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Souhrn

Bunky kazdého organismu a jejich DNA jsou neustile zasahovany vlivy jak
endogennimi, tak exogennimi, které maji neblahé ucinky na jejich zivotaschopnost.
Efekty téchto vlivi jsou piedev§im detekovatelné ve form¢ naruseni integrity genetické
informace a bylo tedy nutné vyvinout zpiasob, ktery by byl u¢innym obrannym
systétmem schopnym takovéto poskozeni napravovat a eliminovat jeho disledky.
Nastrojem jsou zde komplexni signalni drahy a zpisoby opravy, kterymi disponuji
nejen bunky zdravé tkané, ale v urcitych obmeénach také bunky tkané nadorové, které
ovSem vykazuji vysokou miru replika¢niho stresu a tak zde nejsou vysSe popsané

strategie tak ucinné.

Teoretickd Cast této prace je vénovana obecnému piehledu typi poskozeni
DNA, drah signalizace a cest opravy tohoto poSkozeni. Experimentalni ¢ast se vénuje
otazce, zda inhibice nékterych signalnich drah odpovédi bunék na replikacni stres ma
efekt na jejich viabilitu, jak silny tento efekt a také jeho srovnani s efektem u bunéénych
linii nenddorovych. Také je zde otestovana moznost synergistického vztahu inhibitorti
Chkli a MKk2i pfi ovlivnéni leukemickych bunécénych linii, ktery byl u jistych
buné&nych linii prezentovan ve studii Dietleina a kolektivu (Dietlein et al., 2015).
Vysledky hovoii o vysoké u¢innosti inhibitoru Chkli a kombinace inhibitord Chk/Mk2i
u nadorovych linii, pficemZ u bunécnych linii nenddorovych byla u¢innost vyrazné
nizs8i. V ptipadé kombinace Chkli a Mk2i se vzdy ukézal inhibitor Chkli jako ten, jez
zapricinuje vétSinu efektu inhibice a Mk2i zde mél spise aditivni G¢inek. Znamena to
tedy, Ze strategie inhibice drah odpovédi bunck na replikacni stres, jehoZ jedna z pficin
je poSkozeni DNA, je slibnou oblasti ve vyzkumu zabyvajicim se vyvojem novych

lécebnych metod leukemickych onemocnéni.



Summary

Cells and especially their DNA are constant targets of both endogenic and
exogenic influences resulting with unfortunate effects as far as over all functioning of
cell, tissue and organism is concerned. These effects can be seen specifically as a
desruptinon of genomic integrity and stability. Therefore it was necessary for cells to
develope a way to defend their genetic information and make sure, that it will stay intact
as much as possible. Complex signalling pathways and ways to repair damaged DNA
were created to fullfil this task. However these signalling pathways and ways of repair

are not only active in healthy tissue but with some differences in cancer tissue as well.

Theoretical part summarizes known facts about types of DNA damage,
signalling pathways and ways of repair. Experimental part focuses on a possibility that
inhibition of some of the signalling pathways is a strong influencer of cancer cells
viability. Furthermore it provides a comparison between the effect of inhibition in
cancer and non-cancer cells. The experimental part is also aimed at testing the
possibility of synergic effect when the combination of Chk1i/Mk2i is used for treating
leukemic cell lines. The results are showing, that Chkl1i inhibitor and combination of
Chk1i/MKkz2i are very efficient killers of cancer cells, while non-cancer cells are not at
all affected so heavilly. In case of combination Chk1i/Mk2i the Chk1i was always the
one causing the majority of effect, while Mk2i provided rather additive effect. It is
clear, that this strategy of inhibiting some of the pathways of cellular response to
replication stress caused mainly by DNA damage is a promising area of research

focused on developement of new methods to cure leukemic diseases.
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1. Uvod

Rakovinna onemocnéni patii k chorobam s vysokou frekvenci vyskytu v populaci a
vysokou umrtnosti postizenych osob. Tento fakt vede také k tomu, ze velka cast védeckého
vyzkumu se vénuje praveé problematice 1é¢by riiznych typt rakoviny. Zaklad 1é¢ebnych
postuptl pouzivanych v bojich s témito chorobami lezi ve vyuziti kombinace ionizujiciho
zateni a vhodnych chemickych latek, jejichz pouziti pfedchdzi ve vysokém procentu piipadi
chirurgicky zakrok. Uginek ionizujiciho zafeni a vybranych chemickych latek ve své podstaté
spoc¢iva v naruSeni dvousroubovicové struktury DNA, pficemz je klicové tento ucinek co
nejvice soustiedit na nadorové burky tak, aby byly co nejméné zasaZeny ostatni bunky

organismu ((Jackson, S.P., Bartek,,J., 2009, Lord, J. Ashworth, A., 2012).

-

Poskozeni Replikacni
DNA E‘ / stres
e SIGNALY
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TRANSDUKTORY
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Apoptoza Transkripce DNA oprava

Obrazek 1: Shrnuti osudu bunek S funkcne defektni DNA. Pokud je DNA buiiky
zasazena nepriznivymi déji, jsou pres signdlni drahy uvedeny v cCinnosti systémy
bunécné odpovedi. Tyto systémy jsou schopny ovlivnit chod bunécného cyklu, DNA lézi
opravit, iniciovat apoptozu, pokud je léze neopravitelnd, c¢i zajistit dokonceni

transkripce (Upraveno dle Elledge, S.J., Zhou, B. S., 2000).

Poskozeni molekuly DNA je velice Castym jevem postihujicim vSechny buiiky.

Ovsem jedna se o jev nezadouci, nebot’ udrzovat integritu genetické informace je
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nezbytné pro zachovani spravného fungovani bunky a v dasledku i celého organismu.
Za timto ucelem byl vyvinut tzvn. systém odpovédi bunék na poskozeni DNA (DNA
damage response — DDR). Tento systém se sestava ze signalnich drah zajist'ujicich cely
proces opravy poskozené DNA od prvotni molekuly signalizujici vyskyt poskozeni az
po konecny proces, ktery bud’ 1ézi opravi, ma apopticky ucinek, nebo posle bunku do

senescence (Jackson, S.P., Bartek,,J., 2009, Lord, J. Ashworth, A., 2012).

MoZnym jevem snizujicim ucinnost terapii vyuzivanych v 1é€bé rakovinnych
onemocnéni se tedy ukazuje byt snaha DDR opravovat 1éze DNA nadorovych bun¢k,
jez jsou obvykle G¢innym prvkem probihajici 1éCebné terapie. V navaznosti na popsany
problém je v soucasnosti diskutovana teorie o moznosti ucinku blokace vybranych
signdlnich drah na uCinnost ozafovdni a chemoterapie pii 1éEbé rakovinnych

onemocnéni (Lord, J. Ashworth, A., 2012, Johnson, N. et al., 2011).

V praktické casti prace budou provedeny bunécné eseje zkoumajici Ucinek
Chkli, Mk2i a Parpi inhibitoru signalnich drah odpovédi bun¢k na poskozeni DNA a
jejich kombinaci na viabilitu nadorové bun&tné linie v porovnani s bunénou linii
nenddorovou. Z vysledkli porovnavajicich zkoumané bunééné linie budou poté
vyvozeny zavéry o moznostech uplatnéni v lécebnych terapiich nadorovych

onemocnéni.
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2 Soucasny stav reSené problematiky

2.1 PosSkozeni DNA

DNA jako takova je bez piestani vystavovana jak endogennimu poskozeni, tak
mnozstvi exogennich agens zptisobujicich jeji poSkozeni. Tento jev se v kazdé bunce
organismu uplatiiuje v Cetnosti desitek tisic 1¢zi za den. Vyzkumy v pfedmétné oblasti
poskytly ndhled na nejcastéjSi endogenni procesy a identifikovaly velké mnozstvi
exogennich agens, ktera jsou pri¢inou zmény sekvenci DNA ¢i naslednych mutaci, a tak
meéni nebo poskozuji genetickou informaci. Mezi nejznaméjsi z téchto agens patii
ionizujici zafeni, ultrafialova slozka sluneéniho zafeni, cigaretovy kouf, chemikalie
vyuzivané v prumyslu ¢i latky vyuzivané v chemoterapii pii 1é¢bé rakoviny (Jackson,

S.P., Bartek,,J., 2009, Lord, J. Ashworth, A., 2012).

2.1.1 DNA léze zpiisobené exogennim Cinitelem

Typy 1€zi postihujicich genetickou informaci organismtii mohou byt rtizné a do
jisté miry jsou zavislé na agens, jehoz Cinnosti jsou vysledkem. lonizujici zéafeni je
znamym spouStécim mechanismem pro vznik jednovldknovych ¢&i  posléze
dvouvlédknovych zlomt, pficemz dvouvlaknové zlomy maji dalekosahlejsi dusledky.
Ultrafialové slozka slune&niho zafeni dopadajici na Zemi je p¥icinou az 1 x 10° 1ézi
V buiice za den. VétSinou jsou zasazeny dusikaté baze v dvousroubovici DNA a léze
jsou nejcastéji piedstavovany cyklobutan - pyrimidinovymi dimery, které mohou vyustit
ve zménu sekvence DNA. Napiiklad pokud je soucasti dimeru cytosin, nachylné&jsi
k deaminaci, je béhem né¢kolika dalsich bunéénych déleni nahrazen thyminem (Lord, J.
Ashworth, A., 2012).

Latky nachézejici se v zivotnim prostedi organismil a také latky vyuzivajici se
k 1é¢b¢é rakoviny jsou dal$imi entitami, které svou cCinnosti poSkozuji genetickou
informaci zasazeného organismu a takto pfispivaji k maligni transformaci bunék. Mezi
karcinogenni Cinitele v této kategorii lze zatadit latky, jejichz strukturni soucasti je
benzenovy kruh. Jedna se tedy o chemické slou¢eniny aromatické a mezi takovéto latky
s karcinogennim fadime naptiklad benzo(a)pyren-7,8-dihydrodiol-9,10-epoxid (BPDE)
¢i benzoaminy, jejichz ptikladem je N-acetoxy-2-aminofluoren (AAF). Dale je zde

mozno jmenovat latky s obsahem arsenu, azbestové materialy ¢i formaldehyd. Na
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konkrétnim ptikladu posledni zmifiované latky je vhodné uvést mozné typy poskozeni
DNA organismu exponovaného této latce. Polymerni slouceniny, jejichz monomerni
jednotkou je formaldehyd je mozno detekovat v nejriiznéjSich produktech vyuzivanych
pramyslem, medicinskymi zafizenimi ¢i domdcnostmi. Monomerni jednotka téchto
polymert je vysoce reaktivni, zasahuje bunécné struktury a je Cinitelem pii vzniku 1ézi.
Nejcastéji se zde jedna o aberantni spojeni mezi DNA a proteinem ¢i dvéma proteiny.
(Choi Jun-Hyuk et al, 2015). Jednou z nejéastéjSich chemickych latek uZzivanych
Vv chemoterapii cilici na nadorové tkan¢ jsou soli s obsahem platiny, konkrétné
cisplatina. Obecnym efektem téchto latek na molekulu DNA jsou tzv kiizové vazby,
které jsou pozorovany bud’ mezi vlakny ¢i na vlakné jediném (Lord, J. Ashworth, A.,

2012).

2.1.2 Endogenni poskozeni molekuly DNA
2.1.2.1 Oxidativni poSkozeni

Velmi ¢astym poskozenim molekul DNA je poskozeni oxidativni. Tyto 1éze jsou
zpusobovany béznymi a vSudypfitomnymi volnymi kyslikovymi radikaly (ROS), které
jsou produkovany vesSkerymi aerobnimi procesy (Strand M. Janne et al., 2016). Kyslik
ve svém stabilnim stavu jako dvouatomova molekula ma moznost do svych volnych
orbitald pfijmout volné elektrony a stdva se tak superoxidovym radikalem O*,
peroxidem vodiku H,0, ¢i hydroxylovym radikdlem - OH*. ROS jsou produkovany
exogennimi agens nachdzejicimi se V Zivotnim prostfedi zasazenych organismu, zZ nichz

nékteré byly zminény vyse, a také endogennimi procesy (Strand M.J,. et al., 2016).

Endogennim zdrojem tohoto poskozeni genetick¢é informace je kazdy
metabolicky proces v téle organismu, ktery produkuje reaktivni formu kysliku. Jako
konkrétni piiklad je zde mozno uvést elektrontransportni fetézec, ¢ili proces redukce
kysliku na vodu pfi oxidativni fosforylaci probihajici v mitochondriich, ¢i metabolismus
probihajici v peroxizomech. H. J. H. Fenton v devadesatych letech 19. stoleti podal
dikaz o vétsi UcCinnosti peroxidu vodiku jako oxidativniho ¢inidla plisobiciho na
molekulu DNA, pokud je rozstépen v reakci s zeleznatym kationtem. O této reakci dnes
uvazujeme jako o Fentonové. Exogenni agens produkujici ROS zahrnuji slouceniny
redoxnich cykli, ionizujici zafeni a néktera léciva (Henle, E.S. a Linn, S., 1997,

Friedberg C. Errol, DNA Repair and Mutagenesis, second edition, 2006).
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Mezi aberace zpiisobované na DNA nejcastéji plisobenim volnych kyslikovych
radikall patii poSkozeni dusikatych bazi vedouci k zdmén¢, modifikace cukerné slozky
ribézy a Vv neposledni fadé jednovlaknové a dvouvldknové zlomy ¢i kiizové vazby
(Strand M..J. et al., 2016). Poskozeni dusikatych bazi spociva v jejich ataku reaktivnimi
radikaly a nasledném zmnozeni dvojnych vazeb. V pfipad¢ zasazeni cukerné slozky
struktury DNA molekuly dochdzi ke ztrat¢ vodiku. Jisté zavéry vedou k presvédceni, ze
1éze se na DNA objevuji S urcitou specifitou pro jednotlivé regiony. Vice zasazenou
oblasti DNA se ukazuje byt mén¢ kondenzovany euchromatin, kde se nachazeji
transkripéné  aktivni geny oproti mnohondsobné¢ vice kondenzovanému
heterochromatinu (Strand M.J., et al., 2016, Friedberg C. Errol, DNA Repair and

Mutagenesis, second edition, 2006).

po3kozend bize dvouviiknovy zlom
jednovidknovy zlom (DSB) intravldknovy )
" vesprins crossirk | Iter-diknovy
, _ parovani bazi g

Obrazek 2: Mozné typy poskozeni DNA. DNA neustale celi pusobeni mnohych druhu
exogennich ¢i endogennich agens, které stoji za vznikem poskozeni DNA, projevujiciho
se mnoha zpiisoby. (Upraveno dle http://www.bioch.ox.ac.uk/aspsite/index.asp?pageid=892,
navstiveno dne 6. 3. 2017).

Jak bylo feceno, oxidativni zmény na molekule DNA jsou nezadouci. Vzhledem
K tomu, Ze volné kyslikové radikaly jsou vSudy ptitomné, béhem evoluéniho vyvoje
bylo potieba zajistit urcitou ochranu genetické informace pro jeji esencialni roli ve
vyvoji organismu a zaroven velké zranitelnosti. Kromé& cest opravy DNA, kterym se
tato prace bude vénovat pozd¢ji, byly vyvinuty ur€it¢é mechanismy a upravy ve
fyziologii, které prispivaji k ochrané DNA a omezeni ucinnosti atakujicich faktort

(Friedberg C. Errol, DNA Repair and Mutagenesis, second edition, 2006).

