Univerzita Palackého v Olomouci

Bakalarska prace

Olomouc 2014 Erik Sebrle



Univerzita Palackého v Olomouci
Prirodovédecka fakulta

Katedra buné¢né biologie a genetiky

Vyuziti pritokové cytometrie pro analyzu regulace
bunééného cyklu po treatmentu derivaty ze skupiny
Trogerovych bazi.

BAKALARSKA PRACE
Autor: Erik Sebrle
Studijni program: Biologie
Studijni obor: Molekularni a bunécnd biologie
Forma studia: Prezencni

Olomouc 2014 Vedouci prace: Mgr. Petr Konec¢ny



Prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem zavérecnou praci zpracoval samostatné a Ze jsem uvedl vSechny
pouzité informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatné ¢ast nebyla predloZena

k ziskéani jiného nebo stejného akademickeho titulu.

V OlomoUCi, 5. 5. 2004



Podékovani

Rad bych podékoval predev§im vedoucimu mé bakalaiské prace Mgr. Petru
Kone¢nému za odborné vedeni, predané zkuSenosti, cenné rady a pfipominky, vénovany
Cas a pratelsky pfistup v priibéhu psani této bakalarské prace. Mé diky patii také Renaté
Burianové za ochotu, trpélivost a vstficnost a v neposledni fadé i vSem zaméstnanciim
Laboratofe experimentalni mediciny pii Ustavu Molekularni a Translaéni Mediciny,
Leékarské Fakulty Univerzity Palackého a Fakultni Nemocnice v Olomouci za pomoc V

laboratofi.



Bibliograficka identifikace:

Jméno a piijmeni

Nazev prace

Typ prace

Pracovisté

Vedouci prace
Rok obhajoby prace
Abstrakt

Kli¢ova slova

Pocet stran
Pocet ptiloh
Jazyk

Erik Sebrle
Vyuziti pritokové cytometrie pro analyzu regulace
buné¢ného cyklu po treatmentu derivaty ze skupiny
Trogerovych bazi.
Bakalarska
Laboratof experimentalni mediciny,
Ustav Molekularni a Translaéni Mediciny
LF UP a FN Olomouc
Mgr. Petr Konecny
2014

Pocty pacient, kterym bylo diagnostikovano
nadorové onemocnéni, se rok od roku zvysuje.
Proto se vyviji veliké uGsili na identifikaci vSech
pri¢in nadorovych onemocnéni a hledani novych
potencialnich  1é¢iv  majicich  protinddorovou
aktivitu, véetné hledani jejich molekularnich cild.
Predmétem této bakalarské prace je monitorovani
ucinku derivatd Trogerovych bazi na regulaci
bunééného cyklu pomoci pritokové cytometrie S
vyuzitim bunécné nadorové linie lidské akutni
lymfoblastické leukemie CCRF-CEM. Pro zjisténi
ucinku Trogerovych bazi byly vyuzity analyzy -
bunécného cyklu, apoptozy, syntézy DNA, RNA a
metody fosforylace fosfohistonu H3-PSer10. V této
praci jsme identifikovali fadu zajimavych analogl
Trogerovych bazi, které pisobily na regulaci

bunécéného cyklu.

Bunéény cyklus, bunééna smrt, Trogerovy baze,
pratokova cytometrie

57

2

Cesky



Bibliographical identification:

Author’s first name and surname

Title

Type of thesis

Department

Supervisit
The year of presentation
Abstract

Keywords

Number of pages
Number of appendices

Language

Erik Sebrle

Application of flow cytometry for analysis of cell
cycle regulation after treatment with group of
Troger base compounds.

Bachelor

Laboratory of Experimental Medicine, Institute
of Molecular and Translational Medicine, Faculty
of Medicine and dentistry, Palacky University

and Faculty Hospital in Olomouc

Mgr. Petr Kone¢ny
2014

Number of patients diagnosed with cancer is
getting higher every year. Therefore, great effort for
identification of causes and new potential
anticancer drugs and its molecular targets is very
important these days. Subject of this thesis is the
monitoring of Troger base derivatives activity,
based on their ability to regulate the cell cycle.
Human acute lymphoblastic leukemia cell line
(CEM) was used and processed for flow cytometric
analysis. For Troger base activity, analysis of cell
cycle, apoptosis, synthesis of DNA, RNA and
method of phosphohistone H3-PSer10
phosphorylation were used. We have identified
several interesting Troger base analogues actively

affecting cell cycle, in this thesis.

Cell cycle, cell death, Troger base, flow
cytometry

57

2

Czech



UIVO. 11
CHLE PIACE: ..ttt bbbt et 12
1.1 TeOTELICKA CASE ...vveiiiieiiiieiee e 13
111 BUun€eny CYKIUS....ccoiiiiiiiiiiie ittt 14
1111 Faze bunétn€ho CykIU ......ccoovviiiiiiiiiii 14
L1101 INEEIAZE .o 14
1.1.1.1.2  Mitotickd fAZE ......ocviviiiiiiiceec s 16
1112 Regulace bunééného cyklu.........cocoveiiiiiiiiiii 17
1.1.1.21 TUmOT SUPTESOTOVE ZENY ...vvevrerriirrerieeressresteesseassesseessessessseessesnesseenees 18
1.1.1.2.2  ProtOONKOGENY .....cveitiiiiiiiiiiiiieiieieie ettt 19
1.1.1.2.3 Cykliny a cyklin-dependentni Kindzy ............ccccuvvvevereieieniincsinennns 20
1.1.1.2.3.1 Rozdéleni CDK podle tcasti ve fazich bunééného cyklu............. 21

1.1.2  BUNCENA SMIT ...oiiiiiiiiiiiiicii e 22
1121 Formy bun€ené SMIti.........ccccveeiieiiiiiiiiienee e 22
10,2101 ANOIKIS ot 22
1.1.2.1.2  APOPLOZA...iiiiiiiiiiiiiie ettt 22
1.1.2.1.2.1 Molekularni mechanizmus apoptOZy .........ccccvrvervrivireesieiereene. 23
1.1.2.1.3  NEKIOZA...c.eiiiiieiiiieeiee e 25

1.1.3  Mechanizmy ucinku protinddorovych IECIV ..........ccovvviiiiiiiiiiiiieec e 26
114 TrOQEIrOVY DAZE ..c.eoviviiiiiei e 28
1141 VyuZiti Trogerovych bAzi.........occoviiiiiiiiiiiii 28
1.14.2 Analogy Trogerovych bazi a interakce s DNA ... 29
1.1.5  PritokoVA CYtOMELIIC ....cuevviiiiiiiiiiiieciec s 29
1.151 Zakladni komponenty pritokového cytometru .........coceveeriiiiiiieiienns 30
1152 Princip pritokove CYLOMELIE ......eevvveviiieiiieiiiiesees e 30
1.1.5.3  Vyuziti pritoKove CYtOMELIIC ... .ccvviviriieiiiiiiieeiie s 32

1.2 EXperimentalni CASt.......cociiiiiiiiiiiiiiiiese e 33
121 POUZILE MELOAY ...vvevviiiiiieiiiiie ittt 34
1211 Pasdzovani BUNEK ..........cceiiiiiiiiiii e 34
1.2.1.2 IMTT EESE e 34

1.2.1.3 Analyza regulace bun€€ného cyklu .........coceiiiviiiiiiiiii 35



1.2.1.3.1 Postup fixace bunck..........occovvviiiiiiiiiiiii 35

1.2.1.3.2 Analyza bunécného cyklu: propidium jodid...........ccoovvrviiiviiiiiiinnnnnn. 36
1.2.1.3.3 Analyza syntézy RNA pomoci 5-bromouridinu............cccccoevvnvnnnnnne 36
1.2.1.3.4 Analyza syntézy DNA pomoci 5-bromo-2’-deoxyuridinu.................. 37

1.2.1.3.5 Metoda fosforylace fosfohistonu H3-PSer10.........c.cccccoeiveivcviernnenne. 37
VY S CAKY ittt 38
122 IMITTHESE oo 38
1.2.3  Analyza bun€cného CyKIU.........cooiiiiiiiiiiic 39
12,4 APOPLOZA...cciiiiiiiiiiiieeee s 41
1.2.5  Analyza syntézy RNA pomoci S-bromouridinu ............cccceveviiiiiiiinnnne 43
1.2.6  Analyza syntézy DNA pomoci 5-bromo-2"-deoxyuridinu ............cccccovrvnnene 44
1.2.7  Metoda fosforylace fosfohistonu H3-PSerl0 ...........cccooviiiiiiieninenininne 46
DUSKUZE ... 49
A< PRSP UP PR RPPPPTRTPRN 51
Seznam PoUZItE IILETALULY .......ccviiiiiiiiiiic i 52

Ptilohy.



Seznam pouzitych zkratek

Aj.
APC
ATP
Bak
Bax
Bcl-2
BH3
Bid

Bim
BRCA 1
BRCA 2
BrdU
BrU
BSA
CARD
CD95
CDK
CDKN1A
CIP1-WIF1
dATP
DCC
DED
DISC
DMSO
DNA
E2F
EGFR
Erb
FADD
FAS
FBS
FITC
FS

FSC

A jiné

Tumor supresorovy gen

Adenosintrifosfat

Clen rodiny Bcl-2

Clen rodiny Bcl-2

B buiiky leukemie (lymphoma)
Bcl-2-homolog 3

Clen rodiny Bcl-2

Clen rodiny Bcl-2

Tumor supresorovy gen

Tumor supresorovy gen
5-bromo-2"-deoxyuridin

5-bromuridin

Bovine serum albumin/Hovézi sérovy albumin
Strukturni motiv dlouhé prodomény kaspazy
Antigen apoptozy

Cyklin-dependentni kinaza

Inhibitor CDK

Inhibitor CDK

Deoxyadenosintrifosfat

Tumor supresorovy gen

Strukturni motiv dlouhé prodomény kaspazy
Komplex signalizujici indukci apoptosy
Dimethyldsulfoxid

Deoxyribonukleova kyselina

Rodina transkripcnich faktori

Receptor epidermalniho ristového faktoru
Rodina onkogeni

Adaptorovy protein/Fass sdruzeny s doménou smrti
Receptor na plazmatické membrané

Fetalni bovinni sérum

Fluorescein izothiokyanat

Forward scatter

Forward scatter channel



INK4
MDM-2
Mortl
MTT
napr.
NP-40
p53
PBS

Pl

pRb
PUMA
RAS

Rb gen
RIP1
RNA
RNaza A
ROS
rRNA
SDS

SS

SSC
T-buriky
Tj.

TNF
TNFR1
TP53
tzv.
WT1
WT2

Inhibitor CDK

Rodina onkogenti

Adaptorovy protein
3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromid
Naptiklad

Detergent — Nonidet™ P 40 substitute
Transkrip¢ni faktor, produkt genu TP53
Fosfatovy pufr

Propidium jodid

Retinoblastomovy protein

Clen rodiny Bcl-2

Rodina onkogeni

Retinoblastomovy gen

Serin/threonin kinaza regulujici nekrozu
Ribonukleova kyselina

Ribonukledza A

Reaktivni formy kysliku

Ribozomalni RNA

Dodecylsiran sodny

Side scatter

Side scatter channel

Druh bilych krvinek ze skupiny lymfocytt
Toje

Nadorovy nekroticky faktor

Povrchovy receptor

Tumor supresorovy gen

Takzvany

Tumor supresorovy gen

Tumor supresorovy gen

10



Uvod

Pocty pacientd, kterym bylo diagnostikovano nadorové onemocnéni, se rok od roku
zvySuje. Proto se vyviji veliké usili na identifikaci vSech pfi¢in nddorovych onemocnéni a
hledani novych potencidlnich 1é¢iv majicich protinadorovou aktivitu, véetné hledani jejich
molekuldrnich  cild. Existuje celda tada chemickych sloucenin, které svymi
protinadorovymi, cytostatickymi, antibakteridlnimi a jinymi aktivitami zaméstnavaji
mnohé vyzkumné ustavy po celém svété. Predmétem této bakalaiské prace je monitorovani
ucinku derivati Trogerovych bazi na regulaci bunééného cyklu pomoci pritokové
cytometrie s vyuzitim bunécné nadorové linie lidské akutni lymfoblastické leukemie
CCRF-CEM. Analogy ze skupiny Trogerovych bazi se jevi jako latky, které by mohly mit
potencidlni protirakovinné u¢inky - at’ uz diky schopnostem nékterych derivati inhibovat
telomerazovou Cinnost nebo se vazat s vysokou afinitou k fosfatové patefi DNA. Pro
zjisténi UCinku Trogerovych bazi na regulaci bunééné¢ho cyklu pomoci priatokové
cytometrie byly vyuzity dil¢i analyzy bunééného cyklu, apoptdzy, syntézy DNA, syntézy
RNA a fosforylace fosfohistonu H3-PSerl0, jakozto markeru mitdézy. Mé&feni regulace
bunécného cyklu na zékladé riznych latek poskytuje komplexni piehled o aktivité derivati
a predstavuje vychozi bod pro dalsi analyzy ke zjisténi specifického cile a potencidlniho

uplatnéni v klinické praxi.
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Cile prace:

1. Vypracovani literarni reSerSe z dostupnych literarnich zdrojt.

2. Identifikace potencidlnich protinadorovych 1é¢iv metodou prutokové cytometrie.

3. Zakladni screening analogli derivatii Trogerovych bazi.
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1.1 Teoreticka cast
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1.1.1 Bunécny cyklus

Bunéény cyklus - proces, kterym prochazi somatické bunky mezi svymi
jednotlivymi bunéénymi délenimi, byva obvykle ¢lenén do dvou fazi - interfaze a faze
vlastniho déleni M faze. Interfaze tvoii prevaznou ¢ast bunécného cyklu, sklada se z G1,
(G0), Sa G2 faze, kdezto M-faze tvofi jen jeho kratkou c¢ast. V interfazi dochazi
K buné¢nému riastu, zmnozovani organel, makromolekul a syntéze DNA. DNA replikace
probiha ve fazi oznaCované jako S faze bunééného cyklu. Tato faze je dale typicka pro
syntézu histonli, které bunka potiebuje pro zdvojnasobeni poctu nukleozémi ve svych
chromozomech a pro syntézu molekul RNA. M faze zahrnuje mitézu, ve které jsou
rodiCovské chromozomy duplikovany za tvorby shodnych sesterskych chromatid a
nasledné rozdéleny do dvou jader, a cytokinezi, ve které dochazi k vlastnimu rozdéleni
buiiky za vzniku bunék deefinych. (Karp, 2013) Casovy tsek mezi jednotlivymi délenimi
se oznacuje jako generacni doba. Replikace a segregace chromozomu do dcetinych bunék
musi probéhnout ve spravném potadi v kazdém bunécném déleni. Pokud dojde k segregaci
chromozomu piedtim, nez je dokoncena jejich replikace, bude alespon jedna dcefina buika
bez Casti genetické informace. Podobng, pokud dojde k opétovné replikaci ve stejné oblasti
chromozému ptedtim, nez nastane bunécéné deleni, zvysi se pocet genli kddovanych v této
oblasti v poméru k ostatnim geniim, coz je jev, ktery obvykle vede k nerovnovaze genové

exprese, ktera je neslucitelna s vitalitou. (Lodish, 2013)

1.1.1.1 Faze bunééného cyklu

Aby se buiika mohla rozdélit, musi nejdiive pfesné zdvojnéasobit sviij obsah DNA a
zdvojit svou cytoplazmu véetné organel a makromolekul. Poté se burika rozdéli pochodem
oznacovanym jako mit6za, po mitdéze dochazi k rozdéleni cytoplazmy mezi dcefinymi

buitkami - cytokineze. Obdobi mezi dal$im bunéénym délenim se oznacuje jako interfaze.

