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1. Abstrakt

Uvedeni selektivniho tyrosin kinazového inhibitoru (TKI) imatinibu do klinické
praxe v 1écb¢ chronické myeloidni leukémie (CML) vyrazné zlepSilo prognozu
onemocnéni u pacientd. Pfesto ale u ur¢itych skupin pacienti dochazi ke vzniku rezistence
na imatinib, ztrat¢ odpovédi na lécbu a relapsu onemocnéni, coz limituje terapeuticky
potencial tohoto 1éku.

Dlouhodobym selekénim tlakem zvySujicich se koncentraci imatinibu
Vv kultivacnim médiu jsme vytvofili linii bunék lidské CML (CML-T1) rezistentni na
imatinib. Proteomickou analyzou byly pomoci dvourozmérmné elektroforézy (2-DE)
porovnany expresni profily proteini u CML-T1 bunék senzitivnich a rezistentnich na
imatinb. Pouzitim MALDI MS bylo u rezistentnich bunék identifikovano 11 diferencialné
exprimovanych proteintl. Vyrazny narist exprese proteinu ,,Na’/H" exchange regulatory
cofactor (NHERF1) u rezistentnich bunék byl nasledné potvrzen pomoci western blotu.
Protein NHERF1 obsahuje interakéni vazebné domény tcastnici se Wnt signalizace. Byly
sledovany zmény V expresi proteinli Wnt signalnich drah mezi senzitivni a rezistentni linii.
U rezistentnich bun€k byla zjisténa zvySena exprese proteinu Dishevelled 3 (Dvl 3)
a snizend exprese transkripniho faktoru NFAT. Transkripéni faktor NFAT je v bunce
aktivovan defosforylaci fosfatazou kalcineurinem, coz ma za nasledek jeho translokaci do
jadra. Tento bunéény d¢j byl navrzen jako slabé misto v metabolismu rezistentnich bunék,
které by mohlo byt atakovano specifickymi klinicky dostupnymi inhibitory (cyklosporin A
a FK-506) v koncentracich které poskodi vyhradné rezistentni bunky. Testovali jsme
citlivost senzitivnich a rezistentnich CML-T1 bunék k témto inhibitorim a dosahli jsme
selektivni eliminace rezistentnich bunék pfi koncentracich cyklosporinu A 5uM a FK-506
100nM. Tato prace navrhuje defosforylaci transkripéniho faktoru NFAT jako potencialni

zasahové misto s terapeutickym potencidlem u CML-T1 bungk rezistentnich na imatinib.

Kli¢ova slova: CML, rezistence, Ber-Abl*, TKI, imatinib, NFAT, cyklosporin A, Wnt

signalizace, 2-DE



2. Abstract

The therapy of common haematological malignancy chronic myeloid leukaemia (CML) has
dramatically improved patient prognosis upon approval of selective tyrosine kinase
inhibitor (TKI) imanitib. However, subset of patients develops resistance to imanitib,
which limits its therapeutic potential.

We derived imatinib resistant CML-T1 human cell line by a long term increase of
imatinib concentration in growth media. We have compared the protein expression profiles
of the imatinib resistant and imatinib sensitive CML-T1 cells using proteomic analysis by
2DE. We have identified 11 differentially expressed proteins in the resistant cell line by
MALDI MS. Na'/H* exchange regulatory cofactor (NHERF1) was significantly
upregulated in the resistant cells, as confirmed by western blotting. Protein NHERF1
contains interactive binding domains known to be involved in regulation of Wnt signaling.
We have uncovered dysregulation in expression levels of proteins involved in Wnt
signaling in resistant CML-T1 cells, such as upregulation of Dishevelled 3 (Dvl3) and
downregulation of transcription factor NFAT. Phosphatase calcineurin activates NFAT by
dephosphorylation, causing subsequential NFAT translocation to the nucleus. We have
considered this cellular event as a weak spot in the metabolism of the resistant cells, which
could be attacked by some specific, clinically used inhibitors, such as cyclosporine A or
FK-506. We have tested the vulnerability of the imatinib resistant cells to these inhibitors
and achieved selective elimination of the resistant cells by using cyclosporine A at 5 uM
and FK-506 at 100nM concentration. This study suggests NFAT dephosphorylation as a
potential therapeutic target in CML-T1 chronic myeloid leukemia cells resistant to

imatinib.

Key words: CML, resistance, Ber-Abl*, TKI, imatinib, NFAT, cyclosporin A, Wnt
signaling, 2-DE



3. Seznam zkratek

2-DE dvourozmérna elektroforéza

ABCB1 ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 1
ABCG2 ATP-binding cassette, sub-family G (WHITE), member 2
Abl Abelson murine leukemia viral oncogene homolog

AGP alpha-1-acid glycoprotein (alfa-1-kysely glykoprotein)
APC adenomatous polyposis coli

ATF-2 activating transcription factor 2

ATP adenosine triphosphate (adenosin trifosfat)

AXin axis inhibition protein

Bel-x, B-cell lymphoma-extra large

Ber breakpoint cluster region

BSA bovine serum albumin (bovinni sérovy albumin)

B-TrCP B-transducin repeat-containing E3 ubiquitin ligase
CaMKIlI calmodulin-dependent protein kinase Il (kalmodulin

dependentni kinaza II)

cDNA complementary DNA

Cdc42 small GTPase of Rho family

CK casein kinase (kasein kinaza)

CML chronic myeloid leukemia (chronicka myeloidni leukémie)
c-Myc cellular myelocytomatosis oncogene

COX-1/2 cyclooxygenase 1/2 (cyklooxygenaza 1/2)

Crkl v-crk sarcoma virus CT10 oncogene homolog (avian)-like
CsA cyclosporin A (cyklosporin A)

Daaml Disheveled-associated activator of morphogenesis 1

DCB 3,4-dichlorobenzamil hydrochloride

DEP Dishevelled, Egl-10 and Pleckstrin domain

DMSO dimethyl sulfoxide

DNA deoxyribonucleic acid (deoxyribonukleova kyselina)

Dvi dishevelled

DTT dithiothreitol



EIPA
FoxO
Fzd
Fyn
Gab2
GMP
GSK3p
Hck
hOCT1
Hsp
HRP
JAK
JNK/SAPK
LEF
LRP5/6
LSC
Lyn
MAPK

MAPKKK/MEKK1-4
MDR
MKK4/SEK1
MKK7
MMP-7
mMRNA

Mrp2

mTOR
MTORCL1/2
NCX

NFAT

NF«xB

5-(N-Ethyl-N-isopropyl)amiloride

Forkhead box

frizzled family receptor

Src family tyrosine-protein kinase
GRB2-associated-binding protein 2
granulocyte-macrophage progenitor

glycogen synthase kinase 3 (glykogen syntaza kinaza 3p)
hematopoietic cell kinase

human organic cation transporter 1

heat shock protein

horseradish peroxidase (kifenova peroxidaza)

Janus kinase

c-Jun N-terminal Kinase/stress-activated protein kinase
lymphoid enhancer factor

low density lipoprotein receptor (LDLR)-related protein 5/6
leukemia stem cell (leukemicka kmenova burika)
Lck/Yes-related novel protein tyrosin kinase
mitogen-activated protein kinase (mitogenem aktivovana
protein kinaza)

mitogen-activated protein kinase kinase kinase
multidrug resistance

mitogen-activated kinase kinase

mitogen-activated kinase kinase

matrix metalloproteinase-7 (matrix metaloproteinaza-7)
messenger RNA (mediatorovd mRNA)

Multidrug resistance-associated protein 2

mammalian target of rapamycin

mTOR complex 1/2

sodium/calcium antiporter

nuclear factor of activated T-cells

nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells



NHE-1
NHERF1
NLK
oD

PBS

PCP
PDEG6
PDZ

Ph
PI13-K
PKB/AKT

PKC
P-LRP6
p38 MAPK
Rac

Ras

Rho

RNA
ROCK
RT-PCR
SAPK/INK

SDS-PAGE
SiRNA
Src

STAT
SH2

sodium/hydrogen antiporter 1

Na'/H" exchange regulatory factor 1
Nemo-like kinase

optical desity (opticka hustota, absorbance)
phosphate buffered saline

planar cell polarity (planarni bunécna polarita)
phosphodiesterase 6 (fosfodiesteraza 6)

post synaptic density protein (PSD95), Drosophila disc large
tumor suppressor (DIgl), and zonula occludens-1 protein
(zo-1)

Philadelphia chromosome

phosphatidylinositide 3-kinase (fosfatidylinositol 3-kinaza)
protein kinase B/AKT8 virus oncogene cellular homolog
(protein kinaza B)

protein kinase C (protein kinaza C)

fosforylovana forma LRP6

mitogen-activated protein Kinase

small GTPase of Rho family

small GTPase of Ras superfamily

small GTPase of Rho family

ribonucleic acid (ribonukleova kyselina)

Rho-associated protein Kinase

reverse transcription-polymerase chain reaction
Stress-activated protein kinase/c-Jun N-terminal kinase (c-
Jun N-termindlni kinaza)

sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
small interfering RNA

Rous sarcoma oncogene cellular homolog, non-receptor
tyrosine kinase

Signal Transducer and Activator of Transcription

Src homology domain 2 (Src homologni doména 2)



SH3 Src homology domain 3 (Src homologni doména 3)

TAK1 TGF-beta activated kinase 1

TCF T-cell factor

TKI tyrosin kinase inhibitor (tyrosin kinazovy inhibitor)

whnt Wingless/Int-1

4E-BP1 Eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein

Zkratky vysvétleny v anglickém jazyce, ptipadny ¢esky nazev v zavorce.

