice oxidativnsfturylace
na stabilitu genomu a indukci repliddho stresu. Hypotéza byla testovana na primarni
burgéné linii plicnich fibroblasi MRC-5. Z vysledk prezentovanych v této diplomové
praci vyplyva, Ze inhibice oxidativni fosforylaca komplexu I, lll a V zpisobuje sniZzeni
hladiny intracelularnino ATP. Snizeni intraceluiim ATP by mohlo mit vliv na
probihajici replikaci, coz je velmi energeticky oty proces. Na zakladéto skuténosti
byla pomoci metody metafazich spréag-H2AX epitopem testovana mitoticka fragilita.
Je Zejmé, Ze inhibice oxidativni fosforylace indukuj@yZenou mitotickou fragilitu
u vybrané bu&né linie. PoSkozeni systénoxidativni fosforylace vSak na druhou stranu
nezmsobuje vyrazné zvySeni aktivace matkddDNA poSkozeni v celkové bgené
populaci. To by vdsledku mohlo znamenat specifické oviwn replikace DNA,
odrazejicim se v indukci mitotické fragility. Daleylo prokdzano, Ze poSkozeni DNA
v mitotickych buikach pravédpodobré neni zgsobeno zvySenou indukci reaktivnich
kyslikovych radilkah (ROS). Inhibice oxidativni fosforylace chemickynmhibitory
nezvysovala hladinuiffiomného 8-oxoguaninu, markeru oxidativniho stregwolaného
produkci ROS, v jaderné DNA. Navic inhibice oxigafifosforylace fisobila na bu&iny
cyklus podobnym efktem, jako Wipadt aphidicolinu, coZz by mohlo znamenat, Ze

nedostatek ATP, Zizobuje zpomaleni replikace DNA.
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9 Seznam pouzitych zkratek

8-0x0G/A - 8-oxoguanin/adenin

53BP1 - 53-Binding Protein 1

ATM - Ataxia Telangiectasia Mutated

ATP — adenosin trifosfat

ATR - ATM- and Rad3-Related

bax — Bcl2-associated X protein

BER - base excision repair

BRCA 1, 2 - Breast Cancer 1, 2

CBP — CREB binding protein

CDK - cyklin dependentni kindza

CFS — common fragile site

Chk1 — Checkpoint Kinase 1

Chk2 - Checkpoint Kinase 2

COX — cytochrom c oxidaza

CREB — cAMP responsive element binding protein
DDR — DNA damage response

DNA — deoxyribonukleova kyselina

DNA-PKcs - DNA - Dependent Protein Kinase consobunit
dNTP - dinukleotidtrifosfat

DSB — double strand break

ETC — elektron transportiéttzec

FDG-PET - fluorodeoxyglukdza — pozitronova emismografie
FH — fumarat hydrataza

FIH-1 - faktor inhibujici HIF

GLUT - glukbzovy transporteér

HIF-1 — Hypoxia Inducible Factor-1

HK - hexokinaza

HR - homologous recombination

HRE — hypoxia responsible elements

IPR - N6-isopentenyladenosin

LDH - laktat dehydrogenaza
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LONP1 — LON proteédza 1

MCTA - monokarboxylatovy transporteér

Mdc1l - Mediator of DNA damge checkpoint 1
Mrell - Meiotic Recombination 11

MRN komplex - Mrel1-Rad50-Nbs1

MtDNA - mitochondrialni DNA

MXI1 - MAX-interacting protein 1

NADH - nikotinamid adenin dinukleotid redukovany
NADPH - nikotinamid adenin dinukleotid fosfat reawany
Nbsl - Nijmegean Breakage Syndrome 1

NER - Nucleotide Excision Repair

NHEJ - non-homologous end-joining

ODD - oxygen dependent degradation domain
OXPHOS - oxidativni fosforylace

PCNA - Proliferating cell nuclear antigen

PDH — pyruvat dehydrogenaza

PDK1 - pyruvat dehydrogenéza kindza 1

PEP — fosfoenolpyruvét

PFK1 - fosfofruktokinaza 1

PFKFB - 6-fosfofruko-2-kindza/fruktoza 2,6-bisfosiza
PGK - fosfoglycerat kindza

PGI - fosfogluk6za izomeraza

PGM - fosfoglycerat mutaza

PHD - kyslik-dependentni prolyl hydroxylaza

PI3K - fosfatidilinositol-3 kinaza

PK — pyruvat kinaza

PTEN — phosphatase and tensin homolog

ROS - reaktivni kyslikové radikaly

RPA - Replication protein A

RFC - Replication factor C

SDH - sukcinat dehydrogenaza

SMCL1 - Structural Maintenance of Chromozomes 1

SRC — Rous sarcoma oncogene
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SSB -single strand break

TFAM — transkrigni faktor A

TopBP1 - Topoisomerase Binding Protein 1

TPI - triozafosfat izomeraza

V(D)J - Variable Diversity Joining Recombination
VHL - von Hippel-Lindau protein
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