1.1.1.1.1 Interfaze

Interfaze predstavuje minimalné 90 % z celkového casu bunééného cyklu.
Biologicka aktivita interfazni builkky je velmi vysokd. Interfize proto byva nckdy
oznacovana jako obdobi kontinualniho ristu. Buiiky potiebuji ¢asto podstatné vice ¢asu na
rist a zdvojnasobeni svych organel a proteinti, nez vyzaduji pro replikaci DNA. Proto

vétsina bunéénych cykli obsahuje G1 a G2 faze (z anglického gap - mezera). Jadro bunky
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je vinterfazi od cytoplazmy ohrani¢ené jadernou blanou, ktera odd€luje vnitini prostiedi

jadra od cytoplazmy. Interfaze se sklada z G1, (GO0), S a G2 faze (viz schéma 1).

Po ukonceni mitdzy burnika vstupuje do G1 faze, v pribéhu které dochézi k syntéze
DNA polymerazy, RNA, tubulinu a bilkovin. Interfazni chromozoém je v priabéhu G1 faze
jednochromatidovy a obsahuje jednu dvouvlaknovou molekulu DNA. Pokud jsou vsak
extracelularni podminky neptiznivé, mohou bunky odlozit postup pies G1 kontrolni bod,
popiipad¢ mohou vstoupit do specidlniho klidového stavu nazyvaného GO faze. V GO fazi
muze dana bunka zdstat pfed obnovenim proliferace hodiny, dny, tydny, nebo dokonce i
roky. (Alberts, 2008) V ptipad€, ze jsou vhodné extracelularni podminky, a pokud jsou
pfitomny signdly pro rast a déleni, buitky mohou pokracovat v bunééném cyklu. Vyjimkou
jsou napiiklad neurony, pln& diferenciované bunky, které zlstavaji neustale v GO fazi,
protoze plné diferenciované buiiky se jiz dale ned€li. V pribéhu S faze (faze synteticka)
buika syntetizuje DNA - dochazi k replikaci DNA, syntéze histonii, nasledné duplikaci
chromozomu a u zivociSnych bunék k duplikaci dvou centriol. Replikace chromozému
neprobihd synchronné u vSech chromozému. K synchronni replikaci dochazi napiiklad u
homolognich parG autozomi. (Otova, 2012) V Sfazi se tak chromozomy stavaji
dvouchromatidovymi a mnozstvi jaderné DNA je zdvojnasobené. V G2 fazi, jsou
chromozémy stale dvouchromatidové (dvé totozné molekuly DNA) se zdvojnasobenym
obsahem jaderné DNA. Tato faze je typicka metabolickou aktivitou a rGstem burky.
Dochazi k postreplikaénim opravam a molekuly DNA interaguji s histony. Na konci G2

faze se zacinaji kondenzovat chromatinova vlakna.

Ke konci interfaze je jadro bunky nejvEtsi. Jaderna blana stile ohranicuje jadro
obsahujici minimalné jedno jadérko. U vné&jsi strany jadra se vyskytuji dva pary centriold,
které vznikly rozdélenim jednoho paru v pribéhu interfaze. Kolem kazdého paru centrioli
se vytvortila tzv. astrosféra (nebo také centrosféra) vznikla polymerizaci tubulinu, ktera tak

tvoii mikrotubuly uspotfadané v kruhové fad€ kolem part centriol.
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N \ Bunééné déleni
S (mitoza)

Buriky se prpravuji

na déleni Bunecny

rust

Buriky se roghoduji
Replikace DNA zda pokracovat

Cyclin D
CDK4,6

Cyclin A

CDK2 "y, - /
h— Cyclin E
CDK2 Rb fosforylace

Schéma 1: Udalosti buné¢ného cyklu a zapojeni cyklin-dependentnich kinaz a cyklini.

(Upraveno podle internetovy zdroj 2)

1.1.1.1.2 Mitoticka faze

M féaze bunécného cyklu se nachéazi u eukariotnich organizmu a je mechanizmem
zjistujicim genetickou identitu télnich bun€k. Obvykle je délena do péti fazi — profaze,
prometafdze, metafiaze, anafdze a telofaze. Kazda z téchto fazi je typicka pro urcity sled
udalosti. Je nutné zminit, Ze tyto etapy reprezentuji tisek souvislého procesu. Déleni mit6zy

do téchto etap se tedy uskutecnuje vyhradné kvili experimentim a diskusi. (Karp, 2013)

Béhem profaze v jadie mizi jadérka. VIdkna chromozomi se kondenzuji za tvorby
mitotickych chromozomu pozorovatelnych pod svételnym mikroskopem. Kazdy
chromozém je tvofen dvéma sesterskymi chromatidami spojenymi v oblasti primarni
konstrikce (centromery), ve které jsou také lokalizovany dva multiproteinové utvary
kinetochory. Kazda chromatida v tomto okamziku disponuje jednim kinetrochorem. Pary

centriolti se posouvaji smérem od sebe k opa¢nym polim bunky v disledku prodluzovani
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svazki mikrotubulti. Dochazi k tvorbé déliciho (mitotického) vieténka slozeného
z mikrotubulll a proteinti lokalizovanych mezi dvéma pary centriold. Vldkna mitotického
vieténka jsou slozena z kinetochorovych a polarnich vldken. Kinetochorova vldkna sahaji
smérem od centriolti ke Kinetochortim, zatimco polarni vlakna od pold bunky smérem

K jejimu rovniku. (Alberts, 2008) V pribéhu profaze se do¢asné pozastavuje geneticka

aktivita chromozoému. Poté nasleduje prometafaze, ve které se rozpada jaderna blana na
malé vezikuly. Kinetochorova vlakna dé€liciho vieténka se pfipojuji ke kompaktnim,
maximaln¢ spiralizovanym chromozémim v oblasti kinetochorti a to tak, ze kazdy
dvouchromatidovy chromozom je spojen se dvéma kinetochorovymi vlakny - vzdy jedno
kinetochorové vlakno z obou pola. (Karp, 2013) V metafazi se centromery chromozomu
shromazd’uji v ekvatoridlni roviné buiiky. Centromery spojujici obé chromatidy se zac¢inaji
rozd€lovat. Metafaze je obdobi, které je nejvhodnéjsi k identifikaci a pocitani
chromozomu.. Chromozomy jsou dynamicky stabilni. Nasleduje Anafaze, ve které se od
sebe separuji sesterské chromatidy. Sesterské chromatidy jsou taZeny k opa¢nym pdlim
nejdiive v disledku zkracovani mikrotubulll a pozdéji navic oddalovanim obou poli buiky
od sebe. (Lodish, 2013) Timto vznikaji dcefiné chromozomy. Pied zac¢atkem telofaze maji
oba poly bunky totozné sestavy chromozomu. V priubéhu telofaze jsou depolarizovany
mikrotubuly déliciho vieténka. Sady dcefinych chromozomi jsou lokalizovany pfi
protilehlych pélech buriky, kde je iniciovana tvorba dcetinych jader. Zacina se reformovat
jaderna blana zvezikul rodiCovské jaderné blany a vezikul pochézejicich
z endoplazmatického retikula. Ke konci telofaze se dekondenzuji chromozoémy a v mistech
sekundarnich konstrikci se objevuji jadérka. Nasleduje cytokineze — proces, kterym se
zivocisna bunka za pomoci kontraktilniho prstence tvofeného aktinem a myosinem rozdéli

na dv¢€ bunky dcefiné. (Alberts, 2008) Cytokineze probiha vétsinou paralelné s telofazi.

1.1.1.2 Regulace bunééného cyklu

Pro slozit¢ mnohobunééné organizmy je regulace bunéén¢ho cyklu
nepostradatelnym procesem, prostfednictvim jehoz je dosahovano harmonické funk¢nosti
organizmu, ve kterém dochazi k déleni pouze téch bunék, u kterych je to v dané chvili
potiebné. Regulace bunécného cyklu je tedy proces zodpovédny zejména za signdly
k proliferaci nebo diferenciaci bunék, synchronizaci d&jt uvniti bunky jako jsou replikace

DNA, mitéza a cytokineze. Mezi nejvyznamnéjSi regulatory bunééného cyklu patii
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zejména tumor supresorové geny, protoonkogeny a cyklin-dependentni kindzy s jejich

cykliny.

1.1.1.2.1 Tumor supresorové geny

Mezi regulatory bunééného cyklu patii naptiklad tumor supresorové geny, jenz
koduji proteiny, které se uplatnuji pii inhibici rastu a proliferaci bunék. Zastupcem mtize
byt gen Rbl, ktery je lokalizovan na q raménku tfinactého chromozomu (13ql14). Tento
gen je aktivni u vétSiny somatickych bunck. Jeho produktem je Rb protein (pRb), ktery
patii mezi jaderné transkripcni faktory. Rb protein je aktivni v ptipad€é, Ze je malo
fosforylovany, nebo nefosforylovany. Tento protein hraje dilezitou roli v regulaci
bunécéného déleni pti indukei apoptdzy a v prubehu diferenciace. Hlavni tlohou aktivniho
Rb (retinoblastomového) proteinu je piedev$sim aktivace transkripénich faktord rodiny
E2F. Dale je na regulaci retinoblastomového proteinu zalozen napiiklad restrikéni bod u
zivociSnych bunék, ktery se nachazi u konce G1 féze, a ktery je odpovédny za kontrolu
piechodu bun¢k z G1 do S faze. (Otova, 2012; Alberts, 2008) Transkripéni faktory
zrodiny E2F maji zasadni ulohu v kontrole bunééného cyklu. Reguluji aktivitu gen
podilejicich se na progresi bunééného cyklu, apoptoézy a syntéze DNA. Transkripei genil
vedoucich k tvorbé produktli, nezbytnych pro prichod ptes G1/S kontrolni bod, jako jsou
naptiklad cykliny E a D (viz Cykliny a cyklin-dependetni kinazy), potlac¢uje komplex pBr-
E2F. Tim dochazi k pozastaveni bunécného cyklu. Neaktivni fosforylovana forma pRb
vede k uvolnéni pRb z vazby s proteiny, jenz dovoluji postup pies G1/S kontrolni bod. Rb
proteiny se vyskytuji v somatickych buiikach neustale, dochazi pouze k jejich fosforylaci a
defosforylaci v pribéhu bunétného cyklu. V neaktivni fosforylované formé& se pRb
vyskytuji v prubéhu S, G2 a M faze. (Viatour, 2011; Otova, 2012) Dal$im genem patiicim
mezi tumor supresorové geny je gen TP53, ktery je lokalizovan na kratkém raménku
sedmnactého chromozomu (17p13). Gen TP53 se podili na regulaci ptechodu buriky skrze
bunéény cyklus. Produktem tohoto genu je protein p53, transkripéni faktor vazajici se na
dalsi geny, jejichz produkty jsou schopny vyvolat apoptozu, docasné zastavit bunécny
cyklus, nebo opravovat DNA. Proto bunky reaguji na poskozeni DNA vzniklé napiiklad
pusobenim ulatrafialového zatfeni zvySenim produkce proteinu p53. Piikladem genli, na
které se vazou proteiny p53, a reguluji je tak, mohou byt inhibitory cyklin-dependentnich
kinaz CDKN1A, INK4 a CIP1-WIF1. (Cerveira, 2012; Bertheau, 2008; Petitjean, 2007)
Mezi dal$i tumor supresorové geny patii napiiklad geny WT1 a WT2, APC, DCC, BRCA
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1 a BRCA 2. Mutace téchto gentt mohou vyvolat nadorova onemocnéni. Napiiklad mutace
genit WT1 nebo WT2 mohou zpisobit Wilmsiv tumor (nefroblastom), APC a DCC
rakovinu zaludku ¢i tenkého stteva a BRCA1 nebo BRCA2 rakovinu prsu, prostaty a

slinivky.