Ve fyziologii builkky se zde jednd piedevSim o jeji kompartmentaci, kdy
molekula DNA nesouci vétSinu genetické informace je situovana v jadie buiky a je

chranéna jadernou membranou. Kromé jaderné membrany je DNA uloZena v jadre také
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chranéna proteiny histonové a nehistonové povahy, které jsou soucasti struktury DNA
molekuly, a dale ur¢itym stupném kondenzace chromatinu. Ta ztézuje pristup ROS.
Podobné jsou uzavieny do bunéénych kompartmentii mitochondrie, chloroplastu a
peroxizomu kyslikové metabolické procesy odd€lujici tak tyto procesy od zbytku buiiky
a predev§im od deoxyribonukleové kyseliny (Riley, P.A.,1994, Friedberg C. Errol,
DNA Repair and Mutagenesis, second edition, 2006).

Dalsim opatfenim, které bylo piijato za Ucelem ochrany je navazéni kovu
pritomnych v organismu a participujicich na nejriiznéjsich fyziologickych procesech na
proteinové nosice, znemoziujici tak samovolnou ¢innost iontu. Pfikladem zde mtze byt
ferritin ¢i transferin, které uskladnuji Zeleznaté ionty piitomné v organismu. Takto je
mozné sionty Zeleza manipulovat pouze za ptedpokladu jejich uvolnéni pomoci
reduktasy, superoxidového radikalu ¢i askorbatu (Proteggente, A.R, Rehman, A. et al.,
2000).

Mezi opatieni zavedena za ucelem ochrany DNA molekuly pied oxidativnim
poskozenim patii také okamzité snizeni koncentrace kysliku po jeho vstupu do tkani
z220% obsazenych ve vzduchu na kone€nou koncentraci dosahujici 3-4% kysliku ve
tkanich. Volné kyslikové radikaly jsou V organismu eliminovany také cinnosti
antioxidantli. Jsou znamy antioxidanty, které se vyskytuji v téle a eliminuji reaktivni
Castice pritomné v organismu. Mezi pfirozené antioxidanty patii naptiklad superoxid
dismutasy, které jsou nejvice zastoupeny, katalasy pfitomny v peroxizomech C¢i
peroxiddsy. Buiikky maji také mozZnost reagovat na oxidativni poSkozeni degradaci
poSkozenych struktur a jejich novou syntézou, pozastavenim probihajiciho bunééného

cyklu ¢i jeho nasmérovanim k apoptoze (Hornsby, P.J., 2003).

2.1.2.2 Zmény struktury dusikatych bazi

Struktura DNA je neustdle zasahovana spontannimi zménami a cCasto jsou
zasahovany dusikaté baze tvofici dileZitou soucast molekuly. Jedn4 se zde o zménu
chemického slozeni dusikaté baze, ktera spociva piedev§im v deaminaci bazi
puvodnich, které se timto transformuji v jiné heterocyklické slouceniny, coz muze
vyustit v nastartovani mutagennich procesti. Konkrétni zmény, které 1ze v této oblasti
jmenovat budou charakterizovany nize. Deaminace zasahuje ty dusikaté baze, v jejichz

chemické struktufe je pfitomna aminoskupina. V ptipadé¢ DNA se tedy jedné o cytosin,
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adenin, guanin a 5-methyl-cytosin, které se po ztrat¢ své aminoskupiny transformuji na

uracil, hypoxathin, xanthin a thymin (Lindahl, T., 1993).

2.1.2.3 Spontanni deaminace cytosinu na uracil

Jedna se o nejcastéjsi specifickou zménu v chemické struktufe DNA molekuly,
nebot’ uracil vni neni bézn¢ pfitomen. Behem evoluce byla RNA, jejiz chemické
struktury je uracil pevnou soucasti, nahrazena DNA. Tento evolu¢ni krok se udal
z diivodu vétsi stability DNA molekuly, kterd timto poskytuje lepsi ochranu genetické
informaci v ni obsazené. Nahrada molekuly RNA molekulou DNA byla provazena
zménou v zastoupeni dusikatych bazi v chemické struktufe této molekuly, kdy byl uracil
nahrazen thyminem. Takto se uracil v DNA vyskytuje pfedev$im jako vysledek
deaminace cytosinu a jakakoli jeho ptitomnost ve DNA organismu je tak identifikovana
jako nestandardni chemicka struktura (Poole, J.P., Dedon, P.C., 2001).

Jsou zndmy dva mechanismy deaminacni reakce. Prvni z nich zahrnuje pfimy
atak hydroxylové skupiny na &tvrtou pozici pyrimidinového kruhu a druhy proces
zahrnuje reakci skladajici se z adice a eliminace, pficemZz meziproduktem reakce je
dihydrocytosin. Deaminace cytosinu je znasobovana pfitomnosti cyklobutan —
pyrimidinovych dimert vzniklych ptisobenim ultrafialového zareni, dale interkalacnimi
latkami nebo pokud je cytosin parovan s nespravnou ¢i alkylovanou dusikatou bazi

(Impellizzeri, K.J., Linn, S., 1991).

Deaminace cytosinu na uracil je v nékolika piipadech provadéna enzymaticky a
ma svou roli v daném procesu. Jako piiklad je mozno uvést specializované editovani
RNA, kdy se jedna o deaminaci cytosinu pti editaci mRNA. Dal§im procesem je
produkce protilatek v té€lech obratlovcii. Zde se jedna o kombinaci imunoglobulinovych
usekl kodovanych geny V, D a J pomoci nehomologniho spojovani konct (viz kapitola
4.3.2). Deaminace cytosinu je zaznamenana b&hem procesu somatické hypermutace

(Poole, J.P., Dedon, P.C., 2001).

2.1.2.4 Deaminace purinovych dusikatych bazi a ztrata badze

v

Vv porovnani s deaminaci cytosinu. Adenin je v procesu deaminace pfeménén na
hypoxanthin, zatimco guanin prochazi deaminaci za vzniku xanthinu. Deaminace zde
probihd pii styku bazi s latkou s kyselym pH, pficemz naptiklad adenin muze byt
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deaminovan pomoci kyseliny dusité. Hypoxanthin vznikly v procesu deaminace je
potencialn¢ mutagenni (Friedberg C. Errol, DNA Repair and Mutagenesis, second
edition, 2006).

Ztrata baze je dalsi ze spontannich endogennich poskozeni DNA. Jsou znamy
dva typy dle toho, zda je ztracend baze pyrimidinova, poté se jedna o depyrimidinaci, ¢i
purinovd, vtomto piipadé se jednd o depurinaci. K tomuto dochdzi povétSinou
roztépenim N- glykosilové vazby ve struktufe DNA. Je totiz faktem, Ze po redukci
rib6ézy na deoxyribozu dosSlo ke zvySeni ndchylnosti cukerné slozky molekuly DNA
K hydrolyzaci. Ztratou dusikaté baze vznika ve struktufe DNA tzv. abazické misto.
V piipad¢ depurinace je toto vétsinou v dal§im kroku nasledovano zlomem v oslabeném
abazickém misté. VSe probiha v podminkach se zvySenym pH a DNA je takto
degradovana (Friedberg C. Errol, DNA Repair and Mutagenesis, second edition, 2006).

2.2 Replikac¢ni stres

Jedna se o jev izce spojeny s tématem poskozeni DNA, kdy pfi replikaci DNA je
replikacni vidlicka zpomalena oproti svému standardnimu postupu, ¢i je uplné
zastavena. Dlvodem pro toto je celda fada prekazek, mezi které se fadi inkorporace
ribonukleotidi do DNA, hybridni molekuly RNA-DNA, nedostatek nukleotidd,
repetitivni sekvence, transkripéni komplexy, sekundarni struktura DNA, fragilni mista,
stres zpusobeny aktivnimi onkogeny a Vv neposledni fadé DNA 1éze. (Zeman M.,
Cimprich K.A., 2014).

Zastaveni ¢i zpomaleni replikaéniho aparatu ma za nasledek vyskyt
jednovldknové DNA (ssDNA) obalené replika¢nim proteinem A (RPA). Tento protein
nasledné poskytuje signal pro zahajeni procesu odpovédi buiky na replikacni stres. Na
misto se na zaklad¢ tohoto signalu dostavi molekuly proteini poskytujicich moznost
opravy ¢i zvySujicich pravdépodobnost dokonceni replikace i pies stresové podminky.
Tyto proteiny maji povétSsinou kindzovou aktivitu a jeden z nejdulezitéjsich je ATR,

dale je klicova také ATM kinaza. (Zeman M., Cimprich K.A., 2014).

ATR (ATM & Rad3-related) je zde centralni kinazou, ktera fosforyluje dalsi
molekuly za ucelem zmirnéni U¢inkl replika¢niho stresu, kdy obecnou snahou téchto

procest je stabilizace replika¢niho aparatu. Klicovymi molekulami vyskytujicimi se
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v ATR dependentni dréze jsou Chk1 kindza a RPA. U¢inek ATR je mozno vystihnout
ve dvou zakladnich bodech, jimiz je konkrétné touto signalni drahou fesen problém
replikacniho stresu. Jednd se o pozastaveni bunééného cyklu a zastaveni aktivace
pozdnich replikac¢nich pocatkil, coz umoznuje ziskat ¢as pro piipadné odstranéni zdroje
stresu a akumulaci materidlu potiebného pro uspésné dokonceni replikace. Timto dojde

k priprave pro restart replikacni vidlicky (Zeman M., Cimprich K.A., 2014).

V piipadé, Ze vlivy stojici za stresovym prostifedim neni mozno odstranit, je zde
moznost restartu procesu replikace i pfes tyto podminky. Specificky se jedna o stres
zpuisobeny DNA [ézi, kdy je mozno aberaci pfi replikaci obejit formou tzvn. gapu za
ucasti DNA polymeraz n a x nachylnych k chybam pfi replikaci, kdy replikacni aparat
1ézi vynecha. Tato moZnost feSeni predmétného problému se nazyva tolerance
poskozeni DNA. Pokud toto mozné neni, a i1 pfes aktivaci signdlni dradhy za Gcelem
eliminace stresového faktoru ¢i omezeni jeho Uc¢innosti nebyl tento proces uspésny,
dojde k selhani restartu replikacniho aparatu a ke kolapsu replikaéni vidlicky. Toto
Casto znamena vznik dvojitého zlomu DNA a naslednou aktivaci klasickych cest opravy
poskozené DNA, kterym se tato prace bude vénovat pozdéji (Zeman M., Cimprich K.A.,
2014).
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Obrazek 3: Mechanismus restartu a kolapsu replikacniho aparatu. (a) Reakce na
replikacni stres iniciovand ATR kindzou. Piivodni DNA je uvolnéna a replikovana
pomoci polymeraz pro vedouci a zpozdujici se retézec (Pol ¢ a Pol o. Ddle je navazan
na PCNA (proliferating cell nuclear antigen). Pokud je replikace zastavena, situace je
rozeznana ATR kindzou a jejim partnerem ATRIP, ¢imz je iniciovana signalni drdha
S efektorovou kinazou Chkl. Replikacni vidlicka je takto stabilizovana a bunécny cyklus
pozastaven. (b) Mechanismus restartu replikacni vidlicky. Po aktivaci signdlni drahy
ATR-Chkl je replikacni vidlicka restartovana aktivaci dormantnich replikacnich
pocatkii, znovuobnovenim replikace ci reverzi replikacnich vidlicky pro aktivaci drahy
tolerance poskozeni DNA (DDT). (c) Mechanismus kolapsu replikacni vidlicky. Pokud
je zastavend replikacni vidlicka dlouhodobé nestabilizovana, dochazi k jejimu kolapsu.
Moznym mechanismem kolapsu je disociace komponentit replikonu, Stépeni nukledsami,
reverze Ci zastaveni replikacni vidlicky ¢i nahlé ukonceni templatu (Upraveno dle

Zeman M., Cimprich K.A., 2014).
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2.3 Genomicka nestabilita

Genomické nestabilita je jednim z disledkd vyskytu poSkozeni DNA a s tim
spojené mutageneze. Vzhledem k tomu, Ze kazdd buiika je podrobovana neustalému
tlaku vné&jSich faktor a je také ovliviiovana procesy probihajicimi uvnitf organismu,
jedna se o velice Casty jev. Nestabilita genomu je nezaddouci a znamena pro bunku a
potazmo cely organismus nebezpeéi a zatéz. Je tedy snahou organismu, aby jeho
geneticka informace obsahovala co moZzna nejméné chyb v zapisu a organismus byl
nositelem co nejmensiho mnozstvi negativnich mutaci. V disledku je snahou organismu
také to, aby jeho genetickd informace byla pfedana dcefinné generaci v CO

nejintaktnéj$im stavu (Lord, J. Ashworth, A., 2012).

2.3.1 Snaha o udrZeni genomické integrity

Pro udrzeni genomické stability a integrity byly vyvinuty opravné drahy, jejichz
aktivita cilen¢ odstranuje DNA 1éze a mechanismy, které sice nejsou fazené k DDR, ale

prokazatelné zabraiuji zvySovani genomické nestability. (Lord, J., Ashworth, A., 2012).

Mezi tyto mechanismy patii naptiklad telomerické oblasti na koncich kazdého
lidského chromozomu. Jedna se o repetitivni oblasti bohaté na guanin a cytosin, které
interaguji s mnozstvim proteind a vytvareji s nimi smycky. K proteinim pfitomnym
Vv telomerickych oblastech se tfadi proteiny vazici se na repetice telomerické DNA
TERF1 a TERF2 a faktory s nimi interagujicimi TINF2, ¢i proteiny chranici telomery
POT1. Tyto struktury formuji tzvn. shelterin komplex a zabranuji chromozomim ve
vzajemné fuzi, zajiStuji jejich linearni strukturu a chréni je pfed naruSovanim
nukledzami. Délka telomerickych oblasti na koncich chromozomi je redukovéana pfi
kazdém bunécném cyklu a je monitorovana proteinem p53, ktery po dosazeni kritické
délky chromozomovych telomer v konkrétni bunce vyda signal pro ptechod bunky do
senescence (Artandi, S.E. a DePintho, R.A., 2010)

Dal§im mechanismem podporujicim genomickou integritu a spolupracujicim
s DDR jsou proteiny schopné remodelovat strukturu chromatinu v bunééném jadie a tak
zptistupniovat 1éze molekulam schopnym takto poskozenou DNA opravit. DDR dale
spolupracuje s kontrolnimi body bunécného cyklu, které poskytuji informace o stavu
konkrétni bunky a poté mohou byt zpétné signilnimi drdhami ovliviiovany.
V neposledni tadé¢ zde existuje také spojeni se segregacnim aparatem. Toto vSe
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umoziiuje podrobnou kontrolu genetického materidlu tak, aby byl pfedan dcefinné
generaci bun€k v co mozna nejvice intaktnim stavu (Warmedam, D.O., Kanaar, R.,
2010).

2.4 Drahy odpovédi bunék na poskozeni DNA (DDR)

Vzhledem k potencialné devastujicim efektim genomické nestability si bunky
vyvinuly mnoho mezi sebou propojenych mechanismt, jejichz tkolem je udrzovat
genomickou integritu. Obecné je tento soubor d&€ji oznaCovan terminem ,,drahy
odpovédi bun€k na poSkozeni DNA*“ (DNA damage response). Vzhledem k Siroké
Skale poskozeni postihujicich molekulu DNA a jejich vysoké variabilité byly vyvinuty
velice komplexni a specifické mechanismy opravy. Do procesu je fazena oprava
nespravného parovani bazi (MMR), bazova excizni oprava (BER), nukleotidova excizni
oprava (NER), homologni rekombinace (HR) a spojovani nehomolognich konct
(NHEJ). Je znamo, Ze zde ma dilezitou roli také imunitni systém, ktery rozpoznava
exogenni patogeny, ale také nestandardni buiiky organismu vlastni (Soria-Valles C.,

Lopéz-Soto A. et al, 2016).