V textu jsou dale pouzivany jednopismenné a trojpismenné nazvy aminokyselin.



4. Uvod

Chronicka myeloidni leukémie (CML) patii mezi étyfi zakladni typy leukémii. CML
je charakterizovana piitomnosti leukemického fazniho genu ,,breakpoint cluster region-
Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1« (BCR-ABL) a u vétsiny nemocnych
také nalezem Philadelphského chromozomu. Bcr-Abl je konstitutivné aktivni tyrosin
kindza ovliviiujici fadu signaliza¢nich drah v bunce. Vyzkum role Ber-Abl v patogenezi
CML piispél k vyvoji tyrosin kinazovych inhibitora (TKI) (Druker and Lydon, 2000).
Prvnim z téchto TKI 1¢ékt je imatinib, ktery vyznamné zlepsil prognozu pacientii s CML.
U nékterych pacienti ale dochazi k obnoveni (relapsu) onemocnéni nasledkem vzniku
rezistence Kk imatinibu podminéné rdznymi mechanizmy, napf. bodovymi mutacemi
v Ber-Abl kinaze. Byly proto vyvinuty dalsi inhibitory této kinazy, jako napt. dasatinib
anilotinib. Oba jsou uc¢inngj$i nez imatinib a inhibuji vétSinu mutovanych variant
kinazy Bcr-Abl.

Lécba CML, kdy v ptipadé selhani imatinibu je aplikovan nilotinib nebo dasatinib,
mize mit za nasledek vznik kiiZové rezistence na tyto inhibitory (Sawyers, 2013).
Rezistence na TKI Iéky vyznamné ovliviiuje 1é¢bu pacienti s CML a vede k zavadéni
novych terapeutickych strategii. Jednou z moznosti je vyvoj novych TKI cilenych na
mutované Bcer-Abl kindzy. Vyvstava ovSem 1 otdzka finan¢niho aspektu l1é€by CML.
Kombinovana terapie pomoci n¢kolika TKI 1€kt je nakladna.

Dalsim moznym pfistupem terapie nemocnych, rezistentnich na TKI, je inhibice
alternativnich signalizacnich drah ovliviiujicich ptrezivani TKI rezistentnich bunék.
Rezistence na TKI léky je totiz doprovdzena zmeénami na molekuldrni urovni, napf.
V genomu a proteomu rezistentnich bunék. Detailni znalost téchto zmén, napi. na Grovni
proteomu, by mohla pomoci identifikovat potencialni zasahové misto u buné¢k rezistentnich
na TKI a nasledné toto misto pomoci vhodnych inhibitorii atakovat.

Cilem této prace byl vyvoj linii CML-T1 bunék rezistentnich na TKI metodou
dlouhodobého selekéniho tlaku zvySujici se koncentrace TKI 1éki v médiu. Nasim
zamérem bylo na zaklad¢é proteomické analyzy imatinib rezistentni linie CML-T1 bunék
navrhnout a testovat zasahova mista s terapeutickym potencialem, tedy nalézt takovy
protein, ktery u rezistentni linie piedstavuje bunécnou slabinu a jehoz inhibici by doslo

k selektivni eliminaci rezistentnich bun¢k (Petrak et al., 2009).



5. Literarni prehled

5.1.  Chronicka myeloidni leukémie

CML je klonalni myeloproliferativni onemocnéni, jehoz pfiCinou je transformace
hematopoetické kmenové buiiky. CML piedstavuje ptiblizné 14% vSech leukemii (Jemal
etal., 2004) a dle progrese se dé¢li do tiech fazi. Z chronické faze onemocnéni béhem
piiblizn¢ péti let vlivem vzniku dalSich mutaci (nestability genomu) piechazi do faze
akcelerované a nasledn¢ faze blastické krize (Deininger et al., 2000). Onemocnéni ma
nespecifické a heterogenni pfiznaky, mezi hlavni patii Ubytek hmotnosti,
hepatosplenomegalie, zvySeny pocet bilych krvinek (Kantarjian et al., 1985), poruchy
imunity, krvacivost, anémie a unava.

CML je prvni maligni onemocnéni, u kterého byla objevena patogeneticka
abnormalita — nova kinaza Bcr-Abl, ktera vznika v disledku ptestavby chromozomi. Objev
Philadelphského chromozomu (Nowell and Hungerford, 1960) jako prvni stalé¢ genetické
abnormality asociované¢ se specifickym typem leukémie byl prilomem ve vyzkumu
rakoviny. V roce 1973 bylo zjisténo, Ze tento abnormalni chromozom je vysledkem
reciproké translokace (9;22) (q34;ql11) (Rowley, 1973), kterd zahrnuje ABL (lidsky
homolog genu Abelsonova viru mysi leukémie; Abelson murine leukemia viral oncogene
homolog 1) protoonkogen na chromozomu 9 (Bartram et al., 1983) a BCR (breakpoint
cluster region) gen na chromozomu 9 (Groffen et al., 1984). Flizni gen BCR-ABL koéduje

fazni protein Ber-Abl s deregulovanou tyrosin kinazovou aktivitou (Lugo et al., 1990).

5.2.  Bcr-Abl kin4za a biologické vlastnosti Ber-Abl” bunék

Mezi hlavni mechanismy uplatiujici se v maligni transformaci Ber-Abl onkogenem
patii zména adheze ke stromalnim bunkam a extracelularni matrix (Gordon et al., 1987),
aktivace mitogenni signalizace prostfednictvim Ras proteinu (Puil et al., 1994) a sniZzena
apoptoza (Bedi et al., 1994).

CML progenitorové buiikky vykazuji snizenou adhezivitu ke stromélnim bunikdm

kostni diené. Je znamo, Ze adheze ke stromatu negativné reguluje proliferaci a CML buiky



unikaji této regulaci na zakladé jejich zménénych adhezivnich vlastnosti (Gordon et al.,
1987).

Bcr-Abl aktivuje v buiice mnoho signalnich drah (Obr. 1), mezi nejvyznamngjsi patii
napf. Ras a mitogenem-aktivovana protein kinazova draha (MAP-kinazova draha),
fosfatidylinositol 3-kinazova draha (P13-kindzova draha) a draha ,Janus kinase-Signal
Transducer and Activator of Transcription® (JAK-STAT). Autofosforylovany tyrosin 177
na Bcr-Abl kinaze je dulezity pro aktivaci kinazy PI3K, ktera zprosttedkovava aktivaci
protein kinazy B (PKB/AKT; protein kinase B), a proteinu Ras (Chu et al., 2007). Ras
protein dale aktivuje MAP-kinazovou signdlni drahu a dochézi tak k abnormalni bunécné
proliferaci. Ber-Abl reguluje PI3-kinazovou signalni drahu, jejiz aktivita je potiebna pro
proliferaci Ph pozitivnich bun¢k (Skorski et al., 1995). PI3K/AKT signalni draha se podili
na leukemogenezi hematopoetickych bunék (Skorski et al., 1997). PKB/AKT kinaza
podporuje piezivani bun€k potlacenim aktivity FoxO transkripénich faktor (Brunet et al.,
1999), zvysSuje proliferaci bunék indukci proteazomalni degradace inhibitoru cyklin-
dependentnich kinaz p27 (Andreu et al., 2005) a aktivuje ,,mammalian target of rapamycin‘
(MTOR) drahu (Ly et al., 2003).

Transkripéni faktory STAT (STAT1, STAT3, STATS) jsou konstitutivné aktivni
v Ber-Abl  pozitivnich bunéénych liniich 1 v mononukledrnich bunkach izolovanych
z periferni krve nékolika pacientll s CML (Ilaria et al., 1996). Transkripcni faktory STAT
jsou aktivovany fosforylaci prostfednictvim ,,Janus kinase 2 (JAK2 kinazy), ale v piipadé
CML bunék dochazi k jejich fosforylaci i pfimo prostiednictvim Ber-Abl kinazy (Carlesso
et al., 1996; llaria et al., 1996) nebo neptimo fosforylaci kinazou Hck (Klejman et al.,
2002). Aktivace transkrip¢niho faktoru STATS piispiva k maligni transformaci CML
bunék (de Groot et al., 1999; Sillaber et al., 2000). Transkripéni faktor STAT5 ma
v hematopoetickych buiikach fadu pleiotropnich funkci, reguluje proliferaci, diferenciaci,
ale 1 apoptozu (Nosaka et al., 1999). Funkce STATS v Bcr-Abl transformovanych burikach
je primarné antiapoptoticka, protoze STATS indukuje expresi antiapoptotického proteinu
Bcl-x, (Horita et al., 2000).