1.1.1.2.2 Protoonkogeny

Protoonkogeny jsou geny, které koduji napiiklad transkripéni faktory regulujici
expresi jinych genl, nebo regulatory bunééného cyklu zodpovédné za prichod bunky
bunéénym cyklem. Dale jsou zodpovédné za signalni transdukci proteinti stimulujicich
bunécné déleni. Proto miizeme tyto geny oznacit za klicové hrace v regulaci bunécného
cyklu. Pokud vsak dojde k mutaci téchto genti, mize dojit k jejich pfeméné na onkogeny.
(Cerveira, 2012) V disledku takovychto mutaci mohou byt tyto onkogeny trvale zapnuty
nebo aktivovany a to i ve chvilich, kdy by se nemély projevovat. V bunice pak dochazi ke
zvysené expresi genu, coz vede k abnormalnim hladindm strukturné normalniho proteinu a
nakonec k nekontrolovatelnému bunéénému rastu. Toto mize vést ke vzniku rakoviny.
Onkogeny jsou tedy geny obsazené v genomech rakovinnych bunék, které piispivaji k
produkci malignich vlastnosti bunék. (Thorat, 2012) Onkogeny muzeme ¢lenit naptiklad
na onkogeny kodujici protein kinazy (piikladem mize byt rodina gent Erb), onkogeny,
které koduji signdlni transduktory (napiiklad gen Ras) nebo onkogeny inaktivujici
nadorové supresory (napiiklad gen MDM-2). Mezi onkogeny muzeme také zaradit
nadorovy supresor p53, ktery ma vlastnosti jak onkogenu, tak tumor supresorového genu.
Prikladem onkogenni aktivace regulatord bunééného cyklu mohou byt abnormality
ovliviujici cykliny i cyklin-dependentni kinazy. Naptiklad deregulace CDK4 a CDKG6 jsou
zapojeny V celé fadé nadori. Jejich nadmérna exprese byla detekovana u rakoviny prsu,
lymfomu, rakoviny tlustého stfeva a dalSich. Pfikladem deregulace cyklini muze byt
napiiklad deregulace cyklinu D, ktery ptisobi jako senzor ristu a je zodpovédny za spojeni
mezi mitogennimi podnéty a vstupem do bunécného cyklu. Aberantni exprese cyklinu D
byla detekovana rovnéz v mnoha lidskych nadorech, jako jsou naptiklad melanom,
rakovina jicnu, prostaty, tlustého stfeva, mocového méchyie a dalsi. (Cerveira, 2012;

Ortega, 2002)
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1.1.1.2.3 Cykliny a cyklin-dependentni kinazy

Eukaryotické bunky disponuji mnozstvim kontrolnich bodi bunécného cyklu,
pomoci kterych zajistuji, ze k uskute¢néni bunééného cyklu dochazi az poté, dosyntetizuji-
li se vSechny komponenty potiebné k vytvoreni dvou dcefinych bunék a dojde k vérné
replikaci DNA. Bunééné dé€leni je presné fizeny dé&j, ktery je regulovan fadou latek. Aby
bylo mozné vytvoiit dvé geneticky totozné bunky, vSechny pochody musi prob&hnout
v presn¢ daném potadi. Z velkého mnozstvi latek regulujicich bunéény cyklus tvofi
ustfedni jadro regulace bunécného cyklu heterodimerni serin/threonin proteinové kinazy
obsahujici regula¢ni podjednotku, na kterou se vazi kofaktory cykliny a katalytickou
podjednotku s vazebnym mistem pro cyklin-dependentni kinazy (CDK). (Boonstra, 2003;
Otova, 2012) CDK jsou enzymy piendsejici regulaéni podjednotky cykliny a fosfatové
skupiny z adenosintrifosfatu (ATP) na proteinové substraty obsahujici threoninové, nebo
serinové zbytky. Koncentrace cyklint, jak jiz znazvu napovida, v pribéhu kazdého
bunééného cyklu charakteristicky fluktuuje - tj. dochdzi k jejich syntéze a degradaci. Pti
nizké koncentraci cyklini ma CDK nedostatek regula¢nich proteinti, v disledku ¢ehoz
dojde Kk jeji deaktivaci. Naopak, pii rostouci koncentraci cyklini se aktivuje cyklin-
dependentni kindza a butika vstupuje do dalSich fazi bunééného cyklu. Z toho vyplyva, ze
vstup bunék do mitdzy je fizen enzymem, ktery pouze fosforyluje dal$i proteiny, a ze
aktivita tohoto proteinu je zavisla na podjednotce, ktera v ramci jednotlivych fazi

bunécného cyklu kolisa. (Karp, 2013)

CDK/cyklin pary pfitomné v buiikach jsou velmi dilezité pro regulaci progrese
bunééného cyklu a proliferaci bunék. Da se fict, Zze jejich aktivovany stav v podstaté

definuje jednotlivé faze bunécného cyklu.

CDK Cyklin Funkce Nazev
CDK1 Cyklin A, Cyklin B M faze Mitotické CDK
. . Vstup do bunééného cyklu CDK G1/S faze
CDK2 Cyklin A, Cyklin E
S faze CDK S faze
] Gl faze
CDK4 Cyklin D CDK Gl faze
Vstup do bunécného cyklu
G1 faze
CKD6 Cyklin D CDK Gl faze

Vstup do bunécného cyklu
(podle Lodish, 2013)
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Do regulace bunécného cyklu se zapojuji ¢tyfi tiidy cyklint, které jsou ¢lenény do
tftid podle funkce a faze bunééného cyklu, ve které¢ se vazi na CDK. Pro G1 fazi je
charakteristicky G1/S-cyklin, jenz se zapojuje na konci této faze, ve které aktivuje Cyklin-
dependentni kinazy. Tim umoznuje postup pies Start a vstup buiiky do bunécného cyklu.
Koncentrace G1-cyklinu se snizuje v S fazi. V G1 fazi se také zapojuji G1-cykliny, které
pomahaji fidit ¢innost G1/S-cyklinii. Kratce po vstupu buiiky do zac¢atku bunééného cyklu
se vazi S-cykliny na piislusné CDK, ¢imz pomahaji indukovat replikaci chromozomu.
Koncentrace S-cyklint je zvySena i v prubéhu M faze, ve které se zapojuji do kontroly
nekterych z ¢asnych udalosti. Samotny vstup do mitoézy stimuluji v G2/M kontrolnim bodé
M-cykliny vazbou na pfislusné CDK (pichled pard CDK/cyklin je uveden v tabulce €. 1).
(Alberts, 2008)

1.1.1.2.3.1 Rozdéleni CDK podle ucasti ve fazich bunééného cyklu

CDK2, CDK4 a CDKG6 spolecné s jejich ptfislusnymi cykliny (viz tabulka ¢. 1)
zajistuji pfechod pies Gl kontrolni bod bunééného cyklu. Nejdiive je v disledku
mitogenni signalizace vyvolana syntéza cyklinu D. Poté dochazi k transportu CDK4 nebo
CDK6 do jadra bunky. Vytvoii se aktivni komplex CDK4/cyklin D nebo CDKG6/ cyklin D,
ktery fosforyluje ptisluiniky pRb rodiny. Ukolem retinoblastomovych proteinii je inhibice
transkripce, ke které dojde po vlastnim navazani pRb na transkripni faktory
(histondeacetylazy, ptislusnici rodiny E2F, aj.). (Cobrinik, 2005) Cykliny E patii
K hlavnim transkripénim produktim komplexu pRb/E2F, jenz jsou nepostradatelné pro
aktivaci CDK2 a zakonceni Gl faze. Tvorbou komplexu CDK2/cyklin E je nasledné
degradovan komplex CDK4/cyklin D a CDK6/cyklin D. Tento proces odpovida
restrikénimu bodu, ve kterém jiz buiiky nepotiebuji mitogenni podnéty pro bunécné déleni.
Kinazova aktivita komplexu CDK/cyklin E je také dilezita pro iniciaci replikace DNA.
Kdyz buiiky vstoupi do S faze, musi nastat degradace komplexu CDK2/cyklin E, aby
nedochazelo k opétovné replikaci DNA. (Hwang, 2005) Potlaceni aktivity
retinoblastomovych proteinti pozitivné ovliviiuje transkripci gend nutnych pro syntézu
cyklini A a B. Dalsi funkce tohoto komplexu je fosforylace fady proteintl, nezbytnych pro

ukonceni a prichod pies S fazi. (Malumbres, 2005)

Ke konci S faze dochazi k tvorbé komplexu CDK1/cyklin A, jehoz substratem jsou
proteiny Ucastnici se kontroly progrese bunécného cyklu a procesu replikace DNA. V G2

fazi bunéného cyklu jsou hojné syntetizovany cykliny B, které interaguji s CDK1 a
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vytvaii komplex, jenz je nutny pro vstup builky do M faze. A naopak cykliny A jsou

odbouravany procesem ubikvitin-zprostiedkované proteolyzy. (Malumbres, 2005)

1.1.2 Bunééna smrt

Bunééna smrt je nedilnou soucasti ontogenetického vyvoje vSech mnohobunéénych
organizmu. Dalo by se fict, ze nejmasivnéjsi uplatiovani procesu bunééné smrti nastava v
obdobi prenatalniho vyvoje jedince, kdy dochazi k hynuti celych skupin bunék béhem
vyvoje tkani a organovych soustav. Pfikladem miize byt rozestup tkani v pribéhu vyvoje
prsti. Buné¢nd smrt se uplatiiuje jako jedna ze slozek obrannych mechanizmut Zivych
tkani. Bunky touto formou reaguji na xenobioticka agens, kterymi jsou naptiklad rtzné
chemické latky a mikroorganizmy. Bunééna smrt se také ucastni nékterych endogennich
modulaci, jako jsou napiiklad zanéty nebo imunitni regulace mnohobuné¢nych organizmi.
(Kanduc, 2002) Je uvadéno, ze bez procesu bunééné smrti by bézny ¢loveék dozivajici se
osmdesati let disponoval Sestnacti kilometry stfeva a dvéma tunami kostni diené. (Melino,

2001)

1.1.2.1 Formy bunécné smrti

Pomoci indukce a regulace muzeme buné¢nou smrt Klasifikovat na anoikis,

apoptdzu, autofagii a nekrozu.

1.1.2.1.1 Anoikis

Anoikis je forma apoptdzy, ke které dochazi narusenim interakci v extracelularni
matrix, nebo ztratou bun&tné adheze. (Frisch, 1994) Funkce bunécéné adheze spociva
Vv kontrole spravného umisténi bunék, popiipadé¢ v odstraiiovani chybné lokalizovanych
bunck. Anoikis je tak fyziologicky proces, ktery se podili na spravné ontogenezi a udrzeni
tkanové homeostaze. (Chiarugi, 2008) Nepiimétena stimulace signalnich drah rastovych
faktordi, ke které bézné dochazi v nadorovych buiikach, muize vést k anomaliim
cytoskeletu, které jsou schopny iniciovat anoikis. V dusledku toho je pravdépodobné

kladen silny selektivni tlak na buiiky, aby se staly rezistentni vuci anoikis. (Frisch, 2001)

1.1.2.1.2 Apoptéza

Termin apoptdza byl poprvé pouzit jako oznaceni formy bunécné smrti souvisejici

s ur¢itymi morfologickymi rysy v roce 1997. Od té doby byla intenzivné studovana a dnes
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jsou jeji zékladni signalni udalosti dobfe popsany. Bunky, které maji podlehnout apoptoze
jsou podrobovany radikdlnim zménadm, které souvisi s jejich biochemii i1 strukturou.
Apotéza je morfologicky spojovana sbunéénym smr$tovanim, tvorbou zahybl
plazmatické membrany, kondenzaci chromatinu, nebo jadernou fragmentaci. (Duprez,
2009) Bunka se poté rozpadne na fragmenty obklopené membranou (apopticka téliska),
jenz jsou nasledné rozpoznany a pohlceny makrofagy ¢i sousednimi bunikami. (Orrenius,
2010) Jsou znamy predev§im dvé hlavni rodiny proteint, které jsou spojovany
s apoptozou. Rodina proteini Bcl-2 fidici mitochondrialni integriny a kaspazy, jejichz

ukolem je samotné spusténi apoptozy. (Duprez, 2009)

1.1.2.1.2.1 Molekulirni mechanizmus apoptézy
1.1.2.1.2.1.1 Kaspazy

U lidi bylo identifikovano dvanact kaspaz ucastnicich se apoptdzy. Tyto kaspazy
muzeme zafadit do apoptotickych a zanétlivych podrodin kaspdz, ptfi¢emz apoptotické
kaspazy (kaspazy-3, -6 a -7). Kaspazy jsou exprimované jako neaktivni proenzymy
(prokaspazy), které jsou slozeny z N-terminalni prodomény o variabilni délce, na kterou se
napojuje velkd podjednotka a mald C-termindlni podjednotka. Dlouhd prodoména
dvojici tandemové¢ usporadané domény nebo CARDs (caspase activation and recruitment
domains). (Duprez, 2009) DEDs domény caspaz (-8, -10) a DED doména z FAS-
associating protein with a death domain (Mortl nebo FADD), molekula adaptéru ktera
pfemostuje n&které z receptorli apoptdzy, spolu homotypicky interaguji, ¢imz dochazi
k aktivaci kaspaz. Skupina kaspaz (-2, -4, -9) obsahuje doménu CARD, ktera interaguje
s CARD-containing adaptor molecules. Timto je caspazam umoznéna adaptérem
zprostfedkovand agregace a samoaktivace. Na druhé strané, kaspazy obsahujici kratké

prodomény (-3, -6, -7) jsou vykonné. (Wang, 2000)