Zakladni mechanismus funkce téchto drah opravy poskozené DNA spociva
V rozpoznani daného poskozeni, déle jsou pomoci signalnich molekul participujicich na
procesu opravy naakumulovany faktory nutné k jejimu provedeni a v poslednim kroku
je prikroceno k samotné opravé konkrétniho poskozeni molekuly DNA (Jackson, P.,
Bartek J., 2009).

2.4.1 Oprava nespravného parovani bazi a vystriZeni nestandardni baze

Oprava nespravného parovani bazi je mimo napravy aberantniho parovani bazi
odpovédna také za opravu smycek vzniklych pii deleci ¢i inserci v procesu replikace.
V této draze jsou klicovymi komponentami senzory MSH2-MSH6 a MSH2-MSH3 pro
rozpoznani léze, EXOIl s exonukledzovou aktivitou, polymeraza 6 a & pro
dosyntetizovani DNA a ligaza I pro opétovné spojeni fetézce DNA. Kli¢ovymi proteiny
Vv tomto procesu jsou MSH2 a MLH1 koédované homolognimi geny mutS a mutL (Lord,
J., Ashworth, A., 2012).

Vystiizeni poskozené dusikaté baze (BER) je ¢asto vyuZzivanou moznosti opravy.

Timto zplsobem jsou napravovany Skody zplisobené oxidativnimi zménami, produkty
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alkylace ¢i jednovlaknové zlomy, které jsou produkty opravy oxidativniho poskozeni ¢i
nestandardni aktivitou topoisomerazy 1 a 2. Poskozena baze je zde Casto rozpoznana
glykosylazou a dale se na opravé postupné podili endonukledza APE1 a AFE1 pro
vystiizeni aberantni baze, dale je chybéjici usek dosyntetizovan polymerazou €, o ¢i  a
Vv posledni kroku probéhne opétovné spojeni vlakna DNA pomoci ligazy | nebo Il
(Jackson, P., Bartek, J., 2009). Zde je pii zafazovani novych bazi nutna kontrola jejich
intaktnosti a pfipadné zabranéni pouziti jakymkoli zpisobem poskozené baze. Jednim
z enzymi odpovidajicich za kontrolu je NUDT5 (J. Lord a A. Ashworth, 2012).
Kli¢ovou roli v tomto procesu hraje enzym poly (ADP-riboza) polymeraza 1 (PARP1) a
poly(ADP-riboza)polymeraza 2 (PARP2) jako signalni molekula, ktera pfijima

informaci o poSkozeni a dale jej predava (Jackson, P., Bartek J., 2009).

2.4.2 VystriZeni nespravného nukleotidu

Dalsi moznosti opravy aberantni DNA je vystiizeni nukleotidu. V tomto procesu
jsou zpracovana néktera rozsahlejsi poskozeni, mezi kterymi lze jmenovat naptiklad
rozsahlé jednovlaknové zlomy zpiisobené ultrafialovou slozkou slune¢niho zateni c¢i
vetsi adukty dusikatych bazi. Tento zplisob opravy byva rozdélen na dvé podskupiny.
Prvni z nich odstranuje poskozené nukleotidy béhem transkripce, kdy je predevsim
provadéna v mistech blokace probihajici transkripce a je detekovana postupujici
polymerazou. Druhd podskupina pracuje na urovni genomu a neni aktivni pouze béhem
procesu transkripce urcité casti DNA. V tomto ptipad¢ je 1éze detekovana z divodu
naruSovani parovani bazi a takto zplisobené deformace dvouSroubovicové struktury
DNA. V obou ptipadech je v prvnim kroku opravy DNA v okoli 1éze vystfizena ve
form¢ oligonukleotidu skladajiciho se z22 — 30 nukleotidd, kdy jako klicové
endonukleazy zde ptisobi ERCC1-XPF resp. XPG, a nasledné je odstranény usek DNA
nahrazen nové nasyntetizovanou DNA v procesu replikace. (Jackson a Bartek, 2009, J.
Lord a A. Ashworth, 2012).

2.4.3 Homologni rekombinace a spojovani nehomolognich konci

NejkomplexnéjSimi procesy uplatiujicimi se na opravé poskozené DNA je
spojovani nehomolognich koncd (non-homologus end joining, NHEJ) a homologni
rekombinace (homologus recombination, HR). Oba tyto procesy jsou vyuzivany
predevsim pii opravé dvouvlaknovych zlomi DNA (Soria-Valles C., Lopéz-Soto A. et
al, 2016).
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2.4.3.1 Homologni rekombinace

Homologni rekombinace probiha vyhradné v S a G2 fazi bunécného cyklu. Jde o
proces konzervativni opravy, kdy je DNA v okoli poskozeni nukleolyticky odstranéna a
jako templat pro syntézu nové chybé&jici DNA je pouzita sekvence nukleotidl
nachazejicich se na sesterské chromatidé. Tento proces je vzdy iniciovan
jednovldknovou DNA, kdy katalytickou molekulou je zde MRN komplex skladajici se
z restrikéniho enzymu MREI1, proteinu opravy DNA RADS50 a NSBI1 proteinu.
V procesu homologni rekombinace jsou zapojeny piedevsim proteiny kodované geny
BRCAL, BRCA2, RAD51 a PALB (Moynahan, M. E. a Jasin, M., 2010). Oprava DNA
léze pomoci HR je vzdy provedena ve sméru 5° — 3° konec a vysledkem je zde
jednovlaknovy piesah na 3° konci, ktery nasledné¢ vaze RPA a RAD51 (Moureau, S.,
Luessing, J. et al., 2016). Homologni rekombinace je procesem ucastnicim se také

opétovné aktivace zastaveného replika¢niho aparatu (Jackson, P., Bartek J., 2009).

2.4.3.2 Spojovani nehomolognich koncii

Spojovani nehomolognich koncl probiha na rozdil od homologni rekombinace
Vv pritbéhu celého bunééného cyklu. Jedna se zde o jednoduché spojeni dvou lepivych
koncti dvouvlaknového zlomu misto dosyntetizovani chybéjicich nukleotidl, coz
znamena nevyhnutelnou zménu v sekvenci DNA molekuly. Z tohoto divodu je proces
vyuzivan v krizovych situacich, kdy je nutnd co nejrychlej$§i oprava poSkozené
molekuly DNA pro fungovani organismu. Konkrétné pii vyskytu dvouvldknovych
zloml vzniklych plsobeni ionizujicicho zéafeni a chemikalii. Signalni drdha v tomto
piipadé i pfes vysoky risk vzniku mutace zahaji proces opravy (Lieber, M. J., 2010).
Déle ma tento proces také specialni uplatnéni pfi specifickych procesech zmény tiidy
imunoglobulin a rekombinace V(D)J usekl variabilnich oblasti imunoglobulinovych

fetézca (Bassing, C.H., Alt, F.W., 2009).

Dvouvlaknové zlomy jsou v NHEJ rozpoznany Ku proteinem, ktery se nasledné
vaze na proteinkinazu DNA-PKcs, kterou timto aktivuje a na misto 1éze jsou povolany
enzymy zpracovavajici konce nehomolognich vldken DNA a enzymy opravy DNA
XRCC4 a XLF/Cernunnos. Vldkna DNA jsou nakonec spojena ligdzou IV. Je zndma
také draha opravy poskozené DNA zaloZzend na spojovani nehomolognich konct
nezavisla na Ku proteinu, kterd se nazyva alternativni spojovani koncli neboli

mikrohomologii zprostiedkované spojovani koncii (MMEJ). Tento proces je vzdy
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spojen s deleci sekvence DNA (Kuwano, Y., Nishida, K. et al., 2016, Jackson, P.,
Bartek J., 2009).

2.5 Signalni molekuly drah odpovédi bunék na poskozeni

DNA

Drahy popsany vyse funguji na zaklad¢ interakce mnohych signalnich molekul,
které jsou uspotfadany do vzajemné propojenych systému a komplexné zajistuji co

nejvykonngjsi aparat pro opravu poskozené DNA (Jackson, P., Bartek J., 2009).

25.1 ATR, ATM, CHk1, CHk2 signalizace

ATM kinaza je serin/threonin proteinkindza kddovana stejnojmennym genem.
Jedna se o protein o velikosti 350 kDa hrajici nezastupitelnou roli v signalizaci
poskozeni DNA, jehoz aktivace je uzce spojena s komplexem MRN, kdy ATM piimo
reaguje s jednou ze slozek tohoto komplexu, NBS1. Cely nazev této kinazy zni ataxia
talangiectasia mutated a je odvozen od nazvu choroby, se kterou je ATM spojena.
Dochazi zde k mutaci v genu ATM, ktera je typickym znakem onemocnéni Ataxia
telangiectasia. Jedna se o vzacné neurodegenerativni onemocnéni spojené se zvySenou
citlivosti postizenych jedincti vic¢i ionizujicimu zafeni a timto tvofenou predispozici
k rakovinnym onemocnénim (Ahmed,M., Pinnix, CH. et al, 2016, Guleria, A., Chandna,
S., 2015)

ATR kindza (ATM/Rad3 related) je také serin/threonin kindza kdédovand
stejnojmennym genem aktivné se UcCastnici cest odpoveédi bunék na poskozeni DNA.
Mimo aktivitu v podobé zprosttedkovani signalu o poskozeni DNA a povolani dalsich
faktorti ucastnicich se opravy je tato kindza specificky aktivni pii replikaénim stresu.
ATR je povolana k mistu zastavené replikacni vidli¢ky a fosforyluje dal§i molekuly za
ucelem zmirnéni G¢inkl replika¢niho stresu, kdy obecnou snahou téchto procest je

stabilizace replika¢niho aparatu (Manic, G., Obrist, F., 2016).

Tyto kindzy jsou aktivovany vyskytem dvojitych zlomt DNA v piipadé¢ ATM, a
jednovlaknovou DNA s navazanym replika¢nim proteinem A (RPA) v piipadé ATR.
Svou ¢innosti dale ATR cilené aktivuje kinazu kontrolniho bodu bunééného cyklu 1

(checkpoint kinase 1, CHK1), ktera je aktivni béhem vsech casti bunééného cyklu a ma
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schopnost regulovat aktivaci dal$ich replikacnich poc¢atki, regulovat proces elongace, ¢i
kontrolovat stabilitu replikacni vidlicky. ATM aktivuje kinazu kontrolniho bodu
bunécného cyklu 2 (checkpoint kinase 2, CHK2). Tyto dale ovliviiuji aktivitu cyklin
depententnich kindz (CDK) napiiklad prostiednictvim p53 transkripéniho faktoru.
Procesy vedou ke zpomaleni nebo zastaveni bunétného cyklu v kontrolnich bodech
G1-S faze, intra-S faze ¢i G2-M faze. Vysledkem tohoto procesu je ptredevSim
prodlouzeni ¢asové periody, ktera je k dispozici pro kontrolu intaktnosti DNA a opravu
ptipadného poskozeni. (Shiloh, Y., 2003, Jackson, P., Bartek J., 2009, Guleria, A.,
Chandna, S., 2015).

Dle studie korejského vyzkumného tymu, kterda mimo jiné potvrdila moznost
studia opravy DNA in vivo pomoci citlivé bunééné eseje a nasledného
immunoblottingu, je mozno shrnout kinetiku vySe zminéné signalni dréhy nasledovné.
Rychlejsi je zde aktivace CHk1 kinazy a proteinu p53, coz nasleduje po interakci s ATR
kindzou reagujici na vyskyt jednovlaknové DNA v oblastech se zastavenymi
replika¢nimi vidlickami ¢i mezerami po vystfizeni nukleotidli v procesu opravy léze
DNA. Po aktivaci osy ATR-CHk]1 nasleduje v pozdgjsi signalizaci aktivace osy ATM-
CHk2 reagujici na dvojité zlomy dvousroubovice DNA (Choi, J.H, Kim, S.Y. et al.,
2015).

Paralelné¢ se signalni drahou ATM/ATR - CHk2/CHk1 pracujici v ramci
kontrolnich bodd bunécného cyklu se signalizace Gcastni také draha TAO/p38/MK2.
Vsechny tfi molekuly participujici v této signalni draze patii do rodiny MAPkinaz a
Vv této draze dochazi k jejich postupné aktivaci, pficemz konec¢nou signalni molekulou je
Mk2 kodovana genem MAPKAPK2. Je aktivni pti bunééné reakci na stres ¢i zanét, pii
jaderném transportu, regulaci genové exprese a bunétné proliferace. K aktivaci této
signalni drdhy dochézi, pokud je builka zasaZena ionizujicim zafenim, ultrafialovou

slozkou slune¢niho zafeni ¢i teplotnim Sokem (Raman., M., Earnest, S. et al., 2007).
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Vsechny vyse popsané signalni drahy odpovédi bunc€k na poskozeni molekuly
nesouci genetickou informaci sméfuji k fosforylaci skupiny CDC25, coz vede
K aplnému utlumeni aktivity fosfataiz CDC25 A, B a C a timto dochazi k zastaveni
bunééného cyklu (Raman., M., Earnest, S. et al., 2007).

2.5.2 Poly(ADP-ribéza)polymeraza 1 a 2

D¢&j uskutecnovany obéma témito enzymy se nazyva PARylace. Jedna se o
navazani skupiny ADP-rib6za na cilovy protein pomoci polymerizace, piicemz
vyuzivaji NAD+ jako substrat a uvolfiuje se nikotinamid. Vysledkem tohoto procesu je
zména konformace, stability ¢i aktivity takového cilového proteinu. PARP 1 se
uplatituje mimo jiné v opravé jednovldknovych zlomi na molekule DNA, kdy ma
schopnost samostatn¢ detekovat a vazat se na jednovladknové zlomy pomoci struktury
zinkovych prsti pritomnych na molekule PARP 1 proteinu. Nasledné dochazi k
zpétné PARylaci samotného PARP 1 a dalSich pomocnych proteint jako je XRCC1 ¢i
histony HI a H2B ve snaze opravit konkrétni 1ézi (Rouleau, M., Patel, A. et al., 2010).

V pfipadé, ze tyto vySe popsané kroky jsou neuspé$né a dojde k vytvoreni
dvouvlaknového zlomu molekuly DNA, je aktivovan H2AX a nasledné jsou
exprimovany BRCA1 a BRCA2, jejichz produkty se Ucastni opravy dvouvldknovych
zlomi DNA (Min Kim, K., Jae Moon, Y. et al., 2016).

25



Nespravné parovani,
e DsBs Adukty bazi inzerce, delece

Alkylace bazi

DSBs
oprava
A/ = N
BER HR NHEJ NER negnpr;?/‘rl\aé o P¥ima reverze
parovani bazi
| oo | !
Proteiny PARP1 BRCA1l KU70/80 ERCC4 MSH2 MGMT
XRCC1 BRCA2 DNA-PK ERCC1 MLH1
LIGASE 3 PALB2
ATM
CHEK1
CHEK2
RADS51
Typ rakovinného l v 7
onemocnéni rakovina prsou, varlat, pankreatu xeroderma kolorektalni

pigmentosum  karcinom glipm
Lécebna

latka PARP, soli platiny

soli platiny Methotrexat Temozolomid

Obrazek 4: Systém odpovedi bunek na poSkozeni DNA (DDR) v souvislosti
S rakovinnym onemocnénim. Volba zpusobu opravy je zavisla na typu léze a fazi
bunécného cyklu, ve které se dana bunka nachazi. Obrazek ukazuje klicové proteiny
aktivni v kazdé ze zobrazenych drah DDR, ddle typy rakovinnych onemocnéni

spojovanych s kKonkrétni DDR cestou a latku vyuZivanou v lécbeé onemocnéni.