Dal8im dtlezitym cilem Ber-Abl kindzové signalizace je transkripéni faktor c-Myc.
Bcr-Abl kinaza zvysSuje expresi c-Myc protoonkogenu prostrednictvim aktivace JAK2

kinazy. Aktivovana JAK2 kindza nejen zvySuje expresi c-Myc mRNA, ale také zabranuje



degradaci c-Myc proteinu ubiquitin/26S proteazomalni drahou. ZvySena exprese c-Myc je
inhibovana imatinibem, pfipadné inhibitorem JAK2 kinazy. (Xie et al.,, 2002).
V pfitomnosti imatinibu c-Myc indukuje aberantni syntézu DNA pfispivajici ke genetické
nestabilit¢ CML bun¢k. Exprese c-Myc proteinu je vyssi u neléCenych pacientl a pacientl
neodpovidajich na 1é¢bu, coz podporuje roli proteinu c-Myc béhem progrese CML

pravdépodobné prostiednictvim indukce genetické nestability (Albajar et al., 2011).
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Obr. 1 Zjednodusené schéma signdalnich drah aktivovanych Bcr-Abl kindzou.

Dimerizace Bcr-Abl spousti autofosforylaci této Kindzy, kterd ji aktivuje a dochdzi k vytvoreni vazebnych mist
pro adaptorové proteiny (fialové) jako je GRB2 (Growth factor receptor-bound protein 2). Signalni drdhy
ovlivnéné Bcr-Abl kindzou zahrnuji zvySenou proliferaci, inhibici apoptézy a zmény v bunécné adhezi a
migraci. Nékteré z téchto drah a jejich soucdsti jsou zde ukdzdny - transkripcni faktory (modie), serin
threoninové kindzy (zelené), proteiny spojované s apoptozou (Cervené). Drahy spojované u udrzenim CML
kmenovych bunék a Bcr-Abl zprostiedkovanou transformaci (oranzoveé). (Prevzato a upraveno z O Hare et
al., 2011).
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5.3. Terapie CML

Vyvoj 1€kt cilenych na Ber-Abl kindzu dramaticky zménil terapeutické
strategie a prognézu pacientli s nové diagnostikovanou CML (Pavlovsky et al., 2009).
Predtim byly jediné pouzivané terapeutické moznosti u pacientdi s CML interferon
alfa ¢i transplantace kostni dfené. V soucasné dobé transplantace kostni diené stale zustava
potencialni Ié¢ebnou metodou vyuzivanou zejména u pacienttl, kteti nalezit¢ neodpovidaji
na lécbu TKI. Nicméné narGst molekuldrné cilené terapie TKI béhem posledni doby
odstartovany objevem imatinibu dlouhodobé zménil terapeuticky pristup k CML

(Quintas-Cardama and Cortes, 2006).

5.3.1. Lécba tyrosinkinazovymi inhibitory TKI
TKI blokuji hlavni transformacni vlastnost onkoproteinu Bcr-Abl proteinu, ktera
spociva v konstitutivni tyrosin kindzové aktivité, a proto pfima inhibice této aktivity je

vvvvvv

2000).

5.3.1.1.  Inhibitory prvni generace - Imatinib

Imatinib je ptikladem prvniho léku, ktery byl cilené navrZzen pti 1écbé rakovinového
krevniho onemocnéni; inhibuje funkci specifického proteinu (Bcr-Abl tyrosin kinazy), jez
ma vliv na patogenezi specifického onemocnéni - chronické myeloidni leukémie (Druker et
al, 1996). Predpokladalo se, ze takto cilena terapie mifena na mechanismus onemocnéni
bude vice efektivni a mén¢ toxicka (Druker et al., 1996).

Imatinib se ¢astecné vaze do adenosin trifosfat (ATP) vazebného mista Ber-Abl
kinazy a pro vazbu inhibitoru je dilezité, aby kindza byla v inaktivni (monomerni)
konformaci, ve které je centralné¢ umisténa aktivaéni smycka nefosforylovana (Obr. 2)
(Schindler et al., 2000).

Imatinib selektivné potlacuje rust CML primarnich bun€k a bunéénych linii in vitro,
ale i in vivo (Druker et al., 1996). Imatinib byl poprvé testovan na jaie roku 1998, kdy byla
zvySujicimi se koncentracemi imatinibu zahdjena prvni faze klinickych testi u CML
pacientl, u kterych selhala 1écba interferonem. Ukézalo se, Ze imatinib je malo toxicky, ma

minimalni vedlejsi G¢inky a je vysoce efektivni (Druker et al., 2001). Témito testy byla
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potvrzena esencialni role Bcr-Abl kindzové aktivity v ptipadé CML, coz vytvofilo
potencial pro dalsi vyvoj protirakovinovych 1€kt zaloZzenych na inhibici specifické
molekularni abnormality formou cilené terapie (Druker et al., 2001). Vysoka ucinnost
a bezpecnost uzivani imatinibu byla potvrzena klinickymi studiemi faze 2 a 3. Déavka 400
mg/den byla vybrana do druhé faze klinickych testi a byla poddvana interferon
rezistentnim ¢i intolerantnim pacientim v (pozdni) chronické fazi (Kantarjian et al., 2002).
Ve tieti fazi testll byla u pacientd s nové diagnostikovanou CML v chronické fazi ucinnost
1é¢by imatinibem porovnavana S pivodni 1é¢ebnou kombinaci interferonu alfa a nizkymi
davkami cytorabinu. Bylo vyhodnoceno, Ze imatinib je lepsi jako terapie prvni volby

(O'Brien et al., 2003).

Obr. 2 Abl kindza v komplexu s imatinibem (riifové) s vyznacenymi nékterymi pozicemi mutaci.
Phosphate binding loop-fosfit vazebnd smycka, Catalytic loop-katalyticka smycka, Activation loop-aktivacni
smycka (Prevzato a upraveno z Tauchi and Ohyashiki, 2004).

5.3.1.2.  Inhibitory druhé generace - Nilotinib a Dasatinib

Zavedeni lécby CML imatinibem znamenalo pralom v efektivité terapie,
z dlouhodobého hlediska vSak zacaly byt zaznamenavany piipady selhani 1éCby a regrese
onemocnéni nasledkem vzniku rezistence (viz. kapitola 5.3.2). Snaha piekonat rezistenci

K imatinibu a zlepsit tak prognézu pacientti s CML vedla k vyvoji inhibitorti nové generace
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(Cilloni and Saglio, 2012). Nové inhibitory byly vyvijeny tak, aby byly u¢inngjsi, mély
mén¢ striktni vazebné pozadavky na Bcr-Abl a v nékterych piipadech, aby byly schopné
inhibovat i jiné kinazy pftispivajici K rezistenci. Mezi tyto inhibitory druhé generace patii
nilotinib a dualni inhibitor Ber-Abl i Src kinaz dasatinib (Cilloni and Saglio, 2012).
Nilotinib se (podobn¢) jako imatinib vaze na inaktivni konformaci Ber-Abl kinazy, s P
smyckou slozenou pies ATP vazebné misto, a aktivaéni smyckou blokujici substrat
vazebné misto (Obr. 3). Svou vazbou naruSuje ATP vazebné misto, blokuje aktivaci
Ber-Abl kinazy a vytazuje tak katalytickou aktivitu enzymu (Manley et al., 2005; Weisberg
et al., 2006). Nilotinib je 20x G¢inn&jsi nez imatinib a inhibuje Ber-Abl kindzovou aktivitu
vétSiny klinicky vyznamnych Ber-Abl mutanti kromé mutace T3151 (O Hare et al., 2005).

Strukturni studie dualnich Src/Abl inhibitord pyrido[2,3-d]pyrimidinové tiidy
ukazaly, ze tyto latky vazi ATP vazebné misto bez ohledu na pozici aktivacni smycky,
ktera muze byt v aktivni nebo inaktivni konformaci (Nagar et al., 2002). Dasatinib je tedy
ATP kompetitivni, dudlné specificky Src/Abl kindzovy inhibitor (Lombardo et al., 2004),
ktery je 325x G¢inngjsi nez imatinib (O Hare et al., 2005). Dasatinib je schopen inhibovat
vSechny imatinib-rezistetni Bcr-Abl mutace kromé T3151 (Shah et al., 2004).

Inhibitory druhé generace (nilotinib a dasatinib) pfisp€ly k individualizaci 1écby
s ohledem na stadium nemoci a mutace v Bcr-Abl kinaze. Zda se, Ze pouziti inhibitord
druhé generace jako 1€k prvni volby v terapii CML bude hlavnim cilem klinického
vyzkumu v nasledujicich letech. Vzhledem k dosavadnim vysledktim pfi pouziti inhibitort
druhé generace jako 1€kt prvni volby zistava stale nékolik oblasti, které by mohly
optimalizovat 1é¢bu CML (Cilloni and Saglio, 2012).

Hlavnim pfedmétem zajmu jsou mutantni klony Bcr-Abl véetné mutace T3151, které
jsou rezistentni i k druhé generaci TKI. Ackoliv tyto nesenzitivni klony vznikaji ztidka,
maly zlomek pacienttl, u kterého k jejich vzniku dojde, selhava v odpovédi na 1é¢bu a dojde
u nich k progresi onemocnéni (O Hare et al., 2011; Cilloni and Saglio, 2012).