1.1.2.1.2.1.2 Vnitini a vnéjsi apoptoticka draha
Kaspazy jsou v sav¢ich bunkach aktivovany vnéj$i nebo vnitini signalni drahou
(obrazek 2). Vnéjsi signilni draha je zprostfedkovand pomoci receptoru. Ligaci

povrchovych receptort (napt. TNFR1, CD95) dochazi k tvorbé DISC (death-inducible
signaling complex) a aktivaci prokaspazy-8. Kaspaza-8 aktivuje prokaspazu-3, ktera $tépi
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cilové proteiny vedouci k apoptoze. Kaspaza-8 muze také Stépit Bid, ktery vyvolava
translokaci, oligomerizaci a inzerci Bak nebo Bax do vngjsi mitochondrialni membrany.
V dusledku toho dojde kuvolnéni nékterych proteinii z mezimembranového prostoru
mitochondrii. Uvolni se tak naptiklad cytochrom c, ktery poté reaguje za piitomnosti dATP
nebo ATP s Apaf-1 (apoptosis activating factor) a prokaspazou-9 za tvorby cytozolického
apoptozomu (obrazek 2). Aktivuje se tak prokaspaza-9, jenz spousti kaspazovou kaskadu
aktivaci prokaspazy-3. (Orrenius, 2010)_Vnitini signalni draha je aktivovana napf.
pusobenim protinadorovych 1é¢iv, indukei onkogenti a hypoxii. Tyto podnéty zplisobuji
permeabilizaci vnéj§i mitochondridlni membrany a aktivuji tak mitochondrialni drahu.
(Elumalai, 2012) Mitochondrialni draha je regulovana proteiny z rodiny Bcl-2. Za
fyziologickych podminek je mitochondridlni integrita udrzovana pomoci anti-
apoptotickych Bcl-2, jenz zamezuji vazbu pro-apoptotickych Bcl-2 (Bak a Bax)
zodpovédnych za poskozeni mitochondrii. BH3 (Bcl-2-homology 3) proteiny jsou
aktivovany v pribéhu bunécného stresu a plsobi proti anti-apoptotickym Bcl-2. Dochazi
tak k uvolnéni Bak a Bax, coz zpisobuje jejich oligomerizaci a tvorbu kanalku, pfes ktery
je nasledné do cytozolu uvolnén cytochrom c. Poté dochazi k tvorbé apoptozomu (viz
vyse). (Duprez, 2009)

Zivot nebo smrt buiiky uréuje rovnovaha mezi ¢leny z anti-apoptotické Bcl-2
proteinové rodiny a pro-apoptotickymi proteiny BH3. Jednotlivé BH3 proteiny se od sebe
1isi schopnosti spustit apoptozu. PUMA, Bid a Bim se vazou ke vSem pro preziti Bcl-2 se
silnou afinitou. Ne&které apoptotické stimuly piednostné aktivuji ur¢ité BH3 proteiny.
PUMA je dulezita pro apoptéozu indukovanou poSkozenim DNA a Bim je nezbytny pro

apoptozu vyvolanou dusledkem nedostateéného mnozstvi rustovych faktort. (Frisch, 2001)
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Obrazek 2: Schématické znazornéni vybranych signalnich drah vedoucich k apoptoze.
(upraveno podle Favaloro, 2012)

1.1.2.1.3 Nekroza

Nekroza byla dlouhou dobu povazovana za formu bunécné smrti, ke které dochazi
nahodné a nekontrolovatelné. Takto muze k nekroze dochazet, pokud dojde k zavaznému
fyzickému poskozeni. Napiiklad pfi detergentem vyvolané cytolyze nebo hypertemii. (Duprez,
2009) Nedavny vyzkum vsak ukazuje, Ze indukce a prib&h nekrozy by mohl byt piisné
regulovan. Po indukci léze vyvolané poskozenim nebo signalizaci, mize nekrdza obsahovat
znamky fizenych procest, jako zvySena tvorba ROS (reactive oxygen species), vyCerpani ATP,
dysfunkce mitochondrii nebo pocate¢ni prasknuti plazmatické membrany. (Golstein, 2006)
Ligandy receptord smrti ve vétSiné bunéénych linii aktivuji pfednostné apoptozu. V piipade, ze
je branéna aktivace kaspazy, mtze dojit k aktivaci nekrotické bunééné smrti. Nekroza tak
pusobi jako zalozni zplisob bunééné smrti. Receptor TNFR1 vaze protein serin/threonin kinazu
RIP1, ktery je Ustfednim iniciatorem v procesu receptorem zprostiedkované nekrozy. Pokud
jsou naptiklad v T-bunkach pfitomny inhibitory kaspaz a soucasn¢ chybi-li protein RIP1,

nekrotickd bunééna smrt indukovana pomoci TNF bude zrusena. (Vanlangenakker, 2008)
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1.1.3 Mechanizmy u¢inku protinadorovych lé¢iv

V dnesni dob¢ je 1écba rakoviny zalozena na rGznych chemickych latkach, které
jsou tiidény podle pivodu, chemické struktury nebo biochemického mechanizmu
protinadorového ucinku (napft. zastaveni syntézy DNA nebo RNA, ovlivnéni hormonalni
homeostazy a dalSich). Mezi nejCastéji pouzivanymi typy IléCiv patii napiiklad
antimetabolity, hormony, antibiotika, inhibitory aurora kinaz a v posledni dob¢ se zna¢na
pozornost vénuje inhibitorim EGFR (epidermal growth factor receptor). Existuji i dalsi
typy léciv, jako jsou napf. inhibitory topoizomeraz, enzymi a dalsi jiné latky. V této praci

jim vSak nebude vénovana vétsi pozornost.

Nejcastéji vyuzivanymi antibiotiky v 1éEbé proti rakoviné jsou antibiotika
odvozena od bakterii rodu Streptomyces. Patii k nim naptiklad mitomycin Ca
anthracykliny. Funk¢nost mitomycinu C je zavisld na enzymatické redukci. Redukei je
pfeménén na vysoce reaktivni bis-elektrofilni meziprodukt, ktery aktivuje bunécéné
nukleofily. Hlavnim mechanizmem ucinku mitomycinu C je kovalentni vazba do DNA a
alkylace DNA, selektivni inhibice syntézy DNA, ale zplsobuje také inhibici rRNA.
(Neuzil, 2013; Tomasz, 1995) Anthracyklinova antibiotika jsou jedny z nejucinnéjSich 1ékt
proti rakoviné. Patii mezi né doxorubicin a daunorubicin. Mechanizmus uc¢inku téchto
1é¢iv je zaloZen piedevsim na inhibici aktivity enzymu topoisomerazy II, ktery se vaze do
DNA za vzniku kovalentniho komplexu. Je-li pfitomen néktery z téchto anthracyklind,
nedojde k rozpadu tohoto kovalentniho komplexu. V disledku toho je znemoZnéna
opétovna ligace DNA, coz vede k inhibici replikace a transkripce (respektive inhibici
syntézy DNA a RNA). Dal§i moznosti mechanizmt u¢inku jsou produkce ROS (reactive
oxygen species) a DNA interkalace. Doxorubicin a daunorubicin maji velmi podobnu
strukturu, ale 1i$i se v klinickém vyuziti. Doxorubicin se pouZzivd pfedevSim k 1écbé
hematoonkologickych malignit a solidnich nadorti, zatimco daunorubicin zejména

pro 1écbu akutnich leukémii. (Tyleckova, 2012; Pommier, 2010)

Antimetabolity jsou latky, které maji podobnou strukturu jako pfirozené metabolity.
Jejich ucinek je zalozen na kompetici. Vytlacuji pro organizmus vlastni metabolity,
napiiklad, z enzymi, coZ miiZze vést k syntéze nefunkéniho produktu, nebo nedostatku
pfirozenych metabolitli. Pro 1é¢ebné ucely v oblasti rakoviny jsou vyuzivdna naptiklad

antifolika (antagonisté kyseliny listové), mezi kterd patii methotrexat. Methotrexat

-----
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lymfom a leukémii. Funkce methotrexatu spociva v inhibici syntézy purinovych a
pyrimidinovych bazi, k ¢emuz dochazi blokovanim nékolika kli¢ovych enzymu. Inhibici
aktivity dihydrofolat reduktdzy dochazi ke snizeni hladiny tetrahydrofolatu. Vysledkem je
atenuovana DNA, inhibice thymidylat syntdzy a vzajemné ovliviiovani syntézy DNA
a inhibice 5-aminoimidazol-4-karboxyamid ribonukleotid formyltransferazy, v disledku

¢ehoz dochazi k blokaci syntézy purint de novo. (Uga, 2006; Tian, 2007)

Za rust a progresi nadorovych bunék je odpovédny naptiklad receptor
epidermalniho rtstového faktoru (EGFR). V mnoha nadorech (naptiklad rakovina
konec¢niku, slinivky, karcinomu plic, a dalSich) byla detekovana nadmérnd exprese a
deregulace signalni drahy EGFR. Dnes zname dv¢ tfidy inhibitort receptoru epidermalniho
rastového faktoru - inhibitory tyrosin kinaz (Gefitinib a Erlotinib) a monoklonalni
protilatky (Cetuximab a Panitumumab). Zména signalnich drah a nasledny vyvoj malignit
muze nastat vytvofenim aberantnich receptorti, ke kterym muze dojit napiiklad v disledku
nadprimérmné exprese EGFR, aktivace mutaci, zmnoZeni receptorovych ligandii nebo
ztratou negativnich regulac¢nich mechanizma. Jiz zminéné monoklondlni protilatky blokuji
extracelularni doménu epidermélniho riistového faktoru pred vazbou specifického ligandu
a snizuji tak mnozstvi EGFR, zatimco inhibitory tyrosin kinaz ovliviiuji funkci EGFR az

po vazbé¢ ligandu. (Ratti, 2014; DeGeorge. 1998; Ciardiello, 2000)

Mechanizmus téinku protirakovinnych 1é¢iv odvozenych od hormoni je vyrazné
odlisSny od ostatnich 1é¢iv slouzicich pro lé€bu rakoviny, protoze nevykazuji piimo
cytotoxicitu. Prikladem muize byt tamoxifen, ktery se vaze na estrogenovy receptor.
Tamoxifen ma estrogenni, ale i antiestrogenni U€¢inek v zavislosti na konkrétni tkani. Silné
antiestrogenni vlastnosti vykazuje naptiklad v prsni tkani. VyuZivd se tak nejen pfi
prevenci, ale i 1é¢bé rakoviny prsu. Mechanizmus ucinku je zalozeny na vazbé tamoxifenu
do estrogenovych receptort a inhibice proliferativnich ¢innosti estrogenu v epitelu prsniku.

(Sporn, 2003)

Dalsimi hojné studovanymi latkami jsou inhibitory aurora Kinaz patfici mezi
onkogenni serin/threonin kinazy, které jsou velmi dualezité pro M fazi bunééného cyklu.
Aurora Kkinazy jsou zodpovédné naptiklad za oddaleni centrozémt, tvorbu mitotického
vieténka, pfesnou segregaci chromozémd, cytokinezi nebo monitorovani kontrolniho bodu
do M faze. V lidskych nenadorovych a nadorovych tkanich se vyskytuji téi aurorakinazy.

Kinazy aurora A a aurora B jsou exprimovany ve vSech tkanich. Kinaza aurora C je
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exprimovana piedevSim ve tkéani varlat, kde se podili na meidéze. Neddvny vyzkum vSak
spojuje aktivitu aurora C kinazy s tumorogenezi v somatickych bunkach. Inhibici aurora
kinazové aktivity dochazi ke katastrofalnim chybam v prub&hu mitozy, jako jsou naptiklad
vady mitotickych vietének, chromozomalni aneupoidie nebo nespravny pribéh cytokineze.
V zavislosti na téchto poznatcich dochazi v posledni dobé¢ k vyvoji protirakovinnych 1é¢iv

zalozenych na inhibici Aurorakinaz. (Dar, 2010; Neuzil, 2013)

1.1.4 Trogerovy baze

Historii Trogerovych bazi odstartovalo publikovani ¢lanku, Carla J. L. Trogera, 0
kondenzacich mezi dimethoxymethanem a aromatickymi aminy v roce 1887. V tomto
¢lanku, Carl J. L. Troger uvedl, Zze reakci p-toulidinu a dimethoxymethanu v roztoku
kyseliny chlorovodikové lze izolovat neocekavany produkt, ktery popsal jako bazi
Ci7H1sN. AZ v roce 1935 byla popséana spravnéd chemicka struktura védcem Spielmanem.
Trogerovy baze se skladaji z bicyklické alifatické jednotky kondenzované se dvéma
aromatickymi kruhy (obrazek 3). (Runarsson, 2012) Pavodni vyuziti Trogerovych bazi
spocivalo v molekularnim rozpoznavani specifickych tvarti nebo konformaci substratu.
Trogerovy baze jsou slouceniny vykazujici chiralitu, ktera vznika na zakladé dvou
stereogennich atomii dusiku pfipojenych ptes methanovy mistek v diazocionovém kruhu,
ktery je kondenzovan s dvéma arylovymi kruhy, jenz jsou vic¢i sobé orientovany v uhlu
piiblizné 90°. Timto dochazi k tvorbé hydrofobni dutiny, v molekule, ptipominajici V-tvar.
(Baldeyrou, 2002; Faroughi, 2009)

CHg

Obrazek 3: obecna chemicka struktura Trogerovych bazi (upraveno podle Satishkumar,
2006)

1.1.4.1 Vyuziti Trogerovych bazi

Bylo pfipraveno veliké mnozstvi analogi Trégerovych bazi pomoci
substituovanych aminoarylii. Tehdejsi studie molekularniho modelovani naznacovaly, Ze
analogy mohou poskytovat pomérné rigidni, chirdlni ,,opory*“ pro vystavbu

biomimetickych nebo chelatotvornych systémut. (Wilcox, 1985) Trogerovy baze byly
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vyuzivany jako solvatacni ¢inidla nebo napiiklad receptory pro aromatické a cyklické
amidy a alicyklické substraty. Pokroky v syntetickych piistupech vedly k syntéze analogi
(derivatd) Trogerovych bazi, které mély zajimavé vlastnosti, coz vedlo ke zkoumani téchto
analogti v novych oblastech. Byly zkoumany napiiklad jako kandidati novych IéCiv,
inhibitory enzymdu, sondy struktury nukleovych kyselin, ligandy v asymetrické katalyze
nebo jako nové materialy pro optické a fotografické aplikace. (Bailly, 2000; Runarsson
2012)