(Upraveno dle Hoeijmakers, J.H., 2001).

2.5.3 Apoptoza a senescence

Pokud je poSkozeni molekuly DNA rozsahle do té miry, Ze jeji usp€Sna oprava je
signdlnimi molekulami vyhodnocena jako neuskute¢nitelnd, jsou tyto buiiky poslany do

senescence Ci apoptozy (Jackson, P., Bartek J., 2009).

Apoptdza, jinak také nazyvana programovana bunécna smrt, je proces, kdy
buiika, ktera je defektni v nekterém klicovém aspektu své existence, aktivuje procesy
vedouci k jejimu zéniku zplsobem, ktery neposkozuje buiniky okolni. Proces mize byt
aktivovan dvéma zpiisoby. Prvni z nich je tvofen signaly pfichdzejicimi z jiné buiiky,

v

kdy je apoptéza takto Sifena v konkrétni tkani, nebo maji signély vedouci k bunécné



sebevrazdé pavod uvniti buinky, ktera apoptézu nésledné iniciuje. KliCovymi
molekulami jsou zde kaspazy. Jedna se o enzymy s funkci protedz, jenz po aktivaci jiz
neni mozné deaktivovat a tudiz buiika, ve které byl iniciovan proces apoptdzy, neni
schopna tento d¢&j zvratit. Mezi charakteristiky apoptické buiikky patifi zména tvaru,

fragmentace jadra a kondenzace chromatinu (Mercer, J., Mahmoudi, M et al., 2007).

Senescence je proces starnuti builky. Je iniciovan po konkrétnim mnozstvi
dokoncenych bunécnych déleni. Buiikka se po zahdjeni procesu senescence jiz neni
schopna dé¢lit a nasledné¢ zanikd. Signalem k zahdjeni je dosazeni kritické délky
telomerickych oblasti chromozomd, jejich nasledna faze a také akumulace poskozeni
DNA (Aravinthan, A., 2015).

2.5.4 Aktivace imunitniho systému a zanétlivé procesy

Cinnosti DDR je kromé& procesti popsanych vyse uveden V &innost imunitni
systém a tim také zanétlivé procesy organismu. Jednd se o systémovou reakci, ktera
doprovazi odpovéd’ bunck na poSkozeni. Imunitni systém zde reaguje na nestandardni
tkan pomoci klasickych néstrojt, které predstavuji molekuly specificky rozpoznévajici
konkrétni motiv na buiice a nésledné dochazi k predani signalu kompetentnim bunikam,
které jsou vybaveny k tomu, aby se s takovou situaci vyrovnaly. Je zde aktivni jak
vrozena, tak adaptivni imunita, pficemz vrozena je stézejni (Bartkovd, J., Takacova, S.,

etal., 2012, Soria-Valles, C., Lopéz-Soto, A. et al, 2016.).

Poskozené ¢1 mrtvé bunky a bunky v senescenci jsou rozpoznany imunitnim
systétmem pomoci konkrétnich motivli obecné¢ oznacovanych jako DAMPs (Danger
associated molecular patterns) a PRRs (Pattern recognition receptors), jejichZ aktivita
V podobé signalli vede mimo jiné k uvolnéni cytokinl startujicich zanétlivy proces v
organismu. Z obrannych systému organismu dostupnych v ramci nespecifické imunity
je zde zejména aktivni vycet bun€k nachdzejicich se v krvi, jako jsou dendritické buiiky,
neutrofily, makrofagy, které patii k tzv. APC (Antigen pressenting cells) a maji
schopnost prezentovat na svém povrchu antigeny asociované s poskozenim DNA CD58
a CD59, a predevsim NK-buiky (Candeias. S.M., Testard, 1., 2015, Pateras, 1.S. et al.,
2015).
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NK-buiikky rozpoznavaji defektni bunky dle souboru receptori na povrchu
cilovych bun¢k a vyuzivaji signdll exprimovanych témito receptory. Piikladem
systému, kterym NK-bunky rozliSuji zdravé od zasazenych bunék je systém molekul
hlavniho histokompatibilniho komplexu 1 (MHCI1), které jsou pfitomny na vsSech
zdravych bunikach organismu a jsou vysoce specifické. Tyto MHC molekuly jsou
kompromitovany na povrchu bunék poskozenych naptiklad virovou infekci ¢i maligni

transformaci (Marino, G., Ugalde, A.P. et al., 2010).

Dalsi moznosti, jak mohou komponenty nespecifick¢é imunity identifikovat
poskozenou bunku, je analyza exprese aktivac¢nich receptorti, mezi které patii predevsim
DNAM-1, NCRs a NKG2D. Tyto ligandy reaguji na urcity stres, kterym je bunka
zasazena po infekci virem ¢i maligni transformaci a jejich exprese je v tomto piipadé

zvysena (Lopéz-Soto, A. et al, 2015).

Imunitni systém je tedy velice dulezity pro své puasobeni proti malignim
transformacim bunék. Toto je pozorovano napiiklad u imunodeficientnich pacientl ¢i
pacientll po transplantaci, kterym jsou podavdna imunosupresiva. U téchto pacientil je
zvySena moznost vyvoje rakovinného onemocnéni. Aktivace imunitniho systému pfi
vyskytu maligné transformované tkdné ma za nasledek nékteré zasadni systémové
odpovédi organismu na tuto situaci, jako je napiiklad aktivace ubiqutin-
proteazomového systému, ¢i SASP (senescence-associated secretory phenotype)
zodpovédného za nasmérovani rakovinnych bunék do senescence (lannello, A.,

Thomson, T.W., 2013).

V ptipadé chronické DDR, ktera nasledné¢ spustila zanétlivé procesy, tedy
aktivovala imunitni systém, mohou byt G€inky takovych procesti také negativni. Jedna
se predev§im o naruSeni homeostdzy tkani a celkového fungovani kmenovych bunék.
Vyse zminény SASP aktivuje NK-buiikky pomoci signalnich chemokinti. Ov§em pokud
stav pretrvava, je SASP schopen také iniciovat exprimaci zanétlivych cytokini jako
jsou IL-6 a IL-8, které reguluji rust nadoru a jsou schopny podporovat rakovinné
onemocnéni pomoci rustovych a podpuirnych faktort (Soria-Valles, C., Lopéz-Soto, A.

et al., Chatzinikolaou, G., Karakasilioti, I., 2014). v lese
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2.6 Rakovinna onemocnéni, poSkozeni DNA a DDR

Prestoze dodnes nejsou znamy piesné informace o d€jich odehravajicich se
v nadorovych tkanich, podaiilo se prokazatelné¢ spojit nékteré typy rakovinnych
onemocnéni S konkrétnim poskozenim DNA néadorovych bunék. Tyto zmény na
molekule DNA Ize pozorovat napiiklad v oblastech opakovani dinukleotidovych
sekvenci v podobé defektnich oprav nespravného parovani bazi, coz je také nazyvano
nestabilita mikrosateliti a tvoii predispozice pro karcinom endometria a kolorektalni
karcinom. Déle se objevuji chyby v procesu homologni rekombinace. Ta je zasahovana
mutaci ¢i epigenetickym umlcovanim konkrétnich genti, které se takto stavaji
nefunkéni. Geny, které jsou timto prokazateln¢ zasahovany, jsou geny BRCAL a
BRCA2, PALB2, ATM a varianty genu RAD51. Mutace na téchto genech je spojovana
s vyvojem dédi¢nych rakovin prsou, varlat, prostaty a pankreatu (Jackson, P., Bartek J.,
2009).

V souvislosti s vysokou frekvenci poskozeni DNA, které je, jak se zda, cilené, je
béznou vlastnosti rakovinnych bun¢k genomicka nestabilita. Je pravdépodobné, ze se
jedné o spojeni efektli poskozeni DNA, pro tumorgenezi specifickych defektnich oprav
poskozené DNA a neschopnosti zpomalit ¢i zastavit bunéény cyklus pted tim, nezZ je
poSkozend DNA piedana dcefinné generaci. Jako ptiklad tohoto 1ze uvést genomickou
nestabilitu tumorti lymfoidni tkané, kdy jsou ve velké vétsin¢ piipadt identifikovany
chromosomalni translokace zpusobujici spojeni onkogennich lokust s lokusy
antigennich receptort. Tohoto je pravdépodobné dosahovano abnormélni rekombinaci
genu pro antigen a receptor. VétSina karcinogeni tedy pracuje na bazi vytvafeni
poSkozeni DNA a nésledné mutageneze. Je tedy snahou organismu témto mutacim
predchazet, mutace odstrafiovat a v neposledni fadé¢ zabranit pfedani Skodlivych mutaci

dcefinné generaci bunék (Lord, J. a Ashworth, A., 2012).

2.6.1 Protein p53

Protein p53 je znam jako tzv. ,,gate keeper®, ktery rozpoznava jakékoli bunécné

transformace naznacujici rozvijejici se malignitu. Jednd o supresor nddorového bujeni

vvvvvv

cyklus v zavislosti na pfitomnosti a mife poskozeni molekuly DNA konkrétni buiky.

Protein p53 je svou Cinnosti jako transkripcni faktor schopen aktivovat dalsi molekuly

29



ucastnici se opravy DNA léze a zaroven upravovat délku jednotlivych fazi bunééného
cyklu, poskytujic tak cas na opravy, které napomahal iniciovat. Zaroven je schopen
iniciovat ukonceni bunécného cyklu defektni buiiky a aktivovat apoptoézu €i senescenci
(Moureau, S., Luessing, J. et al., 2016, Haurte., M., 2016). Pii své ¢innosti spolupracuje
také s RNA. Konkrétné se jedna o nekodujici RNA s délkou az 200 nt, které se podileji
na kvalité a presnosti odpovédi predmétného proteinu (Haurte., M., 2016). Protein p53
je dle vyzkumu provedeného Moureau a jejim tymem molekula, kterd mimo jiné
zajistuje rovnovahu mezi HR a NHEJ, kdy pozitivné reguluje 53BP1 (p53 binding
protein 1), ktery iniciuje opravu dvojitych zlomi pifes NHEJ, a nasledné¢ 53BPI
negativné reguluje BRCAI, coz je jeden z dilezitych proteinii opravy DSBs pomoci
HR. Regulace miry, jakou se homologni rekombinace podili na opravé DSBs je
vyhodnad i z toho divodu, Ze nevhodné iniciovand HR muze vést i k rozsihlé prestavbe
genomu V ptipadé, ze se v buiice nenachazi intaktni sada homolognich vldken DNA

slouzicich jako templat (Moureau, S., Luessing, J. et al., 2016, Haurte., M., 2016).

2.6.2 DalSi onemocnéni spojena s mutacemi gentiit DDR a akumulaci
DNA lézi

Dalsi mnoha onemocnéni byla spojena smutacemi genu vyfazujicich je
z funkce. Mezi tato onemocnéni patii Bloomiv syndrom, Warneriv syndrom ¢i
Faconiho anemie, syndrom kiehkého X chromozomu, diabetes mellitus 2, myotonicka
dystrofie, Creutzfeldt-Jakobova nemoc, ataxia tlangiectasia, Alzheimerova choroba,
Parkinsonova choroba ¢i Huntingtonova choroba. Za vznikem téchto chorob stoji
vétsinou jako jedna z pfiCin citlivost K ionizujicimu zafeni, stim spojenym vy$$im
vyskytem poSkozeni DNA v podobé dvouvldknovych zlomii a snizenou schopnosti tato
poskozeni cilené opravovat. Dale ke vzniku pfispiva napiiklad zména poctu opakovani
repetitivnich sekvenci v lokusu charakteristickém pro danou chorobu, které se tak

stavaji nestabilnimi (Moynahan, M.E., Jasin, M., 2010).

Poskozeni DNA ma dilezitou roli ve vyvoji neurodegenerativnich onemocnént,
Z nichz n¢kterd byla zminéna ve vyctu vySe. Je to dano akumulaci 1ézi na molekule
DNA neuronu, ktery je typicky tim, Ze v difrencovaném stadiu se dale déli jen velmi
malo a je jen omezené nahrazovan. Dalsi skuteCnosti pfispivajicim ke zvySené citlivosti
je fakt, ze plné diferencované neurony jsou v GO fazi bunééného cyklu, tedy neni mozno

opravovat piipadné poSkozeni DNA pomoci homologni rekombinace. V neposledni

30



fad¢ je nervova tkdn metabolicky velice aktivni a mitochondridlni metabolismus je
provazen vznikem volnych kyslikovych radikalt. Geneticka informace nervové tkané
tak ztraci stabilitu a je zde zvySena pravdépodobnost vyvoje chorob (Ross, U., Ahel, 1. et
al., 2007).

Pro defektni bunky, jejichz poskozeni je rozsahlé a bylo systémem signalnich
drah vyhodnoceno jako neopravitelné, je povétSinou indukovéna apoptdza. Jeden ze
zékladnich proteinti, indukujicich u bunék apoptozu, je protein p53. Tento protein ma
ovSem také roli ve vyvoji aterosklerézy. Toto onemocnéni je doprovazeno zvysenou
mirou poSkozeni DNA a tim zvySenou signalizaci DDR. Toto vede k apoptoze ci
senescenci bun¢k hladké svaloviny cévnich epitelti za ucelem eliminace poskozeni. Tak
miuze prispét DDR k rozvoji onemocnéni kardiovaskularniho systému a ma negativni
dopady napiiklad pti srde¢nim infarktu ¢i cévni mozkové piihodé (Mercer, J.,

Mahmoudi, M et al., 2007).

2.1 Moznost vyuziti inhibice DDR v 1éCbé rakoviny

Pacienti srakovinnym onemocnénim jsou podrobovani 1éébé zahrnujici
povétsinou chirurgické odstranéni zasazené tkané, kdy poté nasleduje cilena eliminace
mozné zbytkové nadorové tkané v okoli plivodniho tumoru. V této druhé ¢asti 1écby je
vyuzivano ionizujici zafeni ¢i specifické chemické latky, kdy principem t¢innosti obou
téchto variant nasledné 1écby je vznik DNA 1ézi. Pfikladem takového chemoterapeutika
jsou napiiklad soli platiny, které zptsobuji kiizové vazby. Toto poskozeni je nasledné
rozpoznano a cilené opraveno kombinaci opravy vystfiZenim nukleotidu a homologni
rekombinace. Z tohoto faktu vyplyva, ze klicovym aspektem terapie je jeji co nejvetsi
specificnost a presnost, pfiCemz existuje neustala snaha dosahovat vy$$i miry obou.
Praveé princip fungovéni terapie je pii jeji indikaci limitujici s ohledem na pouZité
davky, nebot’ je zde bran zietel na zdravé tkané¢, které jsou i ptes veSkerou snahu do

urcité miry vzdy zasahovany (Lord J. a Ashworth, A., 2012.