Dalsim cilem je kompletné zlikvidovat leukemické kmenové buniky (LSC, leukemia
stem cells), které jsou rezistentni k TKI a piedstavuji zdroj/rezervoar, ze kterého muze

leukémie znovu propuknout, kdyz je 1écba TKI zastavena (Carter et al., 2010).
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Imatinib Nilotinib Dasatinib

Obr. 3 Porovndni vazby riiznych Abl inhibitorii, imatinibu, nilotinibu a dasatinibu.

Imatinib (vlevo) a nilotinib (uprostied) a dasatinib (vpravo). Pozice P smycky (Cervené), A smycky (fialova)
se lisi podle toho, zda je kindaza v aktivni nebo inaktivni konformaci. Imatinib a nilotinib vazi Ber-Abl kindzu v
inaktivni konformaci. Pozice C helixu (zelene) se méni podle toho, zda je kindza v aktivni nebo inaktivni
konformaci.(Prevzato a upraveno z Weisberg et al., 2007).

5.3.1.3.  DalSi inhibitory

Siroké spektrum nové vyvijenych TKI inhibitort je v dnesni dobé v preklinické fazi
testovani a u né€kterych bylo klinické vyhodnoceni nedavno dokon¢eno (Quintas-Cardama
and Cortes, 2006; Bixby and Talpaz, 2009; O "Hare et al., 2011). Mezi tyto slouc¢eniny patii
napt. Bosutinib (SKI-606) a Ponatinib.

Bosutinib byl vyvinut jako inhibitor Src kinaz pii 1é€b€ pevnych nadort, ale podobné
jako dasatinib je schopen inhibovat i Bcr-Abl Kkinazu. Jeho antiprolifera¢ni
a proapoptotické u¢inky u rakovinovych bun¢k byly prokazany in vitro i in vivo (Golas et
al., 2003). Bosutinib krom¢ inhibice Bcer-Abl kinazy zabranuje i fosforylaci transkripéniho
faktoru STATS (Golas et al., 2003). Byla také prokazana jeho ucinnost i proti nékterym
dal$im mutacim Ber-Abl kinazy kromée T3151 (Puttini et al., 2006).

Ponatinib je nova latka, ktera by potencialné mohla byt efektivni pii lécbé CML
véetn¢ pacientd neodpovidajicich na stavajici terapii imatinibem, dasatinibem nebo
nilotinibem. Ponatinib je schopen inhibovat jak nativni Bcr-Abl kindzu, tak i mutované

formy tohoto enzymu véetné T3151 mutace (O Hare et al., 2009).
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Nékteré latky blokujici Ber-Abl kinazu ATP-nekompetitivnim zplisobem mohou
pfedstavovat alternativu pro pacienty, u kterych vzniknou imatinib insenzitivni Ber-Abl
mutace (Quintas-Cardama and Cortes, 2006). Mezi tyto latky patii napi. ON12380
(Onconova Therapeutics). Inhibitor ON12380 a imatinib synergisticky inhibuji nativni
Bcr-Abl, coz naznacuje, Zze se ON12380 vaze na jiné misto Ber-Abl nez imatinib. Inhibitor
ON12380 se vaze do substrat-vazebného mista Bcr-Abl a soutézi tak s pfirozenymi
substraty tohoto enzymu jako je napf. protein kinaza Crkl. Uginnost inhibitoru ON12380
byla potvrzena in vivo na mysich, kterym byla indukovéana leukémie intraven6zni injekci

bunék exprimujicich mutaci T3151 Ber-Abl kinazy (Gumireddy et al., 2005).

5.3.2. Rezistence Kk tyrosinkinazovému inhibitoru imatinibu

Progresi onemocnéni u imatinib rezistentnich pacientli 1ze zabranit ptechodem na
1é¢bu inhibitory tyrosin kinaz druhé generace - nilotinib a dasatinib. Piesto ale riziko
vzniku novych bodovych mutaci, které ovliviiuji vazbu léku, expresi Bcr-Abl nebo jeho
aktivitu pii dlouhodobé 1é¢bé, stale existuje. EXistuje snaha o vyvoj komplexniho
pan-Bcr-Abl inhibitoru, ktery by inhiboval Siroké spektrum imatinib-rezistentnich
bodovych mutaci v Ber-Abl kinaze (véetné T3151) (Weisberg et al., 2007). Predpoklada se
i pouzivani kombinace vice nez jednoho Bcer-Abl inhibitoru (Weisberg et al., 2007).

Objasnéni mechanismli rezistence ma velky vyznam pro vyvoj pokrocilejSich
terapeutickych strategii, jako napf. kombinace imatinibu s konvencnimi cytotoxickymi
léky, popt. v kombinaci s jinymi inhibitory signalni transdukce (Deininger et al., 2000).
Pouziti specifickych signalnich transdukénich inhibitort v kombinaci s Ber-Abl inhibitory
je vyzadovano za ucelem dosdhnout efektivngjsi terapie se snizenym potencidlem k vyvoji
rezistence (Weisberg et al., 2007).

Pokroky ve vyzkumu usnadnily vyvoj impozantniho mnozstvi malych molekul
inhibitorh smérovanych na mutace v Ber-Abl kinaze nebo na alternativni kinazové drahy,
které zprostfedkovavaji rezistenci. Vyzvy v 1écbé CML pokracuji a nadale se rozviji
I vyzkum v riznych oblastech vcetn€ vyvoje novych terapeutickych strategii, jak 1€¢it nejen

primarni, ale i sekundarni rezistenci (Bixby and Talpaz, 2009).
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Zatimco v pfipad¢ primarni rezistence pacienti neodpovidaji u¢inné na TKI od
pocatku 1éCby, v pripadé sekundarni rezistence pacienti zpocatku odpovidajici na 1écbu

ptestanou po ur€ité dob¢ na 1é¢bu reagovat (Quintas-Cardama et al., 2009b).

5.3.2.1. Bcr-Abl dependentni mechanismy rezistence k imatinibu
Amplifikace BCR-ABL genu a zvySena exprese Ber-Abl kinazy

Amplifikace BCR-ABL genu spojena se zvySenou expresi Bcr-Abl proteinu byla
poprvé pozorovana in Vvitro u rezistentnich buné¢nych linii, které byly vytvofeny postupné
se zvySujicimi davkami imatinibu (Mahon et al., 2000). Tato studie byla provedena na
vzorcich in vitro a nemusi predstavovat skuteény zptsob vzniku klinické rezistence (Bixby
and Talpaz, 2009). Bylo vSak prokazano, ze i ve vzorcich ziskanych piimo z imatinib
rezistentnich pacienti dochazi k duplikaci BCR-ABL genu (Gorre et al., 2001). Zda se, ze
hladina proteinu Bcr-Abl je tésné spojena se vznikem imatinib rezistentnich mutantnich
subklond. U bun¢k obsahujicich vyssi hladiny Ber-Abl proteinu (jako je tomu v blastické
fazi CML) bylo pozorovano, ze jsou méné senzitivni k imatinibu a mnohem rychleji
vyvinou imatinib rezistentni mutantni subklony nez bunky exprimujici méné Bcr-Abl
proteinu (Barnes et al., 2005).

Sledovanim klinickych pacientskych vzorki bylo zjisténo, Ze amplifikace BCR-ABL
genu nepatii mezi nejcast§jSi pfi¢iny imatinibové rezistence, protoZze bodové mutace

Vv kinaze Ber-Abl jsou mnohem ¢astéjsi (Hochhaus et al., 2002).

Bcr-Abl mutace

Bodové mutace v Abl kindzové doméné proteinu Ber-Abl jsou nej€astéjsi pficinou
vyvoje rezistence u pacient, ktefi ptivodné odpovidali na 1é¢bu imatinibem (Hochhaus
etal., 2002). Mutace spadaji do dvou skupin. Do prvni skupiny patii mutace, které
ovliviiuji aminokyseliny pfimo vézajici imatinib, druhou skupinu tvofi mutace, které
zabranuji Bcr-Abl kindze dosazeni inaktivni konformace nezbytné pro vazbu imatinibu
(Shah et al., 2002). Mutace v Bcr-Abl kinaze se vyskytuji v imatinib vazebnych mistech,
VP smycce, A smycce a v katalytické doméné (Obr. 4) (Shah et al., 2002). Vysoka
frekvence bodovych mutaci je v P smycce, ktera slouzi jako vazebné misto pro ATP

(Branford et al., 2002). Nékteré studie uvadéji, Ze mutace v P smycce jsou spojeny s horsi
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progndzou (Branford et al., 2003), jiné prace toto pozorovani nepotvrdily (Jabbour et al.,
2006). Nicmén¢ je mozné, ze rozdily ve vysledcich byly zplisobeny pouzitim inhibitora
druhé generace, které diive nebyly dostupné pro pacienty, u kterych 1écba imatinibem
selhavala (Jabbour et al., 2006).