1.1.4.2 Analogy Trogerovych bazi a interakce s DNA

Derivaty Trogerovych bazi obsahujici aromatické heterocykly prokazuji pomérné
velkou schopnost interagovat s DNA. Naptiklad Veale Gunnlaugsson ve své praci uvedl
informace o syntéze malé knihovny fluorescen¢nich 1,8-naftalenamidovych analogu.
Predpokladalo se, ze pii fyziologické hodnot¢ pH se kationtové konce analogl
Trogerovych bazi vazi se silnou afinitou k fosfatové pateti DNA. Studie fluorescencni
vizualizace prokazaly rychly pfijem téchto analogii rakovinnymi bunkami, a jejich
lokalizaci v jadrech. (Runarsson, 2012) Vroce 2012 byly benzimidazolové analogy
Trogerovych bazi, v zavislosti na jejich schopnosti inhibovat telomerazovou ¢innost,
pouzity jako aspiranti pro 1é¢bu rakoviny. Inhibice telomerdzové aktivity zplsobuje
bunécnou smrt. V rakovinnych buiikach dochazi k nadmérné expresi telomerazy, zatimco
exprese telomerazy v béznych télnich buiikach je nedetekovatelna. Toto je zakladem pro
lécbu zaloZenou na aktivité telomerdz. Tyto analogy inhibuji aktivitu lidskych telomeraz
tak, ze puisobi jako G-kvadruplex ligandy, které skladaji DNA bohatou na guanidin do G-
kvadruplex DNA a v dusledku toho dochazi k inhibici aktivity telomeraz. (Paul, 2012;
Runarsson, 2012)

1.1.5 Prutokova cytometrie

Pritokova cytometrie je moderni progresivni metoda, ktera nachdzi uplatnéni
predev§im ve vyzkumnych, biologicky nebo medicinsky orientovanych, laboratofich
a klinické praxi. K méfeni vyuzivd pratokovy cytometr, ktery je pomoci laserového
paprsku a pocitatového softwaru schopen soucasné méfit a analyzovat fyzikalné-chemické
vlastnosti bunék a jinych pifedevSim biologickych castic (napiiklad chromozémové
preparaty, jadra, nebo latexové Castice). K nejvyraznéj§im kladim pritokové cytometrie

patii pfedevSim schopnost analyzovat velké mnozstvi vlastnosti na tGrovni jednotlivych
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bunék v prubéhu kratkého ¢asového useku (obvykle do 1000 c¢astic za sekundu, je ale
mozné méfit rychlosti az 10 000 ¢astic za sekundu, nicméné pfi tak rychlém meéteni Casto
dochdzi ke zvySeni moznosti chyby méfeni). Méfeni mize byt provedeno opakované

Z jednoho vzorku tvoieného dostatecnym mnozstvim bunék v suspenzni formé.

1.15.1 Zakladni komponenty priutokového cytometru

Zakladnimi komponentami pritokového cytometru jsou predevsim fluidni systém
tvofeny prutokovou komorou se vzorkem a nosnou kapalinou, opticky systém tvoien
detektory, optickymi hranoly a filtry a pocitaCovy software. Tyto komponenty jsou

vzajemn¢ propojené.

Fluidni systém je odpovédny za tvorbu fokusovaného streamu jednotlivych po
sobé jdoucich castic nebo bunck. Tohoto je dosahovéno vstfikovanim c&astic (bunck) ze
vzorku do nosné kapaliny malym otvorem a to takovym zptisobem, aby nemohlo dojit
ke smichani ¢astic s nosnou tekutinou — princip hydrodynamické izofokuzace (obrazek 4).
(Roubalova, 2012) Po hydrodynamické izofokuzaci putuje kazda Castice pies jeden nebo
vice paprski svétla, které jsou produkovany optickym systémem. V moderni priitokové
cytometrii jsou jako zdroje svétla v optickych systémech pritokovych cytometrti nejcastéji
vyuzivany lasery a obloukové lampy. Emise fluorescence (za ptedpokladu, Zze je dana
Castice znaCena fluorochromem) nebo rozptyl svétla poskytuji informace o fyzikdlné-
chemickych vlastnostech astice. (Rahman, 2013) Poté nasleduje digitalizace ziskaného
optického signalu a zpracovani dat s vyuzitim ur¢eného Po¢ita¢ového softwaru a nakonec

statistické vyhodnoceni provedenych analyz.

1.1.5.2 Princip pritokové cytometrie

Suspendované bunky prochdzi v prutokovém cytometru pritokovou komorou.
Priitokova komora je koncipovana pro doru€eni jednotlivych bunck do mista méteni. Do
sttedu proudu nosné kapaliny je centralnim kanalkem vstfikovan vzorek. ZuZeny centralni
kanalek (nejcastéji o priméru kolem 10 pm) je v tomto okamZiku obklopen podstatné
rychleji proudici nosnou kapalinou (hydrodynamickéd izofokuzace). Nosna kapalina tak
s sebou strhava jednotlivé Castice, které postupuji dale pratokovou komoru az do méfici
komory, ve které jsou tyto Castice detekovany laserovym paprskem. (Rahman, 2013,

Ormerod, 2008) Pocet analyzovanych castic lze regulovat rychlosti pritoku nosné
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kapaliny, pficemz je dilezité brat na védomi, ze se zvySujici se rychlosti analyzy také roste

pravdépodobnost nepfesnosti méteni.

Castice, které doputuji do méfici komory, jsou ozafeny koherentnim a
monochromatickym  zafenim.  NejbéznéjSim  zdrojem  zéfeni  jsou  lasery.
NejfrekventovanéjSimi lasery uzivanymi v komercnich pratokovych cytometrech jsou
vzduchem chlazené argonové lasery, které emituji zafeni o vinové délce 488 nm. Tyto
lasery umoznuji paralelni excitaci n¢kolika fluorochromt. (Roubalova, 2012) DalSim
pouzitelnym excitacnim zdrojem muze byt naptiklad rtutova obloukova lampa. Zameéteni
svételného paprsku na analyzované ¢astice miize byt docileno napiiklad uzitim
jednoduchych nebo eliptickych Gotek. Cocky by mély mit pokud mozno co nejvyssi
numerickou aparaturu. Je totiz dualezit¢é shromazdit nejvétsi mozné mnoZstvi
fluorescenéniho zafeni. (Ormerod, 2008) Interakci svételného paprsku s Castici vznika
signal, ktery je nasledné detekovan. Nejdiive dochdzi k detekci vzniklého signalu pomoci
FSC (forward scatter channel), ktery je v roviné se svételnym paprskem (do thlu 20° od
osy svételného paprsku). Intenzita FSC pftiblizné odpovidéa velikosti dané ¢astice a tak ji
muizeme vyuZivat k rozliSeni bunééné drti od Zivych bunék. Detektor SSC (side scatter
chanel) méfi rozptyleny paprsek pod thlem pfiblizn€¢ 90° od osy svételného paprsku.
Zaroven vyuziva fotondsobi¢, protoze intenzita dopadajiciho svétla neni dostate¢né velka.
SSC poskytuje informace 0 granularnim obsahu v dané ¢astici. Hodnoty z FSC a SSC
detektort jsou jedine¢né pro kazdou meétenou castici. Kombinaci téchto dvou hodnot miize
byt vyuzita pro odliSeni riznych bunétnych typtu v heterogennim vzorku podle jejich
velikosti a granularity. (Rahman, 2013) Fluorescen¢nimi detektory ziskame dalsi
informace o méfenych ¢asticich. Intenzita fluorescen¢niho zafeni je nizka a proto musime i
v piipad¢ fluorescencnich detektorti vyuzit fotonasobice pro jeji zesileni. K fluorescenci
dochazi, kdyz dojde k excitaci molekuly svétlem o jedné vinové délce a energie ve forme
fotonli excitované molekuly klesa z vyssi energetické hladiny do niZ8i za soucasné emise
svétla. PficemZ svétlo, které je emitované ma delSi vinovou délku, ale mensi energii nez
meélo svétlo, které fluorescenci vyvolalo. (Wulf, 2006) Barviva, ktera po osviceni svétlem 0
ur¢it¢ vlnové délce vykazuji fluorescenci, nazyvadme fluorochromy. V pritokové
cytometrii se Casto pouziva proces imunofenotypizace. Jde o d¢j, ve kterém se barevné
znaCené fluorochromy vazi na antigeny, které maji buiiky na svém povrchu. Timto jsou
zviditelnovany bunky, o které mame zijem. Pokud naznacime bunky (Castice) vice

fluorochromy, jsme schopni detekovat nékolik znakd soucasné.
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Takto vzniklé signaly jsou nasledné prevedeny na elektrické impulzy a pomoci

pocitacového softwaru zpracovany.
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Obrazek 4: Princip prutokové cytometrie. (upraveno podle - internetovy zdroj 1)

1.1.5.3 Vyuziti pritokové cytometrie

Pratokova cytometrie ma Siroké uplatnéni ve vyzkumnych, biologicky nebo
medicinsky orientovanych, laboratofich a klinické praxi. Je vyuzivana ve v&€dnich oborech
jako jsou naptiklad cytotaxonomie a cytogenetika, molekularni a bunééna biologie,
hematoonkologie a dalsi. Poskytuje informace o povrchovych nebo intracelularnich
znacich méteného objektu (imunofenotypizace). Pomoci pritokové cytometrie mizeme
napiiklad studovat bunécny cyklus, provadét diagnostiku a monitoring autoimunitnich
onemocnéni (napt. HIV), funkéni vySetieni monocytd leukocyti a erytrocyti,
imunofenotypizaci leukémii a nédorli, analyzovat obsah jaderné DNA, sortovani bunék

nebo vysetfeni periferni krve a kostni dfen¢.
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1.2 Experimentalni ¢ast
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1.2.1 Pouzité metody
1.2.1.1 Pasazovani bunék

Pasdzovani bunck slouzi pro doplnéni zivin v médiu a snizeni poctu bunck. Bunky

poté maji dostatek zivin a mista dulezitého k ristu.

Pro ucely této bakalatské prace byla pouzivana suspenzni standardizovana bunécna
linie CCRF-CEM. CCRF-CEM je nadorova bunéfna kultura odvozena od lidské
lymfoblastické leukémie. Buiiky byly pasazovany pravidelné tfikrat tydné a kontrolovany

pod inverznim svételnym mikroskopem.

1. Pro vylouéeni kontaminace byly bunky pied kazdym pasdzovanim prohlédnuty
pod inverznim svételnym mikroskopem.

2. Piesna koncentrace bunék v suspenzi byla spocitana na ptistroji Vi-Cell, nebo
pomoci Biirkerovy komiirky.

3. Buiky byly z kultiva¢ni 1adhve prevedeny do 50ml zkumavky a zcentrifugovany
po dobu 5 min pii 2000 rpm a pokojové teploté.

4. Poté byly pfevedeny do nové kultivacni lahve a doplnény médiem RPMI 1640
na pozadovany objem tak, aby bylo v médiu zhruba 300 000 - 500 000 bunék/1
ml.

5. Nakonec byla kultivacni ldhev vracena do inkubatoru.

1.2.1.2 MTT test

Test MTT se v laboratorni praxi vyuZziva pro stanoveni cytotoxické aktivity latek in
vitro. Bunky se inkubuji v 96 jamkovych panelech s riznymi cytostatiky, pficemz kazdé
cytostatikum ma svou koncentraéni fadu. Inkubace trva 3 dny pii 37 °C v atmosféte 5%
oxidu uhli¢itého (COz). Nasledné¢ se pomoci spektrofotometrie vyhodnoti pieziti
nadorovych bun¢k. Princip této metody spociva v redukci Zlutého solubilniho 3-[4,5-
dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromidu (MTT) na nerozpustné modie
zbarvené krystaly hvézdicovitého tvaru — formazanu. Samotnd reakce se odehrava na
mitochondrialnich membranach zivych bun¢k. Poté se formazan rozpusti piidanim roztoku
SDS (dodecylsiranu sodného) a vzniklé zbarveni se spektrofotometricky vyhodnoti pti
vlnové délce 540 nm. Ziskand hodnota absorbance roztoku odpovidd mnozstvi Zivych

bunck. V podstaté lze fict, ze ¢im vyssi absorbance a tedy tmavsi barva roztoku, tim je

34



vyS$§i procento zivych bun¢k. Data ziskana ze spektrofotometru byla nakonec vyhodnocena
pomoci softwaru CytoRezist v. 3.3.3 (Li¢man, L software pro BIOMEDREG ) pomoci tzv.
masky paneli a stanovena tak hodnota IC50. Hodnota IC50 piedstavuje polovinu
maximalni inhibi¢ni koncentrace, nebo-li koncentraci cytostatika, pii které dochazi k 50%

letalité¢ nadorovych bunék.

Tyto derivaty jiz byly v nasi laboratofi v minulosti testovany na vice bunécnych
liniich a na nenddorovych kontrolach. Porovnanim tuc¢innosti téchto latek na nadorovych
liniich a nenadorovych kontrolach miizeme odvodit jejich terapeuticky index, pficemz
dobry terapeuticky index obecné vykazuji latky, které jsou uc¢inné na nadorovych liniich
(zabijeji rakovinné buiiky), ale neucinné na nenadorovych kontrolach. Dalo by se tedy Fict,

ze terapeuticky index znaci specifitu Gi€inku testované latky vici nddorovym bunkam.

YV 7

1.2.1.3 Analyza regulace bunééného cyklu

Pro analyzu regulace buné¢ného cyklu byly vyuzity tyto analyzy. Abychom zjistili
ucinnost latek na regulaci jednotlivych fazi bunééného cyklu, vyuzivame analyzu pomoci
inkorporace interkalaéniho barviva propidium jodidu do DNA. Analyza apoptdzy
poskytuje specifictéj$i informace o cytotoxicité testovanych latek. Pro blizsi pochopeni
mechanizmu Gc¢inku testovanych latek na specifické znaky v prubéhu regulace bunécného
cyklu nadorovych bunék vyuzivame analyzu syntézy DNA pomoci 5-bromo-2’-
deoxyuridinu, ktery se vadze na nové syntetizovanou DNA replikujicich bunék. Pro zjisténi
inhibice syntézy RNA se pouziva cilené inkorporace 5-bromouridinu do RNA v analyze
syntézy RNA a analyza fosforylace fosfohistonu H3-PSer 10 slouzi k detekovani zmén

v ramci G2/M faze bunécného cyklu.