Dilezitym aspektem zde je skuteCnost, ze drahy DDR jsou stale aktivni i
v nadorové tkani a tak v podstaté pracuji proti uc¢inkim terapie. Tento princip se
uplatiiuje také pfi vzniku rezistence daného pacienta na nékteré druhy terapie. Zde ma

tedy zaklad myslenka tykajici se inhibice drah odpovédi bun¢k na poSkozeni DNA,
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kterd je podpotena také faktem, Zze zmény v nddorové tkani maji velice Casto za
nasledek deaktivaci nékteré z drah DDR vyuzivanych bunkou (Jackson, P., Bartek J.,
2009). Transformované bunky tedy vtomto piipadé pozbyvaji funkce nékteré
z dulezitych drah DDR oproti bunkdm nenddorovym, a tedy pfi inhibici konkrétni
vybrané drahy DDR jsou nenadorové bunky zvyhodnény pii snaze opravit poskozeni
DNA, které ptipadné postihlo jejich genetickou informaci v reakci na pfitomnost agens

podéavaného do téla pacienta pfi terapii (J. a Ashworth, A., 2012).

Z vyse zminéného vyplyva, Ze cilenou inhibici drahy DDR by se méla zvysit
ucinnost samotné terapie ionizujicim zéfenim ¢i chemoterapeutikem, nebot’ bude
omezena moznost zpétné opravy poSkozeni DNA, které utrpély buiiky cilové tkané.
Tato hypotéza byla potvrzena a uvedena v praxi v podobé prvni generace inhibitort
cilicich konkrétni molekulu participujici v procesech opravy poskozené DNA, kdy se
jednalo o enzymy Topoisomeraza I a Topoisomeraza II se schopnosti zptisobit zlom na
fosfodiesterové kostte molekuly DNA a takto vzniklé volné konce nasledné spoji do
vyhodnéjsiho uspotadani terciérni struktury DNA, coz ptedchazi procesim transkripce
¢i replikace. Aktivita téchto enzymil je inhibovéana latkami irinotecan a etoposid, které
znemoznuji opravu zlomid DNA a byly vyuzity v 1écbé kolorektdlniho karcinomu
Vv piipad¢ irinotecanu inhibujictho Topoisomerazu I, ¢i v 1écbé Ewingova sarkomu,
rakoviny varlat a plic, ¢i lymfomd a lymfocytické leukemie v ptipadé etoposidu

inhibujiciho Topoisomerazu II (Pommier, Y., Leo, E. et al., 2010).

Dal§imi inhibitory vyuZivanymi v 1é€bé konkrétnich typid rakovinnych
onemocnéni jsou inhibitory enzymu skupiny PARP. Jedna se o inhibitory DDR druhé a
treti generace, jejichZ vyvoj byl podminén postiechem védcl, Ze produkt katalytické
aktivity PARP, nikotinamid, je jeho mirnym inhibitorem. Prvni funkci PARP inhibitort
byla jejich schopnost zvysit citlivost pacienta k chemoterapii. Napiiklad 3-
aminobenzamid prohlubuje cytotoxicky u¢inek dimethyl sulfatu, ktery methyluje DNA,
¢1 dalsi, klinicky vyuzivané PARP inhibitory zvySuji ucinnost jiného agens
methylujiciho cilovou DNA, temozolomidu (J. a Ashworth, A., 2012, Rouleau, M., Leo, E.
et al., 2010, Jackson, P., Bartek J., 2009)).

Nejprulomovéjsi vyuziti PARP inhibitortt ov§em nabidl objev, Ze inhibice této
drdhy odpovédi bunék na poSkozeni DNA dobie koreluje s inhibici riistu bunék
defektnich v genech BRCA1 ¢i BRCA2 (Jackson, P., Bartek J., 2009, Farmer, H. et al.,
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2005). Produkty téchto geni se velkou mérou podileji na opravé poskozeni pomoci
procesu homologni rekombinace, coz znamend, Ze pokud je mutovan pravé néktery
Z téchto genii, homologni rekombinace nemtize fungovat spravné. Jednou z moznosti
¢innosti téchto inhibitort je pravdépodobné znemoznéni uvolnéni PARP navdzaného na
jednovlaknovém zlomu, nebo dal§i moznosti je Uplnd inhibice tohoto enzymu,
dovolujici pretrvavajici ptitomnost jednovlaknovych zlomli na mnoha mistech genomu.
Ob¢ tyto potencidlni situace vedou k vytvotfeni dvojit¢ho zlomu na DNA, ktery je
moznou pfi¢inou smrti buniky. Ve zdravych bunikach by tato situace byla postoupena
homologni rekombinaci, ktera je kompetentni ji vyfesit, ovSem pokud je i ta narusena
napiiklad mutaci genu BRCA1 ¢i BRCA2, dvojity zlom nelze jiz opravit a buika je
odsouzena k zaniku. Tento koncept je konkrétné vyuzivan v 1é¢bé rakoviny prsou, varlat
a prostaty, kde je velice ¢asty vyskyt mutace v genech BRCA1 ¢i BRCA2 a tito pacienti
poté dobie reaguji na 1é¢bu (J. a Ashworth, A., 2012, Jackson, P., Bartek J., 2009).

Tato specificka zéavislost uc¢innosti PARP inhibitoru na genotypu byla prvnim
impulzem ke wvzniku konceptu tzv. syntetické letality vytvofeného Dobzhanskym,
Lucchesim a dal$imi, ktery fikd, Ze jednotlivé defekty zasahujici genetickou informaci
mohou byt slucitelné s dalsi existenci buiiky, ovSem pokud se zkombinuji konkrétni
defekty zasahujici konkrétni geny, vysledkem mize byt bunécna smrt. Vyzkumy jsou
zamé&feny také na to, aby se podafilo identifikovat dal$i molekuly jako determinanty
hrajici roli v mife citlivosti buiiky na inhibici PARP, pficemz vétSina takovychto
molekul svou ¢innosti ovliviiuje proces homologni rekombinace. Pati zde napiiklad
ATM, ATR, CHk1, CHk2, RADS51 a dalsi. Po objevu interakce BRCA/PARP se dalsi
ze zkoumanych interakei stava naptiklad kombinace nespravné fungujici cesty opravy
Spatného parovani bazi a mutace v genech kontrolujicich odpovéd na oxidativni
poskozeni, mezi kterymi je mozno jmenovat POLB, POLG a PINKI1 (J. a Ashworth, A.,
2012, Johnson, N. et al., 2011).

Dal$imi cilovymi molekulami pro inhibici jsou kindzy ucastnici se DDR
znamych signalnich drah ucastnicich se opravy poskozené DNA, kdy spolupracuje
s klicovou ATR kinazou. V této signalni drdze jsou rozpoznany jednovlaknové DNA,
které jsou nasledkem SSB, a také zastavené replikacni vidlicky. Inhibice CHklza

podminek replika¢niho stresu miiZze zptisobovat kolaps replikacni vidlicky (viz obrazek
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3). Konec¢nou cilovou molekulou této signalni drahy je molekula CDC25B, kdy jeji
fosforylaci dochazi k zastaveni bunécného cyklu. Tudiz inhibici této signalni drahy
dochazi k selhani zastaveni bunécného cyklu a pfitomné poskozeni DNA nemize byt
opraveno jest¢ pred jeho dokoncenim. Molekula CDC25B je zaroven cilovou
molekulou drahy TAO/p38/MKk2. Pti utlumeni fosforylace CDC25B je tak nutné zvazit
inhibici obou drah, které konverguji na CDC25B, tedy jednak ATR/Chkl, a také
TAO/p38/MK2. Pii experimentech se ukazalo, ze u urcité skupiny bunéénych linii ma
pouziti obou inhibitorl o mnoho znatelngj§i UCinky na viabilitu v porovnani
S jednotlivymi inhibitory. Kombinace Chkli a Mk2i v podminkach replikacniho stresu

se tedy stala pro védce velice zajimavou (Dietlein et al., 2015).
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Obrazek 5: Chkla Mk2 jsou v drahdch opravy poskozené DNA naprosto nezastupitelné
molekuly nejen u bunék nadorovych. Funkcni drahy jsou schopny umoznit opravu
poskozené DNA a eliminovat dopady nepriznivych faktoru piisobicich na genetickou
informaci bunék, kdy je v moznostech téchto drah zastavit ¢i zpomalit bunécny cyklus a
iniciovat opravu. V pripade jejich inhibice dochdzi k nadmérné akumulaci nepriznivych
viivii, které svymi ucinky zasahuji DNA — tzv. genotoxicky stres. Nasledkem takového
procesu je selhani bunécného déleni a nasledna bunécna smrt (prevzato od Dientlein et

al., 2015.).

Terapie strategicky cilici na klicové komponenty signalnich drah odpovédi
bunék na poskozeni DNA je tedy jednou z moznosti pokroku lécebnych terapii
vyuzivanych pii boji srakovinnym onemocnénim v duchu Vv posledni dobé

prosazovaného konceptu personalizované mediciny (Jackson, P., Bartek J., 2009).
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3 Cil prace

Cil prace spocival v testovani U¢inkd inhibice kindz, které se Ucastni kli¢ovych
drah odpovédi bun€k na replikaéni stres. Konkrétné se jednalo o ChK1, Mk2 kdy po
inhibici téchto kindz pomoci konkrétnich inhibitorti ¢i jejich kombinaci, byl sledovan
vliv takového stavu na viabilitu nddorové bunécné linie v porovnédni s G€inky na linii
nenadorovou. Jednim z dilezitych aspekti zde bylo testovani synergickych uc¢inkt
kombinace inhibitord ChK1i a Mk2i na leukemické linie, ktera dle zadvéra vyzkumu
Dietleina a kolektivu z roku 2015 vykazuje vyssi uc¢innost nez samotny inhibitor Chk1i
jistych bunécnych linii bunénych linii (Dietleine et al, 2015). Z vysledkt bylo poté
mozno vyvodit zavéry o moznostech vyuziti této strategie v 1é¢bé rakovinnych

onemocnéni.
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4 Material a metody

4.1 Material

4.1.1 Pomicky a vybaveni

Pro experimentalni ¢ast bakalatské prace byly vyuzity tyto piistroje a vybaveni:
flowbox s horizontalnim proudénim vzduchu Thermo Fisher Herasafe, CO2 inkubator
Heracell, automaticky pocita¢ bunék a analyzator viability bunék BECKMAN
COULTER Vi-Cell XR, svételny mikroskop Zeiss, fluorescen¢ni mikroskop ScanR
s automatizovanym snimanim, pratokovy cytometr Becton Dickinson FACS Verse,
centrifuga Combi 514R, ELISA reader — Infinite M200 Pro reader (Tecan), automatické
pipety Eppendorf, sklenéné pipety, plastové zkumavky (50 ml, 15 ml), mikrozkumavky
Eppendorf (1,5 ml), 96-ti jamkové desky, 6-ti jamkové desky, tifepacka (EASTPORT
LIFESCIENCE), kultivaéni plast TPP.

4.1.2 Chemikalie a roztoky

Pii provadéni experimenti byly vramci praktické c¢asti této prace pouzity
nasledujici chemikalie a roztoky: RPMI médium (Gibco by life technologies),
interleukin 6 (IL-6) (Prospect), interleukin 3 (IL-3) (Prospect), stem cell factor (SCF)
(Prospect), Granulocyte macrophage colony stimulating factor (GH-CSF) (Prospect),
dimethylsulfoxid (DMSO) (Sigma), fetalni bovinni sérum (FBS) (Invitrogen), penicilin,
streptomycin (Sigma), MEM NEAA (Gibco by life technologies), PBS pufr, Trypsin
(Sigma), check point kinase 1 inhibitor PF-477736 (Chkli) (Sigma), ), mitogen-
activated protein kinase-activated protein kinase 2 inhibitor (Mk2i) (Sigma), tamoxifen
(4oht) (Sigma), formaldehyd (Sigma), PBS pufr, Triton X-100 (Sigma), Tween-20
(Sigma), primarni protilatka rabbit — 2577 (Cell Signalling), sekundarni protilatka Alexa
flicr 488, goat anti-rabbit 1gG, A11034 (Invitrogen), hovézi sérovy albumin (BSA)
(Sigma), Propidium jodid (Sigma).
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4.1.3 Bunééné linie

4.1.3.1 MII-ENL-ERtm mysi bunécna linie

Tato bunécna linie pochazi z mysSiho modelu, kde exprese onkogenu MII-ENL a
funkce jeho proteinového produktu je striktné zavisla na pfitomnosti tamoxifenu nebo
4-hydroxytamoxifenu. Tohoto je docileno fuzi s vazebnou doménou mutovaného
estrogenového receptoru. Fuzni gen MII-ENL-ERtm je soucasti alely pfitomné
v emryonalnich kmenovych buiikdch. Takto byla vytvofena generace jedincl, u nichz
bylo mozno po dlouhodobém podavani tamoxifenu konstatovat rozvoj
myeloproliferativni choroby. Za stalého podavéani tamoxifenu onemocnéni u poloviny
zvitat progradovalo do myeloidni leukemie s dobou doziti 592 £112 dni (Takacova, S.,
Slany, S., Bartkova, J., Stranecky, V., Dolezel, P., Luznd, P., Bartek, J., Divoky, V.,
2012).

Pti experimentech provadénych v rdmci této prace byly pouZzita bunécna kultura
ziskana z leukemickych buné¢k sleziny vyse popsaného mysiho modelu v terminélni fazi
myeloidni leukemie. Jedna se o model leukemické linie pomérné nadzorny, u kterého je
funkce MII-ENL zavisla na pfitomnosti tamoxifenu/4-hydroxytamoxifenu. Kultivace
v médiu bez 4-oht umoznuje utlumit expresi onkogenu a vede k zastaveni proliferace

bunék.

4.1.3.2 Bunécné linie CEM a K562

Jedna se o bun&tné linie odvozené z lidskych leukemickych bunék. CEM
je odvozena z T lymfoblasti periferni krve c&tyfleté divky trpici akutni
lymfoblastickou leukémii. K562 je odvozena z lymfoblasti kostni dien¢ 53leté

zeny trpici chronickou myeloidni leukémii (ATCC).

4.1.3.2 Kontrolni bunécéné linie

Linie MRC-5 je buné¢na linie odvozena z fibroblastti izolovanych z plicni
tkané 14 tydni staré¢ho plodu. BJ je bunééna linie odvozena z koznich fibroblastl

novorozenéte (ATCC).

37



4.2

421

Metody

Rozmraz a kultivace suspenznich a adherentnich bunéénych
linii

Suspenzni bunééna kultura byla vytvofena z bunék udrzovanych v tekutém

dusiku (-180 °C), které bylo nutné po vyjmuti v co nejkratsi dobé rozmrazit.

K1 ml bunétné suspenze bylo pfidano 10 ml RPMI media, ¢imz byl zfedén
obsah DMSO na koncentraci 0,1 %.

Burnky byly centrifugovany pii 200 g po dobu 5 minut.

M¢édium bylo ze zkumavky odsato tak, aby pelet na dn¢ zustal nedotcen.

Bunky byly resuspendovany ve 2,5 ml RPMI média, které bylo v ptipadé¢ MII-
ENL-ERtm bunééné kultury obohaceno o ristové faktory (viz kapitola 4.2.1.1).
V ptipad¢ lukemickych bunécnych linii bylo toto médium obohaceno o FBS
(10 %) a antibiotika.

Buné¢na kultura byla napipetovana do jedné z 6 jamek kultivacni desky.
Bunééna kultura byla uchovavana v inkubatoru pfi teploté 37°C.

Po 2-3 dnech byla z pivodni vytvofena bunécéna kultura nova za doplnéni
cerstvého kultivaéniho média v poméru 1: 2.

V tomto bodé byla bunéénd kultura MEERtm rozdélena do dvou jamek na
kultiva¢ni desce.

Jedna z nich byla pfenesena do plastové zkumavky a centrifugovana pii 200 g po
dobu 5 minut. Dale byla resuspendovana v kultivaénim médium bez 4-
hydroxytamoxifenu a ptenesena do kultivaéni jamky. Takto byla bunééna
kultura udrZovéna pfiblizné 4 — 5 dni pro co nejvétsi omezeni exprese fizniho
genu MII-ENL-ERtm.