Skupina kolem Gorrea vr. 2001 dokumentovala (jako prvni) mutaci spojenou
s rezistenci k imatinibu, kterd byla zpusobena jednonukleotidovou substituci C— T na
pozici 944 v ABL genu, kterda ma za nasledek substituci treoninu za isoleucin (T3151) na
315 pozici aminokyselinové sekvence. Nedochazi tak k tvorbé kritické vodikové vazby
mezi T315 a imatinibem a déle tato aminokyselinova substituce vytvaii sterickou prekazku
pro vazbu tohoto inhibitoru (Gorre et al., 2001). Mutace T3151 je pfi€inou rezistence nejen
k imatinibu (Gorre et al., 2001), ale i k inhibitorim druhé generace nilotinibu (O'Hare
et al., 2005) a dasatinibu (Shah et al., 2004), coz predstavuje klicovy problém v 1é¢bé CML
(Ramirez et al., 2008). Uvedené tfi inhibitory potiebuji vytvofit vodikovou vazbu
S treoninem na pozici 315, aby se mohly vazat na svijj cil. Je proto vynaloZeno zna¢né Usili

na nalezeni 1k, které by tuto mutaci prekonaly (An et al., 2010).
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Imatinib Nilotinib Dasatinib
(nM) (nM) (nM)
Native BCR-ABL1 260 138 0.8
M244V 38 1.3
G250E 48 1.8
Q252H
Y253H
Y253F
E255K
E255V
V299L
F311L
T315I
T315A
F317L
F317V
M351T kil
E355G 1.8
F359V 2.2
V3791 0.8
L387M 2
H396R 1.3
H396P 0.6

Obr. 4 1Csy hodnoty (relativni koncentrace slouleniny, kterd inhibuje 50% enzymatické aktivity) pro
imatinib, nilotinib a dasatinib proti vybranym mutovanym formdam Bcr-Abl kindzy exprimovanych v Ba/F3
buiikdch. Native Bcr-Abl-nemutovana Ber-Abl; NA (not applicable)-nestanoveno; high sensitivity-vysokd
citlivost; intermediate sensitivity-stedni citlivost; high insensitivity-vysokd necitlivost. (Prevzato a upraveno
Z Quintds-Cardama and Cortes, 2009a).

5.3.2.2. Bcr-Abl independentni mechnismy rezistence k imatinibu

Ber-Abl dependentni mechanismy rezistence jsou primarné zodpovédné za vznik
sekundarni rezistence, existuji ale dal$i mechanismy imatinibové rezistence, které jsou
popsany v nejriznéjSich modelovych systémech, nicméné ani jeden znich nebyl jasné

identifikovan jako vyhradni pfic¢ina klinické rezistence. Mezi tyto mechanismy patii
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transport imatinibu z buiiky ¢i naopak do bufiky, vazba imatinibu na alfa-1-kysely

glykoprotein a mnohé dalsi (Bixby and Talpaz, 2009).

Transport imatinibu ven z buiky
ABC transportéry

,ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 1“ (ABCB1)
a,,ATP-binding cassette, sub-family G (WHITE), member 2“ (ABCG2) jsou ATP
dependentni transportéry ucastnici se transportu latek ven pfes bunéénou membranu
(Gottesman, 2002). Bylo zjisténo, Ze imatinib je substritem pro ABCBI transportér
(Hamada et al., 2003; Thomas et al., 2004). ZvySena exprese ABCBI transportéru byla
prokazana v Bcr-Abl pozitivni bunééné linii LAMA84-r (Mahon et al., 2000), nicméné
u této linie byla prokazana i amplifikace Bcr-Abl genového produktu (Mahon et al., 2000)
anebylo zde rozliSeno mezi rezistenci k imatinibu zplisobenou Bcer-Abl amplifikaci nebo
zvysenou expresi ABCB1 (Bixby and Talpaz, 2009). Nadmérna exprese ABCB1 by mohla
byt spojena MDR fenotypem (rozvoj kiizové rezistence ke strukturné neptibuznym latkam
véetn¢ imatinibu — multidrug resistance) (Mahon et al., 2003; Assef et al., 2009) a pfispivat
k imatinibové rezistenci u bunéénych linii (Mahon et al., 2003; Assef et al., 2009). Vyznam
zvySené exprese ABCBI1 v pifipadé klinické rezistence zistava nejasny (Mahon et al.,
2003). Zvysena exprese ABCBI1 by mohla hrat dulezitou roli pii vzniku rezistence
v piipadé, kdy onemocnéni neni pln€ pod kontrolou, napi. piiprogresi onemocnéni
¢V prvnich mésicich terapie imatinibem (Galimberti et al., 2005). Role ABCB1 pumpy
v rezistenci k imatinibu zlstava zatim nejasna; nadmérna exprese tohoto membranového
transportéru V bunécné linii K-562 in vitro rezistenci k imatinibu nevyvolava a nelze
vyloucit, Ze imatinib je nevhodnym substratem pro ABCBI1 (Ferrao et al., 2003).

Dosud ne zcela objasnény vztah mezi ABCG2 transportérem a imatinibem je zdrojem
kontroverzi. Podle nékterych autori (Burger et al., 2004) je imatinib vhodny substrat pro
ABCG2 transportér, podle jinych (Houghton et al., 2004) je inhibitorem tohoto

transportéru.
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Transport imatinibu do bunky
,human organic cation transporter 1” (hOCT1)

Transport imatinibu do buiiky prostiednictvim hOCT] je také povazovan za dilezity
faktor regulujici intraceluldrni dostupnost imatinibu (Thomas et al., 2004). Diferencialni
exprese nebo funkce tohoto transportéru v riznych CML bunéénych liniich ovliviiuje
hladinu imatinibu v bunce. Pouziti specifickych inhibitorti tohoto transportéru vyvolalo
snizeni transportu imatinibu do buiiky (Thomas et al., 2004). Nicméné chybi zde prokazani
korelace mezi snizenou hladinou imatinibu a jeho nizsi Gc¢innosti v buiice (Bixby and
Talpaz, 2009). Polymorfismus hOCT1 transportéru ovliviiuje transport imatinibu do bunky
aje tedy vyznamnym dCintelem v pacientové odpovédi na imatinib, avSak omezené

mnozstvi klinickych vzorkd je limitujicim faktorem této studie (White et al., 2006).

Alfa-1-kysely glykoprotein (AGP)

Alfa-1-kysely glykoprotein (AGP, alpha-1-acid glycoprotein) vaze imatinib
a zabranuje tak jeho schopnosti inhibovat Bcr-Abl kinazovou aktivitu, pfi¢emz tento efekt
je mozno zvratit erythromycinem (Gambacorti-Passerini et al., 2000). Latky jako napf.
erythromycin soutézici s imatinibem o vazebné misto na AGP mohou zvysit koncentraci
volného imatinibu a tim 1 jeho terapeuticky potencidl. Erythromycinem indukované
uvolnéni imatinibu z AGP zvySuje distribuci imatinibu do leukemickych buné¢k
(Gambacorti-Passerini et al., 2000). AGP ovliviuje farmakokinetiku, plasmatické
koncentrace i intracelularni distribuci imatinibu u CML pacientl. Plasmatické koncentrace
imatinibu méfené u pacientd S CML tak nejsou spolehlivym indikatorem jeho koncentrace
uvnitt  leukemickych  bunék, které pfedstavuji  cil  imatinibové  aktivity
(Gambacorti-Passerini et al., 2003). V jedné studii byly plasmatické hladiny AGP u CML
pacientl zvySené, nicméné vazba imatinibu na AGP nebyla potvrzena. Moznou pfic¢inou

tohoto pozorovani je odlisnost metod pouZitych k izolaci a ptipravé AGP (Jorgensen et al.,
2002).

Dalsi mechanismy vzniku imatinibové rezistence
Mezi dal$i mechanismy vzniku rezistence by se dala zafadit 1 aktivace alternativnich

signalnich drah ovliviiyjicich buné¢énou signalizaci, regulaci bunééného cyklu a proliferaci
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hematopoetickych  progenitorovych  bunék  prostiednictvim  nejriiznéjSich  (rlst
podporujicich) systému i v piipadé Ber-Abl inhibice (Bixby and Taplaz, 2009; Ramirez and
DiPersio, 2008). Mezi tyto drahy patii i PI3K/AKT/mTOR draha, ktera je konstitutivné
aktivni u Ph* bunéénych linii a zptisobuje rezistenci k imatinibu. Inhibice AKT narozdil od
inhibice mTORCI1 komplexu indukuje apoptézu u imatinib rezistentnich bunécnych linii
(Quentmeier et al., 2011). Dal$im mechanismem je aktivace kinaz ze Src rodiny. Kinazy ze
Src rodiny fosforyluji ,,Src homology domain 2 (SH2) a ,,Src homology domain 3 (SH3)
domény Bcer-Abl kindzy a uplatiiuji se tak na udrzovani aktivni konformace této kinazy,
tedy konformace, kterd neni schopnd vazat imatinib. Tato fosforylace muize zvySovat
aktivitu Bcr-Abl kinazy a ovliviiovat tak bunéénou signalizaci (Meyn et al., 2006). Nékteré
rezistentni buiilky maji zvySenou expresi kindzy Lyn. Ke zvySeni exprese Lyn kinazy
dochdzi 1 béhem progrese onemocnéni. Vyssi hladiny Lyn kindzy mohou mit za nasledek
rezistenci k imatinibu nezavisle na Bcr-Abl kinaze (Donato et al., 2003). Tato pozorovani
vysvétluji G€innost Src selektivnich inhibitord a dudlnich Src/Abl inhibitord v 1é¢bé CML
(Meyn et al., 2006).