1.2.1.3.1 Postup fixace bunék

Pro analyzy bunééného cyklu, apoptézy a syntézy DNA a syntézy RNA

Bunky nafedime na koncentraci 300 000 bunck/ml a poté vysadime do 6
jamkovych panelii (do kazdé jamky 4 ml nafedéné bunééné suspenze). Poté nasleduje 23 a
pul hodinové inkubace bunék s testovanymi latkami v 6 jamkovych panelech. V ptipade
syntézy DNA a RNA nasledné do kazdé jamky ptridame 40 ul 10 mmol/dm?® zasobniho
roztoku 5-bromo-2°deoxyuridinu (DNA syntéza) nebo 100 mmol/dm? zasobniho roztoku 5-
bromouridinu (RNA syntéza) a buiiky inkubujeme dalsich 30 min. Suspenzi s buiikami

poté pievedeme do 10ml zkumavek sto¢ime pii 500g a 4 °C po dobu 5 min. Supernatant
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odsajeme a pridame 3 ml 1 x PBS a opét zcentrifugujeme. Pro analyzu syntézy RNA po
odsati supernatantu na mirném vortexu pfidame po kapkach 2 ml PBS obsahujiciho 1%
formaldehyd a 0,05% NP-40 a zkumavky umistime na rotator, kde je promichavame 15
min za laboratorni teploty. Poté je uchovavame v lednici pti 4 °C, nez provedeme analyzu.
Pro vSechny ostatni analyzy po odsati supernatantu piiddme na mirném vortexu 2 ml 70%

ledového ethanolu po kapkach a nechame alespoii pies noc v mrazaku.

1.2.1.3.2 Analyza bunécného cyklu: propidium jodid

Pro optimalni vysledek pouzijeme 1 milion bun€k v suspenzi a sto¢ime. Pfidame 1
ml citratového pufru, promichame pipetou a pfidame dalsi 3 ml citratového pufru. Poté
ptipipetujeme 1 ml citratového pufru, promichame pipetou a ptidame dalsi 3 ml
citratového pufru. Suspenzi zcentrifugujeme, odsajeme supernatant a ptridame 600 pl
propidium jodidu a zvortexujeme na vortexu pii maximalnich otd¢kach. Bunécnou
suspenzi nasledné inkubujeme 15 min ve vodni 1azni za tmy. Poté pfiddme 500 pul RNazy
A a opét inkubujeme 15 min za stejnych podminek. Po inkubaci uchovavame vzorky
alesponn 1 hodinu v lednici pfi 4 °C a nasledné¢ provedeme meéfeni na pratokovém

cytometru.

1.2.1.3.3 Analyza syntézy RNA pomoci 5-bromouridinu

Nastavime centrifugu na 500g a 4 °C, 5 min. Zafixované bunky sto¢ime, odsajeme
a promyjeme s 3 ml 1 x PBS obsahujiciho 1% glycin. A opét zcentrifugujeme. Po odsani
supernatantu pfipipetujeme 100 pl zfedéné primdrni protilatky (antimouse BrdU)a
inkubujeme 45 min za laboratornich podminek. Nésledné pifiddme 3 ml 1 x PBS
obsahujiciho 0,1% NP-40 a 0,1% BSA a provedeme centrifugaci. Supernatant odsajeme a
ptidame 100 pl zfedéné sekundarni protilatky (antimouse IgG FITC) i inkubujeme ve tmé
30 min za laboratorni teploty. Poté pfipipetujeme 3 ml 1 x PBS obsahujiciho 0,1% NP-40 a
0,1% BSA a sto¢ime. Po odséni supernatantu ptidame po kapkach na vortexu (maximalni
otacky) 1 ml PBS obsahujiciho 1% formaldehyd a 0,05% NP-40 a zkumavky umistime na
rotator, kde je promichavame 15 min ve tmé za laboratorni teploty. Bunéénou suspenzi
poté je inkubujeme 1 hodinu v lednici pfi 4 °C a provedeme centrifugaci. Odsajeme
supernatant a pfipipetujeme 100 pl RNéazy A, inkubujeme ve tm¢€ 15 min za laboratorni

teploty a poté ptiddme 600 pl propidium jodidu a inkubujeme ve tmé dalSich 15 min.
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Nakonec bunécnou suspenzi pievedeme do cytometrickych zkumavek a provedeme

analyzu na pratokovém cytometru.

1.2.1.3.4 Analyza syntézy DNA pomoci 5-bromo-2"-deoxyuridinu

Nastavime centrifugu na 500g, 5 min a laboratorni teplotu. 1 ml zafixovanych
bunécnych suspenzi prevedeme do cytometrickych zkumavek a zcentifugujeme. Poté
odsajeme supernatant a piiddme na mirném vortexu po kapkach 2 ml 2N HCL/Triton X-
100. Bunécnou suspenzi inkubujeme 30 min ve tm¢ za laboratorni teploty. Nasledné
provedeme centrifugaci, odsajeme supernatant a pfidame 2 ml 0,1 mol/dm? boraxu a opét
sto¢ime. Odsajeme supernatant a pfipipetujeme 2 ml PBS-T, zcentrifugujeme a opét
odsajeme. Poté pridame 200 pl zfedéné primarni protilatky (Anti-BrdU) a inkubujeme ve
tm¢ 30 min za laboratorni teploty. Pfipipetujeme 2 ml PBS-T a sto¢ime na centrifuze. PO
odsani pridame 200 pl zfedéné sekundarni protilatky (Anti-Mouse-IgG-FITC) a
inkubujeme ve tmé& za laboratorni teploty 30 min. Poté pfidame 2 ml PBS-T,
zcentrifugujeme a odsajeme. Pfipipetujeme 100 ul RNazy A a inkubujeme za laboratorni
teploty 15 min ve tm&. Nakonec piidame 600 pl propidium jodidu a bunéénou suspenzi
inkubujeme 15 min v pfednastavené vodni lazni na 37 °C. Nechame 30 min v lednici a

muzeme provést analyzu na pritokovém cytometru.

1.2.1.3.5 Metoda fosforylace fosfohistonu H3-PSer10

Nastavime centrifugu na 2000 rpm a laboratorni teplotu po dobu 5 min. Buiky
zcentrifugujeme a odsajeme supernatant. Nasledné ptipipetujeme 1 ml PBS + 1% FBS,
zcentrifugujeme a odsajeme. Na vortexu ptidame 1 ml vychlazeného PBS s 0,25% Triton
X-100 a ihned vlozime do ledu na 15 min. Poté pfiddme 5 ml PBS s 1% FBS,
zcentrifugujeme a odsajeme. Poté piipipetujeme 100 pl zfedéné primarni protilatky (Anti-
phospho-Histone) k peletce a promichame pipetou. Inkubujeme 1 hodinu za laboratorni
teploty (po 30 min promichame). Poté pfidame 5 ml PBS s 1% FBS, zcentrifugujeme a
odsajeme. Piidame 100 pl zfedéné sekundarni protilatky (Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit
IgG), promichame pipetou a inkubujeme po dobu 30 min ve tmé¢ za laboratorni teploty.
Nasledné pfidame 5 ml PBS s 1% FBS, zcentrifugujeme a odsajeme. Nakonec ptidame
700 pl propidium jodidu s RN4azou A a inkubujeme ptl hodiny ve tmé pti 37 °C. Poté

muzeme provést analyzu na pratokovém cytometru.
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Vysledky
1.2.2 MTT test

Hodnoty IC50 byly testovany na nasledujicich nadorovych bunécénych liniich
CCRF-CEM (bunééna linie odvozena od akutni lymfoblastické leukémie), CCRF-CEM-
DNR (akutni lymfoblastické leukémie s rezistenci na doxorubicin), K562 (akutni
myeloidni leukémie), K562-TAX (akutni myeloidni leukémie s rezistenci na paklitaxel),
HCT116 (kolorektalni karcinom), HCT116p53 (kolorektalni karcinom s deletovanym
genem p53), A549 (plicni adenokarcinom a kontrolnich nenadorovych liniich BJ
(fibroblasty piedkozky) MRC-5 (plicni tkan 14 denniho plodu). Pro vSechny experiment
provadéné v této préci, byly pouzivany pouze bunécné nadorové linie CCRF-CEM.
Z celkového poctu 17 testovanych latek mélo 14 derivati hodnotu IC50 pod 10 pmol a 10
derivat vykazovalo submikromolarni hodnoty IC50. Pomoci hodnot IC50 ziskanych
z nadorovych (CCRF-CEM) a nenadorovych linii (BJ) byl vypocitan terapeuticky index.
Terapeuticky index udava specifitu u¢inku daného derivatu vii¢i nadorové linii. Cim vyssi
hodnota terapeutického indexu, tim vice je dany derivat cytotoxicky k nadorovym bunkam
a méné cytotoxicky k normalnim bunkam. Z hlediska terapeutického indexu jsou
nejzajimavejsi derivaty LEM 526, 530 a 606. Vysledné cytotoxické hodnoty IC50 a

terapeutické indexy testovanych derivatd jsou znazornény v tabulce 2.

Tabulka 2: Hodnoty IC50 [umol] testovanych derivati a vysledné hodnoty

terapeutickych index.

Terapeuticky

Derivat CEM BJ

index
LEM 525 0,691 50 72,36
LEM 526 0,113 22,672 200,637
LEM 527 0,43 19,58 45,535
LEM 528 8,132 50 6,149
LEM 530 0,282 50 177,305
LEM 532 0,283 25,684 90,756
LEM 533 1,477 50 33,852
LEM 603 0,361 0,266 0,737
LEM 604 0,584 0,694 1,188
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LEM 605 0,056 6,546 116,893
LEM 606 0,176 57,149 324,710
LEM 607 1,58 54,145 36,269
LEM 608 42,141 100 2,373
LEM 609 100 100 1

LEM 610 5,622 87,416 15,549
LEM 611 36,562 100 2,735
LEM 612 6,289 0,581 0,092

1.2.3 Analyza bunééného cyklu

Derivaty, jejichz hodnota IC50, u nadorové bunécéné linie CCRF-CEM, byla pod 10
umol, byly vyuzity pro analyzu bunécného cyklu. Podle vysledkl této analyzy je mozné
identifikovat zmény v jednotlivych fazich bunétného cyklu a tedy blize pochopit
mechanizmus U¢inku testovanych derivati na nadorové bunky. Tato skupina 14
testovanych latek vykazovala rizné ucinky na regulaci buné¢ného cyklu. Nékteré derivaty
pusobily inhibi¢né na GO/G1fazi bunééného cyklu (derivaty LEM 525, 532, 533, 603, 610)
az o 27,06 % (LEM 532 v koncentraci 5% IC50), dalsi ptisobily na bunéény cyklus
vyraznou akumulaci bunék v S fazi (derivaty LEM 525, 532, 533, 610) az o 35,47 (LEM
525 v koncentraci 5x IC50) a 4 derivaty vykazovaly vyraznéjsi akumulaci, ve fazi G2/M
(derivaty LEM 527, 603, 604, 606) a to az o 7,1 % (LEM 606 v koncentraci 5x IC50) — viz
obrazek 5. Pfesné hodnoty ziskané z analyzy bunééného cyklu jsou znazornény v ptiloze

1 (tabulky Al a A2). Z hodnot 1x IC50 byly vytvoieny grafy 1 a 2.
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Analyza bunécéného cyklu

120
100

1292 1277 1679 1823 1231 13,54 1458 1477 1098
80

44,44 45,52 50,22
40

0

Kontrola LEM 526 LEM 527 LEM 530 LEM 532 LEM 603 LEM 604 LEM 605 LEM 606
1x 1x 1x 1x 1x 1x 1x 1x

B GO0/G1 faze [%] S faze [%] G2/M faze [%]

Graf 1: Grafické znazornéni hodnot 1x IC50 z analyzy bunééného cyklu. Z grafu je
patrné Ze derivaty LEM 527, 530, 532 a 603 v koncentraci 1x IC50 piisobi inhibi¢né na

GO0/G1 fazi bunécného cyklu a naopak zptsobuji akumulaci bunék v S fazi v porovnani

s kontrolou.
Control 1 LEM 603 1x
GO/G1 — 42,65 % GO/G1 29,84 %
H S faze — 44,44 % Y S fize — 56,62 %
o4 < H
e H G2/m faze — 12,92 % = G2/m faze — 13,54 %
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Obrazek 5: Bunéény cyklus. Srovnani kontroly a derivatu LEM 603 pii koncentraci 1%
IC50. Derivat zplisobuje akumulaci bun€k v S fazi bunééného cyklu.
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Analyza bunééného cyklu
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Graf 2: Grafické znazornéni hodnot 1x IC50 z analyzy bunécného cyklu. Z grafu
lze vycist, ze 2 derivaty (LEM 525, 607) ptsobi na rakovinné bunky akumulaci bunék

v S fazi.

1.2.4 Apoptoza

Z vysledki analyz bylo ziejmé, Ze testované latky mély pii zvysSujici se koncentraci
vyraznéjsi cytotoxicky ucinek v porovnani s kontrolou. Vlivem pisobeni testovanych
derivati dochazelo témér vzdy k vySsi apoptéoze nez u kontrolnich bunék. Nejvice
cytotoxické byly derivaty LEM 603, 604 a 607 (viz ptiloha 1: tabulky B1 a B2). Z hodnot
1x IC50 byly vytvoteny grafy 3 a 4.

41



Analyza apoptdzy
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Graf 3: Grafické znazornéni hodnot 1x 1C50 z analyzy apoptozy. Z grafu je mozné

vyvodit, ze nejvice cytotoxické byly 3 derivaty (LEM 530, 603 a 604), jiz pti velmi
nizkych koncentracich odpovidajicich 1x IC50.