Bunéénd kultura adherentni byla po rozmrazeni upravena stejnym zplsobem,

jako bunécnd kultura suspenzni s tim rozdilem, ze zde bylo pouzito DMEM
médium, které je vhodné pro kultivaci adherentnich bunécnych linii. Toto
médium bylo obohaceno o FBS (10%), antibiotika a NEAA (neesencialni
aminokyseliny).

Béhem kultivace byla bunécnd kultura vzdy po dosazeni 90% konfluence
pasazovana.

Vyvévou bylo odstranéno médium z kultivacni 1dhve.
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e Buky byly oplachnuty 5 ml PBS pufru.
e K builkkdm byly napipetovany 2 ml Trypsinu. Nasledovala inkubace po dobu 5

minut ve 37°C. K buitkam bylo napipetovano 8 ml kultivacniho média média.

4.2.1.1. Piiprava média
Tabulka 1: Ptiprava kultivaéniho média pro kultivaci MEERtm buné¢k

Slozka C pracovniho roztoku Objem C konetna
RPMI - 44,5 ml -
FBS - 5 ml 10 %
IL-3 100 pg/ml 5 ul 10 ng/ml
IL6 100 pg/ml 5ul 10 ng/ml
GM-CSF 100 pg/ml 5 ul 10 ng/ml
SCF 500 pg/ml 10 pl 100 ng/ml
Stfeequﬂg‘éin 10000 U/10 mg/ml 500 pl 1000 U/100 pg/ml
celkem - 50 ml -

e Do RPMI média byly napipetovany ostatni slozky dle tabulky (viz tabulka 1).
e Zplastové zkumavky bylo odpipetovano 25 ml.
e Do jedné ze zkumavek bylo napipetovano 25 pul 4-hydroxytamoxifenu tak, ze

jeho pivodni koncentrace 10 mM byla zfedéna na koncentraci 100 nM.

4.2.2. Nasazeni bunék a ovlivnéni inhibitory v testu cytotoxicity

e Pomoci analyzatoru viability bunék byl zjistén pocet bunék v suspenzi, ze
kterého byl nasledné vypocitan objem pouzity na vytvofeni bunééné suspenze o

konkrétnim poctu bunék (viz tabulka 3)
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Tabulka 2: Pocty bunék nasazované na jamku u jednotlivych bunéénych linii

Bunééna linie | Pocet bunék na jamku
MEERtm +4oht 15000
MEERtm -4oht 20 000
CEM 20 000
K562 15000
MRC-5 10 000
BJ 10 000

e Objem byl doplnén kultivaénim médiem obohacenym o vyse popsané slozky do
kone¢ného objemu 12 ml.
e Bunécnéd suspenze byla vobjemu 100 pl pipetovana pomoci multikanalové

pipety do 96-ti jamkové mikrotitracni desky dle nasledujiciho schématu (viz
obrazek 6).
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Legenda
O médium
© buiky
Obrazek 6: Schéma nasazovani bunek. Okrajové bunky a sloupec ¢. 11 obsahovaly
vzdy jen cisté médium a zajistovaly udrzeni stejného prostredi pro buiiky behem celého
trvani experimentu. Sloupec ¢. 2 predstavoval blank. Ve sloupcich 3 — 10 se vzdy
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nachazely bunky.
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Byly pfipraveny zakladni nejvy$si koncentrace inhibitort Chkli, MK2i,
Chk1i/MK2i, pticemzZ byla vzdy dodrzena jesté 1,1% koncentrace DMSO. Pro
inhibitor Chk1i o koncentraci 2000 nM bylo do mikrozkumavky napipetovano
898 ul kultiva¢niho, 2 pl komeréniho ChKi (10 mM) a 8 pl DMSO. Dale byl
ptipraven inhibitor Mk2i o koncentraci 8000 nM, kdy bylo do mikrozkumavky
napipetovano 447 ul kultivacniho média, 4 pl komeréniho Mk2i (10 mM) a 1 ul
DMSO. V piipadé kombinace inhibitoru Chk1i/Mk2i byla koncentrace kazdého
Z nich stejna, jako v piipad¢ samostatnych inhibitord.

Byla pfipravena koncentra¢ni fada kazdého inhibitoru a jejich kombinaci
skladajici se vzdy ze 7 koncentraci. Kazda nésledujici koncentrace byla o
polovinu nizsi, nez predchazejici (viz tabulka 2). Pro experiment bylo dilezité
zachovat stejné podminky pro vSechny ovliviiované buiky s jedinou ménici se
veli¢inou, kterou predstavovala koncentrace inhibitoru. Bylo tedy pfipraveno
médium s 1,1% DMSO tak, ze do plastové zkumavky bylo napipetovano
9,89 ml RPMI média a 110 pl DMSO. Pro zisk néasledujici koncentrace
inhibitoru bylo do mikrozkumavek napipetovdno vzdy 100 pl média s 1,1%
DMSO a 100 pl predchazejici koncentrace inhibitoru.

Jednotlivé koncentrace byly pipetovany ve tfech opakovanich k testovanym
bunkam na 96-ti jamkové mikrotitraéni desce ve tfech opakovanich dle
schématu zobrazeného na obrazku 7 (viz obrazek 7, tabulka 2). Do sloupct ¢. 2
a 3, predstavujicich blank a negativni kontrolu, bylo pipetovano 10 pl média

s 1,1% DMSO pro konec¢nou koncentraci 0,1 %.
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O Cisté médium

negativni kontrola (neovlivnéné buiiky)

B blank (médium + 0,1% DMSO)

Obrazek 7: Schéma pipetovani pri ovliviiovani bunék inhibitory. Kazda 96-ti jamkova deska

byla pouzita k testovani dvou inhibitoru. Kazdy inhibitor byl testovan v 7 koncentracich.
Sloupec ¢. 2 slouzil jako blank, kdy vidy obsahoval cisté médium a 0,1 % DMSO.
Sloupec ¢. 3 predstavoval negativni kontrolu, pricemz tyto jamky vzdy obsahovaly bunky

a 0,1% DMSO.

Tabulka 3: Koncentrace inhibitora

Oznaceni Centi | Cmiai | Cenkainvikei (NM),
koncentrace (nM) | (nM) |CChkli/Parpi (nM)
C1 31 125 31/125
C2 62 250 62/250
C3 125 500 125/500
C4 250 1000 250/1000
C5 500 2000 500/2000
C6 1000 | 4000 1000/4000
C7 2000 | 8000 2000/8000

e Mikrotitratni desky byly inkubovany po dobu 3 dnl pii teplote¢ 37°C a

koncentraci CO, 5%.
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Pro vyhodnoceni byla pouzita reagencie XTT, ke které byl v poméru 50:1
napipetovan aktivator XTT. Pro XTT test bylo tedy pouzito 12 ml XTT a 240 ul
XTT aktivatoru.

Do kazdé hodnocené jamky bylo napipetovano 50 ul XTT reagencie.
Mikrotitracni desky byly ponechdny inkubovat pti 37°C a 5% koncentaci CO».
Okometricky byl kontrolovan stupen zabarveni, které bylo tvoieno tetrazoliovou
soli vznikajici jako metabolicky produkt reakce XTT s mitochondridlnimi
enzymy viabilnich bun¢k.

Po dosazeni pozadované intenzity barevné reakce (2-4 hodiny) byly
mikrotitracni desky méfeny na ELISA readeru Infinite M200 Pro pii vlnové
délce 630 nm pro hodnotu pozadi.

Déle byly mikrotitraéni desky méfeny pti vinové délce 475 nm pro hodnoty
absorbance tetrazoliové soli obsazené v zivych bunkach v konkrétni jamce.
Vysledky byly nasledné zpracovany tak, ze hodnoty byly nejprve ocistény o
hodnotu pozadi, poté byla od hodnot ode¢tena primérna absorbance blanku a
hodnoty tfech opakovani kazdé koncentrace byly zprimérovany. Toto bylo
prepocteno na procenta a v poslednim kroku byl vygenerovan graf, ve kterém
byly zohlednény také smérodatné odchylky vypoctené z kone¢nych absorbanci
tfi opakovani kazdé koncentrace.

Nésledné byly jednotlivé procentudlni hodnoty zprimérovany a byl
vygenerovan graf informujici o celkovém vysledku experimenti zkoumajicich
ucinek inhibice pfedmétnych kindz wcastnicich se drah odpovédi bun€k na
poskozeni DNA.

V konecné fazi vyhodnoceni byl vygenerovan graf srovnavajici vysledky
experimentl provadénych na nddorovych bunéénych liniich a vysledky ziskané

z kontrolnich nenadorovych linii.
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4.2.3 Priprava fluorescen¢niho preparatu (cytospin) a fluorescen¢ni
mikroskopie

e Pomoci analyzatoru poétu a viability bunék byl zjistén pocet bunék v suspenzi,
ze kterého byl nasledné vypocCitdn objem pouzity na vytvoieni bunécné
suspenze, ktera obsahovala 500 000 buné¢k. Konkrétni objem suspenze
s pozadovanym poctem bun¢k byl pipetovan do mikrozkumavky.
Mikrozkumavky byly centrifugovany pii g 200 po dobu 5 minut a pelet byl
nasledné resuspendovan ve 200 pul RPMI média.

e Bunky byly naneseny na podlozni sklo se specialni upravou superfrost-plus
pomoci specialnich nanasecich komtrek. Nasledovala centrifugace pii 500 RPM
po dobu 2 minut.

e Podlozni skla snanesenymi buiikami byla po dobu 15 minut fixovana ve
formaldehydu o teploté 4°C.

e Po fixaci ve formaldehydu byla podlozni skla 2x promyta v PBS pufru. V tomto
kroku byla vyuzita ttepacka a kazdé promyti trvalo 5 minut.

e Podlozni skla byla pfenesena na uzaviratelnou plastovou misku a oblast
S buitkkami byla ohrani¢ena voskovym fixem, coZ umoznilo nandset pifimo na
bunky dalsi latky vyuzivané v této metodice ptipravy fluorescencniho preparatu.

e Na bunky bylo napipetovano 300 pl 0,2% Tritonu-20 v PBS za ucelem
permeabilizace bunéénych membran. Triton-20 plsobil po dobu 5 minut
V pokojové teploté.

e Triton-20 byl z podloznich skel odstranén vyvévou. Dale byla podlozni skla 3x
promyta v PBS pufru po dobu 5 minut.

e Na bunky bylo naneseno 300 ul 1% BSA v PBS pufru za téelem blokace
nespecifickych vazebnych mist pred aplikaci primarni protilatky. BSA bylo
ponechéno pisobit po dobu 30 minut. Po 30 minutich bylo odstranéno vyveévou.

e Byla aplikovéana primarni krali¢i protilatka v objemu 300 pl, kterd byla pfedem
200x fedéna v PBS. Nasledovala inkubace pies noc ve vlhéené komurce pii 4°C.

e Podlozni skla byla po dobu 2x 5 minut promyta v PBS s 0,1% Tweenem X-100,
ktery byl pouzit za ucelem =zeslabeni afinity protilatky k nespecifickym
vazebnym mistim.

e Nasledovalo 2x promyti v ¢istém PBS po dobu 5 minut.
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4.2.4

Na podlozni skla bylo napipetovano 300 ul 1% BSA v PBS pufru, které bylo
ponechano pusobit po dobu 30 minut.

Byla aplikovéana fluorescenéné¢ znacCend sekundarni anti-krali¢i protilatka
v objemu 300 pl, ktera byla pfedem 1000x fedéna v PBS. Podlozni skla se
sekundérni protilatkou byla inkubovéana po dobu 60 minut.

Na buiiky bylo v poslednim kroku aplikovano 250 pul DNA barviva Hoechst
33342 v koncentraci 5 pg/ml. Barvivo bylo ponechéno ptisobit 30 minut.
Barvivo a sekundarni protitalta byly odmyty pomoci promyti 2x v PBS s 0,1%
Tweenem X-100 a 2x v ¢istém PBS po dobu 3 minut.

Skla byla oplachnuta v destilované vodé

Po osuseni trvajicim 10 minut byly na buiiky napipetovany 3 pl montovaciho
média Vectashield, na podlozni skla byla pfilozena skla kryci. Bunky byly

pozorovany pomoci fluorescencniho mikroskopu s automatickym snimanim.

Analyza bunééného cyklu pomoci pritokové cytometrie

Pomoci analyzatoru viability bun€k byl zjistén pocet bunék v plivodni suspenzi,
na zéklad¢ ¢ehoz byla ndsledné pfipravena bunécnd suspenze s pozadovanym
poctem bunék.

Buné¢na suspenze byla v objemu 2 ml napipetovana do 5 jamek na desce o 6
jamkach.

K bunikam byly napipetovany inhibitory Chkli v koncentraci 2000 uM, Mk2i
v koncentraci 8000 uM, jejich kombinace a kombinace Chkl1li/Mk2i. Do
posledni jamky bylo napipetovano DMSO v koncentraci 0,1%.

Po uplynuti 24 hodinové inkubace byly buiky fixovany v chazeném 70%
etanolu. Ponechano ptisobit po ptes nov pii 4°C.

Pro odstranéni fixativa byly buiiky na sklicku 2x promyty PBS s 1% BSA.
Nasledovala centrifugace pii 270 g po dobu 5 minut. Supernatant byl odsan.
DNA bunék byla barvena propidium jodidem. Pelet ziskany v pfechédzejicim
kroku byl resuspendovan v 300 pl barviciho roztoku propidium jodidu o
koncentraci 50 pl/ml. Tento roztok obsahoval také RNazu A o koncentaci
100 ul/ml v PBS.

Po inkubaci pti 20°C a trvajici 20 minut a nasledném chlazeni byly jednotlivé

vzorky analyzovany na pritokovém cytometru. Byl pouzit laser o vinové délce
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488 nm pro excitaci a fluorescencni signal byl detekovan po prichodu filtrem
586/42 nm. Vystupem zde byly grafy ukazujici rozdily v procentualnim
zastoupeni subGl bunék a Vrozlozeni fazi bunééného cyklu u bunck
ovlivnénych jednotlivymi inhibitory a jejich kombinacemi a bunék v jamce, ve

které bylo pfitomno pouze DMSO.

46



3) Vysledky

Predmétem experimentalni Casti této prace je testovani, zda inhibice drah
odpovédi bun¢k na poSkozeni DNA za podminek replika¢niho stresu u nadorovych
bunék piisobi na takto ovlivnéné bunécné kultury sniZzenim viabiliy. V dalSim kroku
byly testované¢ bunécné linie srovndny s bunénymi liniemi reprezentujicimi tkané
signalnich drah odpovédi bun€k na poskozeni DNA u leukemickych linii kombinaci
inhibitort CHk1i a Mk2i. Dale bylo dilezité srovnani s ucinky, které mélo pouziti
pouze Chkli. Existuje studie, jez ukazuje, ze kombinace Chk1i/Mk2i je u¢innéj$i nez
pouze inhibitor Chkli, kdy jde o synergicky vztah téchto dvou latek. V této studii jsou
zavéry podpofeny vysledky experimentid provadénych na nékolika bunéénych liniich.
Dalsi testované linie ovSem tyto zavéry nepotvrdily a prokazaly se u nich pouze aditivni

ucinky MKk2i inhibitoru k G¢inkiim inhibitoru Chk1 (Dietlein et al., 2015).