Dalsi moznosti vzniku imatinibové rezistence jsou alternace v urovni acetylace
nehistonovych proteinti (napf. transkripéniho faktoru p53, proteinu Ku70 a Hsp90), které
mohou podporovat abnormalni proliferaci a rezistenci k apoptoze, coz jsou dilezité
bunééné zmény pii rozvoji leukémie. Zména rovnovahy mezi raznymi tfidami
histondeacetylaz a histonacetyltransferaz vede ke snizeni acetylace proteini p53, Ku70
a zvyseni acetylace proteinu Hsp90 a ptispiva k Bcr-Abl independentni rezistenci k TKI
(Lee et al., 2007).

5.3.3. Leukemické kmenové bunky

Klidové leukemické burniky Vv kostni dieni vykazuji rezistenci k imatinibu (Graham et
al., 2002; Holtz et al., 2005). Bylo navrzeno nékolik moznych pfi¢in této imatinibové
rezistence: vysoka exprese BCR-ABL mMRNA i proteinu, nizkd exprese transportéru
hOCT1 ¢i zvysena exprese mRNA pro ABCB1 a ABCG2 transportéry (Jiang et al., 2007).
Pozdégji bylo zjisténo, ze imatinib inhibuje Bcr-Abl kinazu u téchto bunék, coz doklada, ze

schopnost klidovych leukemickych bunék ptezit v pfitomnosti imatinibu nezavisi na Bcr-
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Abl kinazové aktivité (Corbin et al., 2011). Progrese CML do blastické¢ faze CML je
asociovana s expanzi granulocyt-makrofagovych progenitor v dasledku ziskani schopnosti
sebeobnovy nasledkem aktivace beta-kateninu a dalSich zmén u téchto bun¢k (Jamieson et
al., 2004). Beta-katenin je esencialni i pro ptezivani LSC v ptipad¢ inhibice Ber-Abl kinazy
imatinibem (Hu et al., 2009). Aktivaci beta-kateninové signalni  drahy
v granulocyt-makrofagovych progenitorech (GMP) z pacientti s CML v akcelerované fazi,
blastické fazi a u pacientl neodpovidajicich na l1écbu imatinibem ziskavaji tyto buiky
schopnost sebeobnovy, klicovou pro LSC (Jamieson et al., 2004). Hypoteticky by tedy
Vv piipad¢ blastické faze CML mohly koexistovat dvé rozdilné populace LSC se schopnosti
sebeobnovy. Jedna populace GMP by exprimovala vice BCR-ABL transkripti a méla
aktivovavy beta-katenin v jadie, zatimco druha populace bunék by zahrnovala klidové LSC
(Quintas-Cardama and Cortes, 2009a). Beta-katenin je protein s dualni funkci, ma klicovou
roli v kanonické Wnt signalizaci a zaroven se ucastni bunééné adheze.

Rezistence klidovych CML progenitorovych bun¢k k imatinibu pfispiva
k pretrvavani malignich progenitor u pacientti 1é¢enych imatinibem (Holtz et al., 2005).
Farmakologicka nebo geneticka inhibice beta-kateninu v kombinaci s imatinibem je
efektivni terapie proti LCS, které zustanou po 1é€bé samotnym imatinibem (Heidel et al.,
2012).

5.4. Potencidlni terapeutické cile u TKI rezistentnich CML bunék
5.4.1. Whnt signalni draha
5.4.11. Kanonicka Wnt signalni draha

Wnt signalni draha ptenasi signaly z aktivovanych ,,Frizzled (Fzd) receptorid na
plazmatické mebran€ do jadra, kde nasledné dochazi k ovlivnéni transkripce gent
ucastnicich se bunécné proliferace a diferenciace (Logan and Nusse, 2004). Délime ji na
kanonickou Wnt signalni drahu a nékolik druhti nekanonickych Wnt signalnich drah (Obr.
5). Vyznam Wnt signalizace v 1é¢bé rakovinovych onemocnéni narustd. Mutace
Vv proteinech ucastnicich se Wnt signalizace a nasledna dysregulace Wnt signalizace byly
prokazany u nékterych rakovin, napt. kolorektalniho karcinomu (Sparks et al., 1998;

Polakis, 2000). Kli¢ovou molekulou v kanonické Wnt signalni draze je beta-katenin, ktery
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funguje jako koaktivator ,lymphoid enhancer factor/T-cell factor (LEF/TCF)
transkripcnich faktorti (Behrens et al., 1996; Molenaar et al., 1996) nebo jako adaptorovy
protein v adheznich spojich (McCrea et al., 1991).

Aktivace Wnt signalni drahy vazbou Wnt ligandu na Fdz receptor a koreceptory ,,low
density lipoprotein receptor (LDLR)-related protein 5/6“ (LRP5/6) (Tamai et al., 2004)
inhibuje fosforylaci beta-kateninu, ktera ho znaci k degradaci (Tolwinski and Wieschaus,
2004). Po vazbé Wnt ligandu na LRP6 koreceptor je LRP6 fosforylovan kasein kindzou I
(CK I, casein kinase 1) a kinazou glykogen syntazy 3p (GSK3p, glykogen synthase kinase
3B) (Tamai et al., 2004; Davidson et al., 2005; Zeng et al., 2005). Fosforylovany LRP6
vyvazuje axin a pravdépodobné tim aktivuje beta-kateninovou signalizaci (Tamai et al.,
2004; Davidson et al., 2005; Zeng et al., 2005) prostiednictvim proteinu ,,Dishevelled*
(Dvl), jehoz funkci je interpretace signali prichazejicich z aktivovanych Fzd receptort
a tfidéni téchto signalt do riznych signalnich drah (Wallingford and Habas, 2005).

Aktivovany beta-katenin je fosforylovan na Ser552 a Ser675 a translokovan do jadra
(Hino et al., 2005; Taurin et al., 2006; Fang et al., 2007; He et al., 2007), kde vytvafi
komplexy s transkripénimi faktory LEF/TCF (Behrens et al., 1996; Molenaar et al., 1996).
Cilovymi geny Wnt signalni drahy jsou napf. protoonkogen c-Myc (He et al., 1998)
a cyklin D (Shtutman et al., 1999; Tetsu and McCormick, 1999), matrix metaloproteinaza
MMP-7 (Brabletz et al., 1999), povrchovy glykoproteinovy adhezni receptor CD44
(Wielenga et al., 1999), tyrosin kinaza Met (Boon et al., 2002), ephrin receptory - EphB
(Batlle et al., 2002) a negativni regulator Wnt drahy axin (Jho et al., 2002).

V nepfitomnosti signalu pro kanonickou Wnt signalni drahu je beta-katenin
fosforylovan kinazami CK Ia na Ser45 (Amit et al., 2002; Liu et al., 2002; Yanagawa et al.,
2002) a GSK3p na Ser33/Ser37/Thr4l (Yost et al., 1996; Liu et al., 2002). Interakce mezi
témito kindzami a beta-kateninem je usnadnéna proteiny (fungujicimi jako leSeni) Axin
a APC (Rubinfeld et al., 1996; Hart et al., 1998; Ikeda et al., 1998; Kishida et al., 1998).
Tyto proteiny vytvaii beta-katenin degrada¢ni komplex, ktery umoziiuje, aby byl
fosforylovany beta-katenin rozpoznan ubiquitin ligazou p-TrCP, ubiquitinylovan
a degradovan proteazomem (Aberle et al., 1997; Latres et al., 1999; Liu et al., 1999).

O roli Wnt/beta-kateninové signalni drahy v pfipadé CML je toho znamo malo.

Whnt/beta-kateninova signalni draha ma vyznam pii sebeobnovovani HSCs (Reya et al.,
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2003), ale i CML kmenovych bun¢k (Zhao et al., 2007) a GMP (Jamieson et al., 2004).
Delece beta-kateninu u mysi snizuje schopnost vyvinout Ber-Abl indukovanou CML, coz
poukazuje na dulezitost beta-kateninu pti sebeobnové CML kmenovych bunék (Zhao et al.,
2007). V ptipadé CML bylo prokazano, ze kinaza Ber-Abl fyzicky interaguje
s beta-kateninem a fosforyluje ho na tyrosinech Y86 a Y654. Touto fosforylaci dochazi ke
stabilizaci beta-kateninu, ktery neinteraguje s Axin/GSK3p komplexem, ale je translokovan
do jadra a vaze TCF4 transkrip¢ni faktor (Coluccia et al., 2007). Béhem progrese CML
dochdzi ke zméné exprese genli UcCastnicich se Wnt/beta-kateninové signalni drahy jako
napi. genu pro receptor Fzd2 a genu LRP6 (Radich et al., 2006).