Analyza apoptozy
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Graf 4: Grafické znazornéni hodnot 1x IC50 z analyzy apoptozy. Z grafu je patrné,

ze v koncentraci 1x IC50 je srovnani s kontrolou nejvice cytotoxicky derivat LEM 607.
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1.2.5 Analyza syntézy RNA pomoci 5-bromouridinu

Z vysledku analyzy syntézy RNA pomoci BrU, které jsou uvedeny vV ptiloze 1
(tabulkach C1 a C2) je patrné, ze zejména 3 testované derivaty pozitivné stimulovaly
syntézu RNA (derivaty LEM 525, 532 a 612), ptficemz derivat LEM 525 nejvice (az o 28,1
% vV koncentraci 1x IC50) a 4 derivaty (zejména derivaty LEM 603, 604, 605 a 607)
syntézu RNA inhibovaly. Napftiklad derivat LEM 607 az o 36,42 % v koncentraci 1x IC50
(viz obrazek 6). Vyrazngjsi zmény v syntéze RNA pfi koncentraci latek 5x IC50 mohou
byt zptisobeny nespecifickym vlivem apoptozy. Z hodnot 1x IC50 byly vytvoreny grafy 5
a 6.

Analyza syntézy RNA
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1x 1x 1x 1x 1x 1x 1x 1x

Derivaty
Graf 5: Grafické znazornéni hodnot 1x IC50 z analyzy syntézy RNA. Ve srovnani

s kontrolou vykazovaly 2 derivaty (LEM 527 a 603) inhibici syntézy RNA a naopak
zejména 2 derivaty (LEM 532 a 606) stimulovaly syntézu RNA az o 12 %.
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Analyza syntézy RNA

90
80
70
60
50

40 79,8
30 65,51 65,26

49,93
20 37,41 37,72

10

0 0,99
Kontrola LEM 525 1xLEM 528 1xLEM 533 1x LEM 607 1x LEM 610 1x LEM 612 1x

Hodnoty syntézy RNA [%]

Derivaty

Graf 6: Grafické znazornéni hodnot 1x IC50 z analyzy syntézy RNA. Derivat
LEM 607 vykazoval vyraznou inhibici syntézy RNA a naopak derivaty LEM 525, 528 a

612 pozitivné pisobi na syntézu RNA v porovnanim s kontrolou.
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Obrazek 6: Srovnani kontroly a derivatu LEM 607 pii koncentraci 1x IC50 v analyze

syntézy RNA. Z obrazku je ziejmé, Ze derivat ma vyrazny inhibi¢ni efekt.

1.2.6 Analyza syntézy DNA pomoci 5-bromo-2’-deoxyuridinu
Z testované skupiny latek plsobi na rakovinné bunky predev§im 2 indukujici
syntézu DNA, v porovnani s neosetienou kontrolou (derivaty LEM 532 a 533) a 6 derivatd

v porovnani s kontrolou naopak syntézu DNA inhibuji - derivaty LEM 526, 530, 532, 603,

604 a 607 (viz obrazek 7). S ohledem na pouzité koncentrace jsou zajimavé latky, které
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vykazuji v niz8ich koncentracich (1x) inhibi¢ni efekt, zatim co ve vysSich koncentracich (5
X) pusobi pozitivné na syntézu DNA (derivaty LEM 526, 530, 532 a 607). Piehled hodnot
analyzy syntézy DNA pomoci BrdU je v pfiloze 1 (tabulky D1 a D2). Z hodnot 1x IC50

byly vytvoteny grafy 7 a 8.
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Graf 7: Grafické znazornéni hodnot 1x IC50 z analyzy syntézy DNA. Derivaty

LEM 526, 530, 532 a 603 pisobi ve srovnani s kontrolou zna¢nym inhibi¢nim efektem.
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Obrazek 7: Srovnani kontroly a derivatu LEM 532 v koncentraci 1x IC50 v analyze

syntézy DNA. Derivat vykazuje silny inhibi¢ni efekt.
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Analyza syntézy DNA
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Graf 8: Grafické znazornéni hodnot 1x IC50 z analyzy syntézy DNA. Syntézu
DNA také inhibuje derivat LEM 607.

1.2.7 Metoda fosforylace fosfohistonu H3-PSer10

Testované derivaty byly podrobeny znaceni protildtkou vici fosfohistonu H3-PSerl0,
ptedstavujiciho marker mitézy. Hodnocenim fosforylace histonu H3 na aminokyseling
serinu 10 bylo zjisténo, ze derivaty LEM 528, 605, 610 a 612 fosforylaci fosfohistonu
zvySuji (viz ptiloha 1: tabulky E1 a E2). Nejvétsi inhibici fosforylace fosfohistonu
zpusobovaly derivaty LEM 525, 606 a 607 (viz obrazek 8). Z hodnot 1x IC50 byly
vytvofeny grafy 9 a 10.
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Analyza fosfohistonu H3-PSer10
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Graf 9: Grafické znazornéni hodnot 1x IC50 z metody fosforylace fosfohistonu H3-
PSerl0. Témét vSechny derivaty ztéto testované sady vykazovaly inhibici fosforylace
fosfohistonu H3-PSer10. Derivat LEM 606 pusobil na nadorové buiiky vyraznou inhibici.
Naopak jako jediny derivat, ktery mirn¢ plisobil mirné pozitivné na fosforylaci

fosfohistonu je derivat LEM 605.

Analyza fosfohistonu H3-PSer10
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Graf 10: Grafické znazornéni hodnot 1x IC50 z metody fosforylace fosfohistonu
H3-PSer10. Z druhé sady testovanych latek vykazovaly na fosforylaci fosfohistonu velikou
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inhibici dva derivaty (LEM 525 a 607).
derivaty LEM 528, 610 a 612.
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Obrazek 8: Metoda fosforylace fosfohistonu H3-PSerl0. Srovnani kontroly a derivatu

LEM 607 o koncentraci 1x IC50 ukazuje, Ze latka inhibuje fosforylaci fosfohistonu.
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Diskuze

Pro ucely této bakalatfské prace byly vybrany derivaty ze skupiny Trogerovych
bazi. Na 17 derivatech patticich do skupiny Trogerovych bazi byl proveden MTT test a
nasledné zjist€na hodnota IC50. Derivaty, které mély hodnoty IC50 pod 10 pumol u
bunécné linie CCRF-CEM byly nasledné testovany na regulaci bunééného cyklu pomoci
pratokové cytometrie. Pomérem hodnot IC50 ziskanych z nenadorové bunécné linie BJ a
nadorové bunééné linie CCRF-CEM byl vypocitan terapeuticky index. Terapeuticky index
udava specifitu uginku dané latky vici nadorové linii. Cim vyssi hodnota terapeutického
indexu, tim vice je dany derivat cytotoxicky k nadorovym bufikam, ale méné cytotoxicky k
buitkdm nenadorovym. Z hlediska terapeutického indexu jsou nejzajimavéjsi derivaty LEM

526, 530, 532, 605 a 606.

Za ucelem regulace bunécného cyklu byly vyuzity analyzy: bunécny cyklus
s vyuzitim inkorporace interkalaéniho barviva propidium jodidu do DNA, apoptoza,
syntéza RNA pomoci zacleniovani 5-bromouridinu do RNA, syntéza DNA pomoci 5-
bromo-2’-deoxyuridinu, ktery se vaze na nové syntetizovanou DNA replikujicich bunék a
metoda fosforylace fosfohistonu H3-PSerl0 jako marker mitozy. S ohledem na ziskana
data, z analyzy buné¢ného cyklu, jsou nejzajimavéjsimi derivaty LEM 530 a 532, které
maji vysoky terapeuticky index, a které zpusobuji, V porovnani s kontrolou, vyraznou
akumulaci nadorovych bunek v GO/G1 fazi. Derivat LEM 603 zpusobuje také blok ve fazi
GO0/G1, ale ma soucasn¢ znacn€ nizkou hodnotu terapeutického indexu, coZ znamena, ze
pusobi i na nenddorové buniky. Analyza apoptdzy ukazala, ze ze skupiny Trogerovych bazi
terapeutického indexu. Zajimavym derivatem je z pohledu cytotoxicity derivat LEM 530,
ktery vykazoval rovnéz vysokou cytotoxicitu vi¢i nadorovym builkdm, soucasné vsak
disponuje 1 vysokou hodnotou terapeutického indexu. Z hlediska syntézy RNA se zajimave
jevi derivat LEM 528, ktery pozitivné ovliviiuje syntézu RNA a derivat LEM 607, ktery
naopak syntézu, v porovnani s kontrolou, zna¢né inhibuje. Oba tyto derivaty vSak maji
niz8i hodnoty terapeutického indexu. Analyza syntézy DNA ukazala, Ze testovany derivat
LEM 532 v koncentraci 1x IC50 vykazuje v kontrastu s kontrolou vyraznou inhibici DNA,
ale v koncentraci 5x IC50 syntézu DNA stimuluje. Derivat LEM 607 inhiboval syntézu
DNA v obou koncentracich. Z vysledki metody fosforylace fosfohistonu H3-PSerl10 jsou

zajimavé derivaty LEM 606 a 607, které¢ zplsobuji vyznamnou inhibici fosforylace
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fosfohistonu a derivat LEM 610, ktery pusobil na fosforylaci fosfohistonu H3-PSer10 ze

vSech testovanych latek nejpozitivnéji.

Celkové vykazuji testované latky pomérné riznorodé mechanismy Géinku - od
rizné miry specifity vii¢i nadorovym a nenadorovym liniim, aZ po odlisné pasobeni na
bunécny cyklus. Ze vSech testovanych derivatii se nejzajimavejsSimi jevi derivaty LEM 530
a 532. Maji vysokou hodnotu terapeutického indexu a zaroven plsobi i na regulaci
bunécného cyklu. Derivat LEM 530 pisobil cytotoxickym efektem na nadorové buiky
Vv analyze apoptdzy a zpusoboval inhibici syntézy DNA v analyze syntézy DNA pomoci
BrdU o koncentraci 1x IC50 a pozitivné pisobil na syntézu DNA pfi koncentraci 5x IC50.
Derivat LEM 532 ptsobil inhibiéné na GO/G1 fazi v analyze bunécného cyklu a zvySoval
syntézu DNA o koncentraci 5x [C50. Pfi koncentraci 1x IC50 vSak syntézu DNA
VvV analyze syntézy DNA pomoci BrdU inhiboval. I tento efekt mohl byt zplsoben
nespecifickym vlivem apoptozy.

Pouzité analyzy mohou byt vyuzity pro midifikaci dal$i syntézy tetovanych latek za
ucelem ziskani ptiznivéjsich vlastnosti. Latky, které mély vysokou hodnotu terapeutického
indexu, budou dale testovany na antibakterialni a antifungalni aktivitu. Aktivni derivaty

budou déle podrobeny detailnimu testovani.
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Zavér

V teoretické Casti bakalarské prace byl rozveden bunéény cyklus i s jeho regulaci,
bunécna smrt zahrnujici anoikis, apoptoézu a nekrézu. Dale jsou v praci popsany poznatky
o mechanismech ucinkd protinddorovych 1éciv, Trogerovych Bazich a pritokové

cytometrie.

V experimentalni Casti bakalafské prace jsme se zaméfovali na monitorovani
potencialnich protinadorovych derivatd, které jsou odvozené od Trogerovych bazi.
Vsechny derivaty byly otestovany MTT testem na nékolika nadorovych a nenddorovych
bunéénych liniich a nasledné byla zjisténa hodnota IC50 pro kazdou bunécnou linii.
Pomérem hodnot IC50 nenadorové a nadorové bunécné linie byl vypocitan terapeuticky
index. Derivaty, které mély hodnotu IC50 pod 10 umol, na nadorové bunécné linii
odvozené od lidské akutni lymfoblastické leukémie CCRF-CEM, byly vyuZity pro analyzu
regulace bunécného cyklu, kterd zahrnovala analyzy bunécny cyklus, apoptozu, syntézu
DNA pomoci BrdU, syntézu RNA pomoci BrU a metodu fosforylace fosfohistonu H3-
PSer10. V bakalaiské praci bylo identifikovano nékolik derivatd, které zajimavé pusobily
na regulaci bunééného cyklu, tak jak jiz bylo prezentovano a rozvedeno v diskuzi.
K lepSimu pochopeni mechanizmu tG¢inku téchto testovanych derivatii na nadorové bunky
bude potiebné provést dalsi analyzy. VSechny derivaty Trogerovych bazi budou jeste

testovany na antimikrobialni a antifungalni aktivitu.

Cile bakalaiské prace byly uspésné splnény.
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P¥ilohy

Piiloha 1: Tabulky

Tabulka A1: Vysledky méfeni z analyzy bunécného cyklu

Derivat GO0/G1 faze [%] S faze [%] G2/M faze [%]
Kontrola 42,65 44,44 12,92
LEM 526 1x 41,71 45,52 12,77
LEM 526 5x 31,26 54,30 14,44
LEM 527 1x 29,20 54,02 16,79
LEM 527 5x 57,82 23,01 19,17
LEM 530 1x 29,47 52,31 18,23
LEM 530 5x 53,02 34,69 12,28
LEM 532 1x 31,66 56,03 12,31
LEM 532 5x 15,59 73,82 10,58
LEM 603 1x 29,84 56,62 13,54
LEM 603 5x 25,50 55,37 19,14
LEM 604 1x 34,83 50,59 14,58
LEM 604 5x 26,62 53,95 19,44
LEM 605 1x 37,49 47,74 14,77
LEM 605 5x 28,99 56,68 14,33
LEM 606 1x 38,79 50,22 10,98
LEM 606 5% 34,35 45,63 20,02




Tabulka A2: Vysledky méfeni z analyzy bunécného cyklu.