5.1 Analyza vysledki ovlivnéni MII-ENL-ERtm mysi
bunécné linie

V prvni fazi experimentalni ¢asti této prace byla testovana bunécna linie MII-
ENL-ERtm (MEERtm) s plné¢ exprimovanym onkogenem a nasledné byla porovnana

s citlivosti kultury MEERtm s utlumenou expresi onkogenu.

Kombinace inhibitorit Chk1/MKk2i se v experimentu ukéazala byt velice G¢inna,
kdy na grafu 1 (viz graf 1) je patrno, ze buniky kultivované v médiu s 4-oht (+4oht) a
ovlivnéné kombinaci o nejvyssi koncentraci (2000/8000 nM) vykazovaly viabilitu
velice se blizici 0 %. Lze tedy odvodit zavér, ktery fik4, Ze nadorové buiiky jsou silné
zavislé na signalni draze ATR/Chkl ve své snaze napravovat DNA poskozenou

v dtsledku replikacniho stresu.

Jako kontrola byla v vtomto experimentu pouzita bunétna kultura MEERtm
udrzovana v médiu bez 4-hydroxytamoxifenu (- 4oht). V piipadé bunék kultivovanych
bez 4-oht byla viabilita bunék ovlivnénych nejvyssi koncetraci (2000/8000 nM) 10 %.
Rozdil viabilit dosahovanych MEERtm kultivovanych v médiu s 4-oht a bez 4-oht
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nebyl opét prili§ presvédéivy, kdy maximalni rozdil dosahoval ptiblizné 18 % (viz graf

2).

Pfi srovnani ucinkt inhibitoru Ckli a kombinace Chkl1i/Mk2i §lo vzdy jen o

aditivni uc¢inek Mk2i pii porovnani viabilit bunék ovlivnénych bud’ samotnym Chkli

nebo kombinaci Chkli/Mk2i (viz graf 1 a graf 4). Porovnani G¢inkd samotného

inhibitoru Chkli a kombinace inhibitori Chkli/Mk2i pfineslo poznatek, ze tyto

leukemické linie s fiznim onkogenem MII-ENL nepatii mezi ty bunécné linie, u nichz

se ucinek inhibice signalnich drah pomoci kombinace inhibitorG nasobi oproti u¢inkiim

inhibice ovlivnénim jen Chkli.

Graf 1: Viabilita MEERtm kultivovanych Graf 2: Viabilita MEERtm kultivovany s 4-

oht po ovlivnéni inhibitory Chk1i/MK2i

bez 4-oht po ovlivnéni inhibitoy Chk1i/MKk2i
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Graf 3: Srovnani viability MEERtm kultivovanych s 4-oht a bez 4-oht po ovlivnéni

inhibitory Chkli a Mk2i
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Inhibitor Chk1 kinazy se v testech ukézal byt velice GCinny. Viabilita bunck
ovlivnénych nejvyssi koncentraci inhibitoru (2000 nM), které¢ byly kultivované v médiu
s 4-hydroxytamoxifenem se po 3 dnech kultivace od ovlivnéni ve vSech 4 provedenych
experimentech vZzdy blizila hodnoté 0 %. Je tedy mozné fici, Ze inhibice Chkl kindzy
zasadni mérou pfispiva k tomu, aby nadorové bunky, jejichz typickou vlastnosti je
vysoka mira replikaéniho stresu, byly vyrazné omezeny ve schopnosti eliminovat

dusledky takto vyrazného zasazeni replika¢nim stresem (viz graf 4).

V ptipadé¢ MEERtm -4oht ovlivnénych nejvyssi koncentraci inhibitoru
vykazovaly viabilitu 19 % (viz graf 5). Pfi srovnani téchto dvou linii, byla situace
takova, ze rozdil viabilit byl maximaln€¢ 5% v niz$ich koncentracich a rozdil 14 % bylo
pozorovano u bunck ovlivnénych nejvyssi koncentraci (2000 nM). Celkové Ize tedy fici,
ze hodnoty viability obou srovnavanych verzi linie MEERtm se pohybovaly v ramci
smérodatnych odchylek a vysledky srovnani nebyly piili§ presvéd¢ivé, nebot’ rozdil ve
viabilitdch nadorové bunécné linie a kontroly blizici se kontrole idedlni by bylo mozno

predpokladat rozdily vyrazné&jsi (viz graf 6).

Graf 4: Viabilita MEERtm kultivovanych ~ Graf 5: Viabilita MEERtm kultivovanych
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Graf 6: Srovnani viability MEERtm kultivovanych s 4-oht a bez 4-oht po ovlivnéni
inhibitorem Chk1i

Srovnani viability MEERtm +4oht/-4oht po
ovlivnéni inhibitorem Chk1i
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Dale byl testovan inhibitor Mk2 kinadzy. Zde ucinnost nebyla piili§ vysoka,
nebot’ u bun¢k udrzovanych v médiu s 4-hydroxytamoxifenem byla viabilita MEERtm
ovlivnénych nejvyssi koncentraci (8000 nM) 62 % pii méteni po 3 denni kultivaci.
Sumarni vysledek vSech 4 provedenych experimentti je mozno shlédnout v grafu (viz
graf 7). Je tedy mozno fici, ze inhibice Mk2 kinazy, jakozto jediny zasah do fungovani
nadorové bunky, neni upln¢ dostacujici pii snaze eliminovat nastroje, kterymi se bunka

vyrovnava s replikacnim stresem.

V ptipadé bun€k kultivovaych bez 4-hydroxytamoxifenu klesala viabilita velmi
podobné, jako u bun¢k udrzovanych v médiu s 4-hydroxytamoxifenem. Tedy MEERtm
ovlivnéné nejvyssi koncentraci inhibitoru Mk2i (8000 nM) vykazovali viabilitu 56 %
(viz graf 8). Zde se tedy rozdily viabilit obou srovnavanych verzi testované bunétné

linie jednozna¢né pohybovaly v ramci smérodatnych odchylek.

Pfesto i u viabilit rozdilnych pouze vramci smérodatnych odchylek lze
pozorovat jev, kdy po ovlivnéni inhibitorem Mk2i je wviabilita bunék S plné
exprimovanym onkognem, s typicky vysokou mirou replika¢niho stresu, vysS$i, nez
viabilita bun¢€k, ve kterych onkogen exprimovan neni. (viz graf 9). Tento jev je mozno
vysvétlit skutecnosti, Ze MEERtm je uméle vytvoreny bunéény model, ktery je béhem
své¢ proliferace jiz do vysoké miry zavisly na dodavce tamoxifenu ¢i 4-

hydroxytamoxifenu. Cili pokud je pfi kultivaci tamoxifen nepfitomen, tak nejen, Ze
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dojde ke snizeni exprese genu MII-ENL-ERtm, ale je ovlivnéna i celkova schopnost

bun¢k dale prosperovat (dale viz kapitola 6).

Graf 7: Viabilita MEERtm kultivovanych ~ Graf 8: Viabilita MEERtm kultivovanych
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Graf 9: Srovnani viability MEERtm kultivovanych s 4-oht a bez 4-oht po ovlivnéni

inhibitorem Mk2i
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5.2 Potvrzeni pritomnosti poSkozené DNA u bunék

linie M11-ENL-ERtm (MEERtm)

Na nasledujicich obrazcich (viz obrazek 7 a 8) je mozno vidét DNA bunck
MEERtm zbarvenou fluorescen¢né jako modré signaly. Dale jsou zde patrné zelené
signaly znazornujici fokusy fosforylovaného histonu gH2AX. Tato konkrétni varianta
daného histonu je jednim z typickych marker poskozeni DNA. Z obrazka je patrno, ze
DNA bunék MEERtm +4oht je pomérné bohata na tyto signaly a pii srovnani s linii
MEEtm -4oht je vysledek velice podobny. Fakt, ze oba typy bun¢k vykazuji ptiblizné
stejnou miru poskozeni DNA lze vysvétlit tak, Ze obé varianty MEERtm pochazeji
Z jedné kultury péstované v ptitomnosti tamoxifenu. Zavérecna kultivace bun€k kultury
MEERtm - 4oht bez 4-hydroxytamoxifenu, ktera probihala jen po kratkou casovou
periodu pravdépodobné nedostacovala na to, aby se efekt snizeni exprese onkogenu
projevil na sniZzeni miry poSkozeni DNA. Lze tedy fici, ze dle téchto vyslednych
obrazkti je DNA nadorovych bunéénych linii zasaZzena pomémné vysokou mirou

poskozeni.
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5.3 Procentualni zastoupeni subG1 u MEERtm
ovlivnénych jednotlivymi inhibitory a rozloZeni

bunék ve fazich bunécného cyklu

Po zjisténi, Ze obé varianty MEERtm linie jsou zasazeny piiblizn€ stejnou mirou
replikacniho stresu a provedeni XTT testovani, dle kterého neexistuje vyrazny rozdil
v citlivosti mezi MEERtm +4oht a MEERtm -4oht po 72 hodinové kutivaci,
nasledovalo otestovani stavu obou variant po krat$i dobé kultivace bun¢k ovlivnénych
inhibitory. Po ovlivnéni nejvysSimi koncentracemi inhibitorti a analyze pritokovym
cytometrem je mozné konstatovat miru zastoupeni subGl bunc¢k u kazdé testované
verze. Bunky oznac¢ované subG1 jsou buniky mrtvé, kdy je pravdépodobna apoptdza. Ze
souboru grafii uvedeného nize (viz souhrn grafi 10) je mozno vyvodit zavér, Ze
MEERtm -4oht bez treatmentu maji vys$i procento subGl bun¢k nez MEERtm
kultivované v médiu s 4-hydroxytamoxifenem. Po ovlivnéni trvajicim 24 h bylo naopak
vice bun¢k subGl v kultufe MEERtm kultivované s tamoxifenem, coz znaéi, ze po
ovlivnéni identickymi inhibitory jsou buiiky s plné¢ exprimovanym fuznim genem MII-
ENL-ER vice citlivé k inhibici a jejich viabilita klesa rychleji. Tento fakt 1ze pozorovat
pfi srovnani procentudlniho zastoupeni subG1l u kontroly (DMSO) a bunécné kultury
ovlivnéné Chkli, kdy tento rozdil ¢ini u MEERtm +4oht 42 %, pfi¢emz u MEEtm -4oht

¢inil rozdil pouze 12 %.

Je tedy mozné fici, Ze Casovy aspekt je zde velice dilezity, nebot’ po 72
hodinové kultivaci bunék ovlivnénych jednotlivymi inhibitory odpovédi na poskozeni
DNA a nésledné analyzovanych v XTT testu je patrno, ze viabilita obou bunécnych
kultur (+4oht a - 4oht) je velice nizka. Zaroven je z vysledkti mozno vyvodit zavér, ze

po 24 hodinovém ovlivnéni umiraji buiiky s pln€ exprimovanym onkogenem rychleji.

Co se tyka distribuce bunek v jednotlivych fazich bunééného cyklu, G1 faze je
zobrazena Vv hodnoté¢ 100 na grafech. V této fazi bunééného cyklu se ve vSech
testovanych variantach nachéazela vétSina bunék. Déle v hodnoté 200 je na grafech
zobrazena faze G2 bunééného cyklu, v niZ se nachazela podstatné mensi ¢ast bun€k
ve vSech testovanych variantidch. Oblast mezi témito dvéma body zahrnuje bunky
prochazejici délenim. SubGl buiiky, jejichz povaha a zastoupeni je charakterizovano

vySe, jsou reprezentovany v levé ¢asti kazdého grafu (viz souhrn grafu 10).
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5.4 Analyza vysledki ovlivnéni bunécnych linii

odvozenych z bunék leukemické tkané

Dale byly v experimentalni casti této prace otestovany leukemické bunécné linie
CEM a K562. V dalsim kroku byly tyto srovnany s bunéénymi liniemi BJ a MRC-5

reprezentujicimi tkan€ nenadorové.

Kombinace inhibitort Chk1/Mk2i se v experimentu ukdzala byt velice ti¢inna,
kdy bunky obou testovanych leukemickych linii ovlivnéné kombinaci o nejvyssi
koncentraci (2000/8000 nM) vykazovaly viabilitu velice se blizici 0 % (viz graf 11 a
12). Je tedy mozno fici, Ze buiiky leukemické tkan€ jsou silné€ zavislé na korektni funkci
drahy, jejiz soucasti je Chkli kindza, ve své snaze napravovat DNA poskozenou
v dtsledku replikacniho stresu. U bunéénych linii MRC-5 a BJ reprezentujicich
nenddorovou tkan klesla viabilita po ovlivnéni kombinaci inhibitor jen nepatrné (viz
graf 13 a 14). Po porovnani viabilit leukemickych bunéénych linii a bunéénych linii
slouzicich jako kontroly je mozno fici, Ze rozdil zde byl velice ptesvédcivy a dosahoval

piiblizné 85 % (viz grafy 15, 16, 17, 18).

Pfi srovnani U¢inki inhibitoru Ck1i a kombinace Chk11/Mk2i §lo spiSe o aditivni
ucinek MKk2i pifi porovnani viabilit bun¢k ovlivnénych bud’ samotnym Chkli nebo
kombinaci Chk1i/Mk2i. Porovnani viability bun¢k ovlivnénych koncentraci inhibitort
250 nM ukazalo rozdil okolo 20 % u linie CEM i K562. (viz graf 11, 12, 19, 20).
Porovnani u¢inki samotného inhibitoru Chkli a kombinace inhibitord Chkl1i/Mk2i
pfineslo poznatek, ze konkrétné testované leukemické linie nepatii mezi ty bunécéné
linie, u nichZ se ucinek inhibice signalnich drah pomoci kombinace inhibitorti nasobi

oproti G¢inklim inhibice ovlivnénim jen Chkli.
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Graf 11: Viabilita CEM po ovlivnéni
kombinaci CHk1i/Mk2i
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Graf 12: Viabilita K562 po ovlivnéni
ovlivnéni kombinaci Chk1i/Mk2i
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Graf 13: Viabilita MRC-5 po ovlivnéni
kombinaci Chk1i/Mk2i

Graf 14: Viabilita BJ po ovlivnéni
ovlivnéni kombinaci Chk1i/Mk2i
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Graf 15: Srovnani viability CEM a MRC-5 po ovlivnéni kombinaci Chk1i/Mk2i
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Graf 16: Srovnani viability CEM a BJ po ovlivnéni kombinaci Chk1i/Mk2i
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Graf 17: Srovnani viability K562 a MRC-5 po ovlivnéni kombinaci Chk1i/Mk2i
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Graf 18: Srovnani viability K562 a BJ po ovlivnéni kombinaci Chk1i/Mk2i

Srovnani viability K562 a BJ po ovlivnéni
kombinaci Chk1i/Mk2i

120
100 -

o 4""*—.—.—-\.:.7

60 \ ——CEM
40 \ —=—BJ
20

0 \\gg‘_

Xm0 e S S
@oc, \,\\:\, %\,f) ‘0\%0 ¢ S \%00 q S
% USRI SIS

Viabilita (%)

Koncentrace inhibitor( (nM)




Po ovlivnéni inhibitorem Chkli kinazy je dle vysledkli mozno konstatovat, ze
ucinek tohoto inhibitoru byl tak, jako u bunééné linie MEERtm, velice presvédcivy.
Buniky obou testovanych linii ovlivnéné nejvyssi koncentraci inhibitoru (2000 nM)

vykazovaly po 3 dny trvajici kultivaci viabilitu blizici se 0 % (viz graf 19 a 20).