Whnt/beta-kateninova signalni draha reguluje transkripci ABCB1 genu u CML bungk.
Beta-katenin byl prokazan v proteinovém komplexu na bazalnim promotoru genu ABCB1
jak u MDR-rezistentni (zvySena exprese ABCBI1 transportéru) tak i u senzitivni bunééné
linie, ale jeho vazba byla vyrazné&jsi u rezistentnich bunék, které také vykazovaly vyssi
hladiny beta-kateninu (Corréa et al., 2012).

Inhibice beta-kateninu prostfednictvim siRNA inhibuje proliferaci a klonogenicitu
Ber-Abl® CML bunék soudasné s imatinibem (Coluccia et al., 2007). Inhibitor
Whnt/beta-kateninové signalni drahy AV-65 snizuje hladinu beta-kateninu v CML burikach
Vv zavislosti na Case a ddvce. Dochazi tak k potlaCeni proliferace imatinib senzitivnich
| imatinib rezistentnich CML bunék. AV-65 je aktivni i vii¢i buitkam exprimujicim rizné

mutované formy Ber-Abl kinazy véetné T3151 mutace (Nagao et al., 2011).
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Obr. 5 Schéma kanonické Wnt signdlni drdhy a nekanonickych Wnt signdlnich drah - Wnt/Ca** a
Wnt/PCP (Wnt/Plandrni bunéénd polarita). (Prevzato a upraveno z Katoh and Katoh, 2007).

54.1.2. Nekanonické Wnt signalni drahy
Nekanonické Wnt signalni drahy zahrnuji dvé hlavni intracelularni signalni kaskady

nazyvajici se Wnt/PCP (Wnt/Planarni bun&éné polarita) a Wnt/Ca®* signalni draha.

54.1.2.1. Wnt/PCP signalni draha

Buné¢na polarita a pohyb jsou regulovany Wnt/PCP signalni drahou prostfednictvim
aktivace Rho GTPazy (Habas et al., 2001) a c-Jun N-terminalni kinazy (JNK/SAPK; c-Jun
N-terminal kinase/stress-activated protein kinase) (Yamanaka et al., 2002). Wnt proteiny se
vazi na Fzd receptory na plazmatické membrang. Nasledné prostiednictvim proteinu Dvl
dochazi k aktivaci malych GTPaz Rac (Habas et al., 2003) a Rho (Habas et al., 2001).

GTPaza Rho je aktivovana po vytvoieni komplexu proteini Dvl a ,,Dishevelled
associated activator of morphogenesis 1 (Daam1l) prostiednictvim ,,Rho guanine exchange
factoru WGEF* (Habas et al., 2001; Tanegashima et al., 2008). Wnt Rho signalni draha
aktivuje Rho asociovanou kinazu ROCK, ktera zprostfedkovava reorganizaci cytoskeletu
(Winter et al., 2001; Marlow et al., 2002).
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GTPaza Rac je aktivovana pfimo proteinem Dvl a neni zavisla na Daaml proteinu
(Habas et al., 2001; Habas et al., 2003). Aktivovana Rac GTPaza nasledné stimuluje JNK
kindzovou aktivitu (Habas et al., 2003). JNK kindzova aktivita je stimulovdna nejen
GTPazou Rac, ale i Rho a Cdc42 GTPazami (Bikkavilli et al., 2008a). Malé GTPazy z Rho
rodiny jsou spojeny s aktivaci JNK kinazy prostiednictvim MAP-kinazové signalni drahy.
Rho, Rac a Cdc42 GTPazy pienaseji signaly na ,,mitogen-activated protein kinase kinase
kinase“ (MAPKKK/MEKK1-4) (Bikkavilli et al., 2008a). MAPKKK/MEKK1-4
fosforyluje a aktivuje ,,mitogen-activated protein kinase kinase* (MKK4/SEK1) nebo
MKK?7, které nasledné fosforyluji a aktivuji SAPK/INK (Yan et al., 1994). Transkrip¢ni
faktory ATF-2 a c-Jun fungujici v této draze jsou fosforylovany a aktivovany napt. pomoci
SAPK/INK kinazy (Hibi et al., 1993; Gupta et al., 1995). Oba tyto transkrip¢ni faktory se
uplatituji pii transkripci genti regulujicich progresi bunééného cyklu, napt. cyklinu D
(Lewis et al., 2005; Wisdom et al., 1999) a maji také antiapoptotickou funkci, jednak
regulaci transkripce genl uplatiyjicich se v apoptéze (Ma et al., 2007) ¢i kooperuji
s ,,nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells* (NFxB) signalizaci, aby

zabranily apoptoze (Wisdom et al., 1999).

5.4.1.2.2.  Wnt/Ca* signalni draha

Vépenaté ionty byly identifikovany jako druhy posel Wnt signalni drahy poté, co
bylo zjisténo, ze injekci Wnt5a mRNA do jednobunééného embrya Danio rerio dochazi ke
zvySeni frekvence intracelularnich zmén koncentrace vapenatych iontt (Slusarski et al.,
1997a). Ektopicka exprese potkaniho receptoru Fzd2 vembryech Danio rerio také
zpusobuje zvySené uvolnéni intracelularnich vapenatych iontd, Které je zvySeno koexpresi
Whnt5a (Slusarski et al., 1997b). Ke zvyseni intracelularni koncetrace vapenatych iontd
dochdzi prostfednictvim aktivace heterotrimernich G proteint, které stimuluji
fosfatidylinositolovou signalizaci (Slusarski et al., 1997b). ZvySeni intracelularni
koncentrace vapenatych iontl indukované Wnt5a ¢i Fzd2 aktivuje vapnik-senzitivni
proteiny kalmodulin dependentni kinazu I1 (CaMKII, calmodulin-dependent protein kinase
I1) (Kiihl et al., 2000) a protein kinazu C (PKC, protein kinase C) (Sheldahl et al., 1999).
Transkripéni faktor ,nuclear factor of activated T-cells (NFAT), regulovany

kalcium/kalmodulin-dependentni protein fosfatdzou kalcineurinem, je po ektopické expresi
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Whntba a Fzd2 v embryu Xenopus leavis translokovan do jadra (Saneyoshi et al., 2002).
Jeho akumulaci v jadfe snizuje cyklosporin A (CsA) (Shaw et al., 1995).

Wnt/Ca?* signalni drdha aktivovani Wnt5a ligandem antagonizuje Wnt/beta-
kateninovou drahu prostfednictvim aktivace ,, TGF-beta activated kinase 1-Nemo-like
kinase* (TAK1-NLK) MAP-kinazov¢é kaskady. Aktivovana CaMKII stimuluje TAK1-NLK
drahu (Ishitani et al., 2003).

Signalni specificita je zachovana prostfednictvim riiznych koreceptort; LRP5 a LRP6
se angazuji ve Wnt/beta-kateninové signalni draze, zatimco Knypek (Topczewski et al.,
2001) aRor2 (Hikasa et al., 2002) funguji jako koreceptory ve Wnt/Ca’* a Wnt/PCP
signdlni draze.

Wnt5a muze fungovat jako tumor supresor nebo protonkogen (McDonald et al.,
2009). Tumor supresorova role Wnt5a byla prokazana i v leukemogenezi. Wnt5a se vaze
na koreceptor Ror2 a aktivuje nekanonickou Wnt signalni drahu, ktera potlacuje
beta-katenin/TCF-dependentni transkrip¢ni aktivitu a dochazi ke snizeni exprese cyklinu D,
ktery je cilem kanonické Wnt signalni drahy (Yuan et al., 2011). Wnt/Ca®" dréha hraje roli
v rezistenci CML bunék k TKI, protoze podporuje piezivani Ber-Abl™ leukemickych bungk
navzdory inhibici Bcr-Abl (Gregory et al., 2010). Inhibice fosfatazy kalcineurinu aktivujici
transkripéni faktor NFAT uplatilujici se v této draze pomoci cyklosporinu A vede
k naruseni NFAT aktivity, snizeni produkce cytokini a ke zvySeni senzitivity

leukemickych bun¢k k TKI inhibitorim imatinibu a dasatinibu (Gregory et al., 2010).

NHERF1 protein

Protein NHERF1 obsahuje dvé ,,post synaptic density protein (PSD95), Drosophila
disc large tumor suppressor (DIgl), and zonula occludens-1 protein (zo-1)“ (PDZ) domény
(Reczek et al., 1997). PDZ domény jsou nezbytné pti Wnt bunécné signalizaci (Subbaiah et
al., 2011). Nedavno bylo prokazano, ze protein NHERF1 interaguje PDZ 2 doménou s Fzd
receptorem v ramci Wnt signalizace (Wheeler et al., 2011). Absence NHERF1 proteinu
zvysila podil aktivovaného beta-kateninu nasledkem aktivace kanonické Wnt signalizace

a prokazala negativni korelaci mezi expresi NHERF1 proteinu a aktivaci beta-kateninu

(Wheeler et al., 2011).
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Protein NHERF1 vaze ,,multidrug resistance-associated protein 2 (Mrp2 transportér)
a reguluje jeho expresi a funkci jak bylo prokazano u jaternich bunék, kde u NHERF1
deficientnich bun¢k dochazi ke snizeni exprese Mrp2 proteinu (Li et al., 2010). Mrp2
protein patii do skupiny ABC transportéri, které se 0castni transportu nejriznéjSich
molekul ven z bunék, napf. protirakovinovych 1éka (Konig et al., 1999).