Derivat GO/G1 faze [%] S faze [%] G2/M faze [%]
Kontrola 38,56 34,15 27,30
LEM 525 1x 22,70 51,42 25,88
LEM 525 5x 13,49 69,97 16,54
LEM 528 1x 32,73 41,12 26,15
LEM 528 5x 31,89 41,05 27,06
LEM 533 1x 30,53 42,87 26,59
LEM 533 5x 13,79 68,43 17,78
LEM 607 1x 25,06 53,48 21,46
LEM 607 5x 32,33 40,61 27,06
LEM 610 1x 32,58 37,92 29,50
LEM 610 5x 18,45 64,67 16,88
LEM 612 1x 38,37 36,85 24,79
LEM 612 5x 38,42 38,39 23,19




Tabulka B1: Vysledky méfeni z analyzy apoptdzy.

Derivat Hodnota apoptézy [%]

Kontrola 7,06
LEM 526 1x 5,72

LEM 526 5x 7,28

LEM 527 1x 8,18

LEM 527 5x 19,03

LEM 530 1x 25,88

LEM 530 5x 16,64

LEM 532 1x 7,30

LEM 532 5x 14,24

LEM 603 1x 15,63

LEM 603 5x 67,24

LEM 604 1x 18,89

LEM 604 5x 58,60

LEM 605 1x | 7,52

LEM 605 5x | 20,64

LEM 606 1x 12,62

LEM 606 5% 38,66




Tabulka B2: Vysledky méfeni z analyzy apoptozy.

Derivat Hodnota apoptdézy [%]
Kontrola 3,95
LEM 5251x 3,91
LEM 525 5x 5,29
LEM 528 1x | 5,52
LEM 528 5x 7,24
LEM5331x | 3,81
LEM 5335x 9,24
LEM 607 1x 50,56
LEM 607 5x | 57,41
LEM6101x 4,94
LEM 6105%x | 13,24
LEM 612 1x | 4,91
LEM 612 5x | 4,27




Tabulka C1: Vysledky méfeni z analyzy syntézy RNA.

Derivat Syntéza RNA [%]

Kontrola 40,91

LEM 526 1x | 44,77
LEM 526 5x 30,73
LEM 527 1x 29,06

LEM 527 5x 38,36
LEM 530 1x 43,09

LEM 530 5x 42,13
LEM 532 1x 51,19

LEM 532 5x 57,27

LEM 603 1x 16,80

LEM 603 5x 0,57

LEM 604 1x 32,83

LEM 604 5x 0,96

LEM 605 1x | 43,73

LEM 605 5x | 48,73

LEM 606 1x 53,16

LEM 606 5x 2,10




Tabulka C2: Vysledky méfeni z analyzy syntézy RNA.

Derivat Syntéza RNA [%]

Kontrola 37,41

LEM5251x | 65,51
LEM 5255x 18,42
LEM 528 1x 79,80

LEM 528 5x 25,29
LEM 533 1x 49,93

LEM 533 5x 35,61
LEM 607 1x 0,99

LEM 607 5x 0,27

LEM 610 1x 37,72

LEM 610 5x 45,43

LEM 612 1x 65,26

LEM 612 5x 33,64




Tabulka D1: Vysledky méfeni z analyzy syntézy DNA.

Derivat Syntéza DNA [%]

Kontrola 52,50

LEM 526 1x 0,03
LEM 526 5x 61,35
LEM 527 1x 61,25

LEM 527 5x 60,67
LEM 530 1x 0,18

LEM 530 5x 62,13
LEM 532 1x 0,16

LEM 532 5x 72,28

LEM 603 1x 0,04

LEM 603 5x 1,35

LEM 604 1x 47,66

LEM 604 5x 2,72

LEM 605 1x | 49,15

LEM 605 5x | 63,63

LEM 606 1x 61,29

LEM 606 5x 2,36




Tabulka D2: Vysledky méfeni z analyzy syntézy DNA.

Derivat Syntéza DNA [%]

Kontrola 55,86

LEM 525 1x 63,04
LEM 525 5x 53,68
LEM 528 1x 56,79

LEM 528 5x 60,06
LEM 533 1x 60,36

LEM 533 5x 67,97
LEM 607 1x 15,63

LEM 607 5x 0,49

LEM 610 1x 54,55

LEM 610 5x 56,45

LEM 612 1x 54,27

LEM 612 5x 48,04




Tabulku E1: Vysledky méteni z metody fosforylace fosfohistonu H3-PSer10

Derivat fosfohiston H3-PSer10 [%]

kontrola 1,19

LEM 526 1x 1,08
LEM 526 5x 0,80
LEM 527 1x 0,89

LEM 527 5x 0,08
LEM 530 1x 0,86

LEM 530 5x 0,10
LEM 532 1x 0,84

LEM 532 5x 0,53

LEM 603 1x 0,82

LEM 603 5x 0,25

LEM 604 1x 0,85

LEM 604 5x 0,26

LEM 605 1x | 1,24

LEM 605 5x | 1,57

LEM 606 1x 0,65

LEM 606 5x 0,43




Tabulka E2: Vysledky méfeni z metody fosforylace fosfohistonu H3-PSer10.

Derivat fosfohiston H3-PSer10 [%]

Kontrola 1,48
LEM 525 1x 0,99
LEM 525 5x 0,56
LEM 528 1x 1,49
LEM 528 5x 1,21
LEM 533 1x 1,33
LEM 533 5x 0,41
LEM 607 1x 0,76
LEM 607 5x 0,7
LEM 610 1x 1,56
LEM 610 5x 0,84
LEM 612 1x 1,53
LEM 612 5x 1,15




Priloha 2: Chemické liatky, material, roztoky a pristrojové vybaveni

Chemické latky

DMSO (Sigma); BSA (Sigma); FBS (Pan-Biotech); penicilin G1,0 draselna sul (Biotika);
streptomycin (sigma); ethanol bezvody p.a. (Dr Kulich Pharma s.r.o.); formaldehyd solutio
35% (Fagron); Propidium jodid (Sigma); ribonukleaza A z bovinniho pankreatu (Sigma);
médium RPMI 1640 (Sigma); NP-40 (Sigma); triton X-100 (Koch-light limited); NaCl
(Sigma); KCI (Sigma); borax (Sigma); Tween-20 (Sigma); glycin (Sigma); NazHPO4 x 12
H>O (Sigma); (-)-5-Bromouridine 98% (Aldrich); 5-Bromo-2’-deoxyuridine (BudR, Br-
dU) minimum 99 % (Sigma); Anti-Mouse IgG (whole molecule) F(ab")2 fragment-FITC
(antibody produced in sheep, affinity isolated antibody (Sigma); Alexa Fluor 488 F(ab")2
fragment of goat anti-rabbit IgG (H+L) (Invitrogen); Anti-BrdU clone MoBu-1 (EXBIO
Praha a.s.); Anti-phospho-histone (Millipore).

Material

Plastové zkumavky 10 ml (GAMA GROUP a.s.), cytometrick¢ zkumavky 5 ml (BD
Falcon), mikrozkumavky, 6 jamkové panely (TPP), filtr, kultiva¢ni 1ahev, sklenéna lahev,
jehla a injekeéni stiikacka 20 ml (B[ BRAUN), automatické pipety, Spicky na automatické
pipety.

Roztoky

Priprava 10x koncentrovaného PBS

V 600 ml destilované vody se dokonale rozpusti 32,1 g Na2HPO4 x 12 H>0, 80 g NaCl, 2 g
KCI, 2 g KH2PO4 a doplni na objem 1 litr. Poté se upravi pH takto pfipraveného 10 x

koncetrovaného roztoku na pH = 7,4 pomoci HCI, doplni se do 1 litru deionizovanou H20.

Priprava 1 x PBS

500 ml roztoku 1 x PBS se pfipravi fedénim 50 ml 10 x koncentrovaného PBS a 450 ml

destilované vody (v poméru 1:10).

Priprava zasobniho roztoku PBS-T

500 ml zasobniho roztoku PBS-T se pfiprvi se rozpusténim 2,5 ml Tween 20 a 0,5 ml BSA
v 497 ml 1 x PBS.

Priprava 10 x koncentrovaného citrdatového pufru




500 ml 10 x koncentrovaného citratového pufru se pfipravi rozpusSténim 5,68 ¢

monohydratu citratu trisodného v 494,3 ml destilované vody.

Priprava zasobni roztoku Tritonu X-100

100 ml zasobniho roztoku Tritonu X-100 se ptipravi rozpusténim 2 ml Tritonu X-100 v 98

ml 10 x koncentrovaného citratového pufru.

Priprava pracovni roztok Pl

80 ml pracovniho roztoku propidium jodidu se pfipravi rozpusténim 4 mg propidium

jodidu a 4 ml 2% zasobniho roztoku Triton X-100 76 ml destilované vodou.

Priprava 1% roztoku paraformaldehydu

100 ml 1% roztoku paraformaldehydu se ptipravi smichanim 2,86 ml paraformaldehydu s
50 ul NP-40 v 97,35 ml 1x PBS.

Priprava zasobniho roztoku 2N HCIl/Triton X-100

1000 ml zasobniho roztoku 2N HCL/Triton X-100 se piipravi rozpusténim 5 ml Tritonu X-
100 a 300 ml koncentrované HCI v 695 ml destilované vody.

Priprava pracovniho roztoku 1 x PBS + 1% glycin

100 ml pracovniho roztoku 1 x PBS + 1% glycin se pfipravi rozpusténim 1 ml glycinu v 1

x PBS a jeho doplnénim na objem 100 ml.

Priprava pracovniho roztoku 1 x PBS/0,1% BSA/0,1% NP-40

100 ml pracovniho roztoku 1 x PBS/0,1% BSA/0,1% NP-40 se pfipravi rozpusténim 100
mg BSA a 100 pl NP-40 v 1 x PBS a jeho dopInénim na objem 100 ml.

Priprava pracovniho roztoku 1 x PBS + 1% FBS

500 ml pracovniho roztoku 1 x PBS + 1% FBS se ptipravi rozpusténim 5 ml FBS v 495 ml
1 x PBS.

Priprava 100mmol/dm?® zdsobniho roztoku BrU

10 ml zasobniho roztoku BrU se pripravi rozpusténim 323 mg BrU v 10 ml média RPMI
1640.

Priprava 1mmol/dm?3 zdsobniho roztoku BrdU




10 ml zasobniho roztoku BrdU se pfipravi rozpusténim 30,71 mg BrdU v RPMI 1640

médiu a jeho doplnénim na objem 10 ml.

Priprava roztoku propidium jodidu

Pro BrU - 100 ml roztoku propidium jodidu pro BrU se pfipravi rozpusténim 0,5
mg propidium jodidu ve 100 ml 1 x PBS/0,1% BSA/0,1% NP-40

Pro BrdU - 100 ml roztoku propidium jodidu pro BrdU se pfipravi rozpusténim 5
mg propidium jodidu ve 100 ml 1 x PBS.

Pro pro fosforylaci histonu H3-P - 100 ml roztoku propidium jodidu pro fosforylaci
histonu H3-P se pfipravi rozpusténim 0,5 mg propidium jodidu ve 100 ml 1 x PBS
+ 1% FBS.

Priprava zasobniho roztoku RNdzy A

Pro BrU - 5 ml zasobniho roztoku RNazy A pro BrU se pfipravi rozpusténim 50
mg RNAazy A v 5 ml 1 x PBS/0,1% BSA/0,1% NP-40.

Pro BrdU - 5 ml zasobniho roztoku RNazy A pro BrdU se pfipravi rozpusténim 50
mg RNAazy Av5ml1xPBS.

Pro fosforylaci histonu H3-P — 5 ml zasobniho roztoku RNazy A pro fosforylaci
histonu H3-P se ptipravi rozpusténim 2,5 mg RNAazy A v 5 ml 1 x PBS + 1%
FBS.

Priprava redénych protilatek

Pro BrU - primarni protilatka se fedi v poméru 1:250, coz odpovida 4 ul protilatky
Anti BrdU clone MoBu-1 na 1 ml 1 x PBS/0,1% BSA/0,1% NP-40. Sekundarni
protilatka Anti-mouse-1gG-FITC se tfedi v poméru 1:250, coz odpovidad 4 pl
protilatky a 1 ml 1 x PBS/0,1% BSA/0,1% NP-40.

Pro BrdU - primarni protilatka Anti-BrdU (clone MoBu- 1) FITC se fedi v poméru
1:250, to znamena 4 pl protilatky smichame s 1 ml 1 x PBS. Sekundarni protilatka
Anti-mouse-1gG-FITC se fedi ve stejném poméru jako primarni protilatka.

Pro fosforylaci histonu H3-P — primarni protilatka Anti-phoso-histone H3 se fedi v
poméru 1:500, coz odpovida 2 pl a 1 ml 1 x PBS + 1% FBS. Redéni sekundarni
latky Alexy Fluor 488 goat anti-rabbit IgG je 1:500, coZ odpovida 2 pl protilatky a
1ml 1xPBS + 1% FBS



Priprava média pro pasazovani bunék.

Pfipravi se smichanim 500 ml RPMI 1640 s 2,5 ml streptomycinu, 250 pl penicilinu a 50
ml fetalniho bovinniho séra. Nasledn¢ se smés piefiltruje. Celkové tak vznikne médium o

objemu 552,75 ml.

Pristrojové vybaveni

Centifuga 5810R (Eppendorf), centrifuga 420R (Rottina), mrazak (Vestfrost),
kombinovana lednice C40230 (Liebher), vodni lazen sub aqua 12 plus (Grant), vortex
genie 2T komplet (Scientific industries), pritokovy cytometr FACSCalibur (Becton
Dickinson), flowbox Herasafe KS (Thermo scientific), inkubator CO2 371
(Thermoscientific), Cell viability analyzer Vi-Cell XR (Beckman Coulter), mikroskop
IX51 (Olympus), analytické vahy SBC 21 (Scaltek), vahy BBI-41 (Boeco Germany),
multi-rotator multi RS-60 (Biosan), magnetic stirrer MSH 300 (Biosan).