Jako kontrola zde byly pouzity bunééné linie BJ a MRC-5 reprezentujici
nenddorové tkané. Ty vykazovaly viabilitu vyrazné¢ vyssi ve srovnani s nadorovymi
liniemi (viz graf 21 a 23). Porovnani linie MRC-5 a obou testovanych leukemickych
bunécnych linii ukazalo, ze u bun¢k ovlivnénych Chkli o koncentraci 250 nM, ktera
lezi ve stfedu koncentracni fady, byl v ptipadé linie CEM rozdil 65 % a u linie K562
rozdil 75 % (graf 23 a 24). V ptipad¢ linie BJ byl pifi porovnani s linii CEM pfi
ovlivnéni inhibitorem Chkli (¢ = 250 nM) rozdil 45 % a pfi porovnani s K562
ovlivnénych Chkli (¢ =250 nM) byl rozdil 75 % (viz graf 25 a 26).

Dle téchto vysledktl lze tedy vyvodit zavéry, Ze inhibice Chkl kindzy ma
dalekosahl¢ dtsledky na Zivotaschopnost bun¢k nadorovych tkani a v porovnani
s ucinky na bunky tkdni nenddorovych jsou tyto U€inky o mnoho vyraznéjsi, kdy ani

nejvyssi koncentrace inhibitoru nezapfticinila vyraznéjsi pokles viability.

Graf 19: Viabilita CEM po ovlivnéni Graf 20: Viabilita K562 po ovlivnéni
inhibitorem inhibitorem Chk1 ovlivnéni inhibitorem Chk1i
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Graf 21: Viabilita MRC-5 po ovlivnéni
inhibitorem inhibitorem ChkZ1i
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Graf 22: Viabilita BJ po ovlivnéni
ovlivnéni inhibitorem Chkli
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Graf 23: Srovnani viability CEM a MRC-5 po ovlivnéni inhibitorem Chk1i
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Graf 24: Srovnani viability CEM a BJ po ovlivnéni inhibitorem ChkZ1i
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Graf 25: Srovnani viability K562 a MRC-5 po ovlivnéni inhibitorem Chk1i
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Graf 26: Srovnani viability K562 a BJ po ovlivnéni inhibitorem Chk1i
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V ptipad¢ inhibitoru Mk2i je nutné konstatovat, Ze dle téchto provedenych
experimentl jeho inhibice nemd na viabilitu bun€k tkan¢ nadorové i nenadorové piilis
vyrazny vliv. U vSech 4 bunécnych linii klesla pouze maximaln€ o 20 %. Pfi srovnani
ucinkii inhibice na bunécné linie reprezentujici nadorovou a nenddorovou tkan byly

uc¢inky srovnatelné (viz grafy 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34).
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Graf 27: Viabilita CEM po ovlivnéni Graf 28: Viabilita K562 po ovlivnéni

inhibitorem inhibitorem MKk2i ovlivnéni inhibitorem Mk2i
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Graf 29: Viabilita MRC-5 po ovlivnéni Graf 30: Viabilita BJ po ovlivnéni
inhibitorem Mk2i ovlivnéni inhibitorem MKk2i
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Graf 31: Srovnani viability CEM a MRC-5 po ovlivnéni inhibitorem Mk2i

Srovnani CEM a MRC-5 po ovlivnéni
inhibitorem Mk2i
120
100 'W
g 80
] 60
= 40 ——CEM
< 20 —8—MRC-5
0
-20
Mock 125 250 500 1000 2000 4000 8000
Koncentrace inhibitoru (nM)

62




Graf 32: Srovnani viability CEM a BJ po ovlivnéni inhibitorem MKk2i
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Graf 33: Srovnani viability K562 a MRC-5 po ovlivnéni inhibitorem MKk2i
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Graf 34: Srovnani viability K562 a BJ po ovlivnéni inhibitorem Mk2i
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Vramci experimentu byla dilezitym aspektem kontrola reprezentujici
nenddorovou tkan, jejiz vysledky srovnany s vysledky testovanych leukemickych linii
by poskytly informaci o tom, jak velky bude rozdil ve schopnosti vyrovnat se
s podminkami experimentu mezi témito dvéma biologickymi modely. V pritbéhu prace
bylo nutno vyzkouset nékolik moznosti za ucelem ziskani vhodné kontroly. Prvni z nich
byly zdravé lidské bunky kostni diené pochazejici z pacienta, dale se jednalo o
imortalizovanou lymfoblastoidni linii LBL odvozenou ze zdravych lidskych lymfocyta
(viz obrazek 9). Posledni byly lymfocyty izolované z periferni krve, u kterych ale

hodnoty nebyly viibec pouzitelné z diivodu nizké viability bunck.
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Obrazek 9: Nahled grafit znazornujicich zménu viability po ovlivneéni inhibitory Chkli,
Mk2i a jejich kombinaci u bunéek kostni diené (BM) a imortalizované bunécné linie LBL
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6 Diskuze

Tato prace je vénovana nékolika otazkam, které se tykaji inhibice signalnich drah
odpovédi bun¢k na poskozeni DNA. Zaprvé je zde otazka, zda ma inhibice drah
odpovédi na replikaéni stres efekt na viabilitu nadorovych bunék a jak vyrazny tento
efekt je. Nasledovalo srovnani reakce kultury bunék nadorovych s kulturou bunék
nenadorovych na inhibici. Pozornost je vénovana také faktu prezentovanému ve studii
Dietleina a kolektivu, ktera fika, ze pokud je simultanné pouzit Chkli a Mk2i, Ize u
jistych bunéénych linii pozorovat vy$si Géinnost této kombinace ve srovnani s Chkli
inhibitorem, coZ je charakterizovano jako synergismus (Dietlein et al,. 2015). Ukolem
prace bylo otestovat, zda je tato skutecnost aplikovatelnd i na bunécné kultury odvozené

Z leukemickych bunék.

Experimentalni cast byla zahdjena testovanim kultury mySich leukemickych
bunék MEERtm, kdy jedna kultura byla udrzovana v médiu s 4-hydroxytamoxifenem a
druhd kultura, slouzici jako kontrola, byla udrzovana v médiu bez 4-
hydroxytamoxifenu. Provedené buné&cné eseje spocivaly v ovlivnéni bunék koncentracni
fadou kombinace inhibitord Chk1i/MK2i a kazdého z téchto inhibitort zvlast. Po 72
hodinové kultivaci byl proveden test XTT, kdy bylo moZzno na zakladé namétfené

absorbance zjistit viabilitu bunék v jednotlivych jamkach.

Vzhledem k tomu, Zze po 72 hodinové kultivaci bylo mozno fici, Ze nadorové
buniky jsou velice citlivé na inhibice drdhy ATR-Chk1 a také pfi kombinaci inhibitorti
Chk1i/MKk2i byla viabilita velice nizka, kdy se jednalo o aditivni €¢inek Mk2i. Ov§em
test XTT neukézal nijak vyrazny rozdil mezi viabilitou MEERtm +4oht a MEERtm -
4oht, proto bylo pfistoupeno k ovéieni miry vyskytu poskozeni DNA signalizujici miru
replikacniho stresu, kterym jsou bunky zasazeny. Byly tedy vytvoteny florescencni
preparaty, kde byl fluorescenéné znacen histon gH2AX jako marker poSkozeni DNA.
Zde se ukazalo, Ze ob¢ kultury, at’ uz byl v médiu 4oht ¢i ne, vykazovaly velice
podobnou hladinu fosforylovaného histonu znaciciho poskozeni DNA. Znamena to, ze
7 — 8 dni trvajici kultivace bez 4-oht v kultivacnim médiu, coz zajisti utlumeni exprese
fuzniho onkogenu MIl- ENL nevede ke snizeni miry poSkozeni DNA, pfestoze je
znacné snizend proliferace bunécné kultury. Toto je potvrzeno také studii Zeisinga a
kolektivu (Zeising, B.B, 2004). Vzhledem ke zjisténému rozdilu v proliferaci obou
kultur bylo dalsim krokem porovnani rychlosti jejich odezvy na inhibici. Byla tedy

65



zjiSténa mira vyskytu subGl bun¢k u obou kultur po 24 hodinové kultivaci pomoci
analyzy bunék ovlivnénych nejvyssi koncentraci inhibitori na pratokovém cytometru.
Zde se ukazalo, ze buiiky kultivované v médiu bez 4oht jsou po 24 hodinové kultivaci
po inhibici signalni drahy zasazeny vyrazné¢ méné, nez burniky kultivované v médiu

s 4oht.

Je tedy mozno konstatovat, ze leukemické buitky MEERtm ziskané z mysiho
modelu jsou vyhodné ve smyslu moznosti ziskani kontroly pouhou zménou kultivacnich
podminek, ovSem je zde viditelna limitace v podobé urcité zavislosti bun¢k na dodavce
4- hydroxytamoxifenu. Pokud tuto slozku v kultivaénim médiu nemaji, je ovlivnéna

nejen jejich schopnost proliferovat a také jejich celkova viabilita.

Dale byly testovany bunééné linie CEM a K562 odvozené z lidskych
leukemickych bunék. Tyto linie byly vybrany cilené dle seznamu NCI-60, ktery je
sestaven z bunécnych linii vyuzivanych pro biologické testovani. Vysledky testovani
zde potvrdily vysokou citlivost bun€k na inhibici signalni drahy ATR-Chk1, taktéz byly
buiiky velice citlivé na pouziti kombinace Chk1i/Mk2i, kde Mk2 poskytl pouze aditivni

ucinek k Chk1i a sdm o sob¢ neprokézal velkou uc€innost.

U téchto linii bylo nutné zajistit kontrolu nenadorové bunécné linie, kterd by
umoznila srovnani u¢inku inhibice na buiky leukemické a bunky reprezentujici zdravou
tkan. Byly vyzkouSeny nékolikeré moZnosti, mezi néz patfily buiiky kostni dien¢ a
lymfocyty priferni krve jako reprezenanti standardni hematopoetické tkané€, ovSem
7adna z nich se neukazala byt kontrolou vhodnou k testovanym bunéénym liniim. Dale
byla vyzkouSena bunécéna linie LBL, coZ je uméle imortalizovana bunécna linie, ktera se
taktéZ ukazala byt jako kontrola nevhodnd. V konecné fazi byly jako kontrola pouzity
bunécné linie MRC-5 a BJ jako reprezentanti nenddorové tkané. U téchto bungk je jiz
mozno pozorovat signifikantni rozdil mezi nimi a nddorovymi bunéénymi liniemi CEM
a K562, kdy ani nejvyssi koncentrace, kterd u leukemickych bunék sniZovala viabilitu

téme&f na hodnoty blizici se nule, u kontrolnich linii neméla vyrazné;si efekt.

Porovnani 0Cinki samotného inhibitoru Chkli a kombinace inhibitort
Chk1i/MKk2i pfineslo poznatek, Ze leukemické linie pouZzité pfi téchto experimentech
nepatii mezi ty bunétné linie, u nichZ se ucinek inhibice signalnich drah pomoci

kombinace inhibitort nasobi v porovnani s u€inky samotného Chkli.
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7 Z.aveér

Inhibice drah odpovédi bun¢k na poskozeni DNA ma dle vysledki ziskanych
Vv experimentalni ¢asti této prace vyrazny vliv na viabilitu nddorovych bun¢k. U
MEERtm +/- 4oht je pozorovatelny rozdil v procentudlnim zastoupeni subG1 bunék
mezi kontrolou (DMSO ) a bunkami ovlivnénymi Chkli a kombinaci Chk1i/MKk2i po
24 kultivaci piiblizné 30 %. Pfi srovndni CEM a K562 s BJ a MRC-5 se rozdil ve
viabilit¢ Vv piipadé¢ bunck ovlivnénych inhibitorem Chkl a kombinaci Chkli/Mk2i
pohyboval okolo 80 %. Z vysledki je také mozno vyvodit zavér, ze u kombinace Chkli
Chkli inhibitorem a Mk2i zde ma spiSe aditivni efekt k c¢innosti inhibice. Celkové je
mozno fici, Ze strategie inhibice drah odpovédi bunék na replikacni stres je slibnou
oblasti ve vyzkumu zabyvajicim se vyvojem novych lé€ebnych metod leukemickych

onemocnéni
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8 Seznam zKkratek

4-oht - 4-hydroxytamoxifen

52BP1 - p53 binding protein 1 - p52 vazebny protein 1

AAF - N-acetoxy-2-aminofluoren

APC - Antigen presenting cells

APEL1 - Apurinic/apyrimidinic endonuclease 1

ATM - Ataxia telangiectasia mutated

ATR - ATM and Rad3 related

BER - Base excision repair - bazova excizni oprava

BPDE - benzo(a)pyren-7,8-dihydrodiol-9,10-epoxid
BRCA1/2 - Breast cancer 1/2

CDC25/B - Cell division cycle 25/B

CDK - Cyklin dependentni kinéza

DAPMs - Danger assicoated molecular patterns

DDR - DNA damage response - odpovéd’ na poskozeni DNA
DDT - DNA damage tolerance - drahy tolerance poskozeni DNA
DMSO - dimethysulfoxid

DNAML1 - DNAX accessory molecule-1

DNA-PKcs - DNA dependentni protein kindza

DSBs - Double strand breaks - dvouvlaknové zlomy

dsDNA - dvouvlaknova DNA

ERCC1/4-XPF- ERCC excision repair 1, xenoderma pifmentosum factor
EXOL1 - Exonuclease 1 - exonukleaza 1

FBS - bovinni fetalné sérum

GH-CSF - Granulocyte macrophage colony stimulating factor
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HR - Homologni rekombinace

Chk1 - Checkpoint kinase 1 - kinaza kontrolniho bodu 1

Chk1i - Checkpint kinace 1 inhibitor - inhibitor kindzy kontrolniho bodu 1
Chk2 - Checkpoint kinase 2 - kinaza kontrolniho bodu 2

IL-3/6/8 - interleukin 3/6/8

MEERtm - MII-ENL-Ertm

MHC1 - hlavni histokompatibilni proces 1

Mk2/i - mitogen-activated protein kinase-activated protein kinase 2 /inhibitor
MLH1 - MutL homolog 1

MMEJ - Microhomology - mediated end joining - mikrohomologii zprostfedkované
spokovani konct

MRN - MRE11-RAD50-NSB1

MSH2/3/6 - MutS homolog 2/3/6

NAD - nikotinamidadenindinukleotid

NCRs - Natural cytotoxicity receptors

NEAA - non-esential amino acid - neesencialni aminokyseliny

NER - Nucleotide excision repair - Nukeotiova excizni oprava

NHEJ - Non-homologous end joining - spojovani nehomolognich konci
NK-bunky - Natural killer cells

NUDTS5 - Nudix hydrolase 5

PALB?2 - Partner and localizer of BRCA2

PARPs - Poly(ADP-riboza)polymerazy

PCNA - proliferating cell nuclear antigen -prolifera¢ni jaderny antigen
PINK1 - PTEN-induced putative kinasel

POLB - DNA polymerase beta

POT1 - Protection of telomeres 1
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PRRs - Pattern recognition receptors

ROS - Reactive oxygene species - reaktivni kyslikové radikaly
RPA - Replika¢ni protein A

RPMI medium - Roswell park memorial institute medium
SASP - senescence-associated secretory phenotype

SCF - stem cell factor

SSBs - Single strand break(s) - jednovlaknové zlomy
SSDNA - jednovldknova DNA

TAO kinases -Thousand and one amino acid kinases
TERF1/2 - Telomer repetition factor 1/2

TINF2 - Telomer interacting factor 2

TRF1/2 - Teromeric repeat binding factor 1/2

XRCC1/4 - X-ray repair cross-completing protein 1/4
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