Protein NHERF1 reguluje aktivitu Na'/H" pienasece (Cardone et al., 2007). Bylo
prokazano, e leukemické buiiky exprimujici NHE-1 pienase¢ (Na'/H") maji vyssi
intracelularni pH nez normalni hematopoetické buiky a v pfipadé inhibice NHE-1
pfenaSeCe pomoci amiloridu dochazelo k jejich apoptéze (Rich et al., 2000). Inhibice
NHE-1 pfenaseCe a soucasné i NCX (Na+/Ca2+) pfenaSece selektivné zabiji gliomové
buiiky, nebot u nich dochazi ke zvySeni jiz tak vys§i intracelularni hladiny Ca?*
k cytotoxické urovni (Harley et al., 2010). Rychle proliferujici bunky, napt. nadorové,
preferuji produkci ATP pomoci aerobni glykolyzy a dochdzi tak ke vzniku laktatu
a okyseleni cytosolu (tzv. Warburgv efekt, Warburg, 1956). U rychle proliferujicich
bun€k vznika konstitutivné vyssi pH nasledkem aktivace NHE-1 pienasece (Rich et al.,
2000). Na*/H" pienase¢ je potfebny pro riist nadorovych bunék (Rotin et al., 1989).
Metody, které by vedly ke sniZovani pH by mohly mit vyznam v nadorové terapii, napft.
inhibice NHE-1 pienasece (Rich et al., 2000), ptipadné soucasné pouziti NHE-1 a NCX
inhibitorti (Harley et al., 2010). Mezi tyto inhibitory patii amilorid, EIPA (5-(N-Ethyl-N-
isopropyl)amiloride) a DCB (3,4-dichlorobenzamil). Amilorid a EIPA inhibuji Na*/H*
prenase¢ (NHE-1) kompetici s Na* ionty (Paris and Pouysségur, 1983; Vigne et al., 1983)
aamilorid je i slabym inhibitorem Na*/Ca®" prenasece (NCX) (Kaczorowski et al., 1985).
DCB inhibuje Na*/Ca®* prenase¢ kompetici s Na* ionty (Siegl et al., 1984; Kaczorowski et
al., 1985).

5.4.2. Dalsi potencialni terapeutické cile u TKI rezistentnich CML bunék
54.2.1. MTOR signalni draha

PI3K/AKT/mTOR signélni draha reguluje nejrtiznéjSi bunééné funkce vcetné
proliferace, riistu a pfezivani bun€k (Vivanco and Sawyers, 2002). Signalni draha mTOR

v CML bunkach je konstitutivné aktivovana prostfednictvim Ber-Abl kindzy a jeji dva
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substraty - ribozomalni protein S6 a 4E-BP1, jsou konstitutivné fosforylovany Bcr-Abl
dependentnim zpisobem (Ly et al., 2003). Draha PI3K/AKT/mTOR je aktivovana
v bunkach vystavenych imatinibu a zprostfedkovava prezivani bunék béhem pocatecnich
fazi vyvoje imatinibové rezistence nez dojde k projevu Bcr-Abl dependentni imatinibové
rezistence, jako jsou napt. mutace v Bcr-Abl kinaze (Burchert et al., 2005).

Inhibice komplexu mMTORC1 pomoci rapamycinu zvySuje zabijeni bun¢k
v kombinaci s imatinibem a ptfekonavéa imatinibovou rezistenci zplisobenou amplifikaci
genu BCR-ABL in vitro (Ly et al., 2003) i mutacemi v Bcr-Abl kinaze in vitro a in vivo
(Sillaber et al., 2008). Nékteré vysledky ukazuji, Ze rapamycin je schopen inhibovat rist
bun€k s T3151 mutaci (Sillaber et al., 2008), jiné, Ze nikoliv (Ly et al., 2003). Navzdory
rozsédhlému vyzkumu rapamycin senzitivnich mTORC1 komplexti mnohem méné je zndmo
o roli rapamycin insenzitivnich komplexi mTORC2 v Bcr-Abl leukemogenezi. Dualni
MTORC1/mTORC2 inhibitor OSI-027 projevuje silny antileukemicky efekt na CML
buriky véetné téch, které maji mutaci T3151 v Ber-Abl kinaze (Carayol et al., 2010).

54.22. JAK2 kinaza

JAK? tyrosin kindza patii do rodiny nereceptorovyvh tyrosin kinaz, které prenaseji
signaly zprostfedkované cytokiny prostiednictvim JAK-STAT signalni drahy. JAK2 kinaza
je fosforylovana a aktivovana prostfednictvim Ber-Abl kindzy. Dochézi k tvorbé komplexu
Bcr-Abl kinazy s proteiny JAK2 (Xie et al., 2001), GRB2-associated protein 2 (Gab2),
PKB/AKT a GSK3B (Samanta et al., 2006). Signalni transdukce prostfednictvim
Ber-Abl/JJAK2 proteinového komplexu ma za nasledek fosforylaci a aktivaci PKB/AKT,
ktera fosforyluje a inhibuje GSK3p, dochazi tak ke stabilizaci c-Myc proteinu. Aktivuje
také NFxB, coz ma za nasledek zvyseni transkripce c-Myc (Samanta et al., 2006). Inhibice
JAK?2 kindzy pomoci inhibitoru AG490 v buiikkdch exprimujicich imatinib rezistentni
mutace T3151 a E255K ma za nésledek apoptézu téchto bunck. Tyto vysledky ukazuji
JAK?2 jako potencialni terapeuticky cil v CML (Samanta et al., 2006).

54.2.3.  p38 MAP kinazy

p38 MAP kinazy ovliviiuji mnoho nejriznéjsich bunéénych odpovédi od zanétlivé

odpovédi pres regulaci bunééného cyklu, apoptéozu (bunécnou smrt), vyvoj, diferenciaci,
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senescenci a tumorgenezi (Coulthard et al., 2009). p38 MAP kinazova draha ma casto
tumorsupresorovou funkci (Coulthard et al., 2009). MAP kinaza p38a potlacuje proliferaci
normalnich i1 rakovinovych bunék tim, ze antagonizuje JNK-C-Jun signalni drahu (Hui et
al., 2007). V souladu s protinadorovou funkci p38 MAP kinaz je indukce apoptozy rtiznymi
chemoterapeutiky ¢aste¢né uskute¢néna prostiednictvim aktivace p38 MAPK. Bylo tak
prokazano i v pfipadé Ber-Abl” bunék, kdy imatinib indukuje fosforylaci a aktivaci p38
MAP kinazy a kde naopak inhibice této kinazy zvratila inhibi¢ni efekt imatinibu na GMP
z CML pacientii (Parmar et al., 2004). Pasobeni p38 MAPK a jejich nize leZicich cild je
tedy nezbytné pro antileukemickou odpovéd’ zprosttedkovanou imatinibem (Parmar et al.,
2004), ale i dasatinibem (Dumka et al., 2009). Je mozné, Ze rezistence k imatinibu muize
vzniknout i nasledkem vadné aktivace p38 MAP kindzové drahy v uréitych piipadech CML
(Parmar et al., 2004).

p38 MAP kinaza se ucastni regulace nekanonické Wnt/Ca®" signalizace. p38 MAPK
je aktivovana nezavisle na Dvl proteinu a je nezbytna pro aktivaci PDE6 (fosfodiesterazy
6) a nasledn¢ transkripniho faktoru NFAT jako odpovéd na vazbu Wnt5a na Fzd2
receptor (Ma and Wang, 2007). p38 MAPK hraje roli i v kanonické Wnt signalizaci, kdy
Wnt3a indukuje aktivaci p38 MAP kinazy prostfednictvim G proteind a DvI3 proteinu.
Aktivovand p38 MAP kindza nasledné inhibuje kindzu GSK3p, coZ ma za nasledek
akumulaci B-kateninu a aktivaci transkripce TCF/LEF senzitivnich genti (Bikkavilli et al.,
2008Db).
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6. Material

6.1. Modelovy organismus — bunécna linie
CML-T1 — lidska chronicka myeloidni leukémie, Ber-Abl* (Leibniz institute DSMZ)

6.2.  Roztoky pro kultivaci bunék

Kompletni médium RPMI 1640

400 ml RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute medium) + HEPES + L-glutamin,
Phenol Red (Gibco, Invitrogen)

40 ml 10% fetalni hovézi sérum (FBS) (Gibco, Invitrogen)

11 ml NaHCO3 7,5% (hydrogenuhli¢itan sodny) (Sigma-Aldrich)

8 ml antibiotika Penicilin-Streptomycin 100x (10 000 U/ml penicilin a 10 000 pg/ml
streptomycin) (Sigma-Aldrich)

Inhibitory Bcr-Abl

Imatinib (Gleevec) — inhibitor Bcr-Abl kinazy (Novartis)

Nilotinib (Tasigna) — inhibitor Bcr-Abl kinazy (Bristol Myers Squibb)

Dasatinib (Sprycel) — dualni inhibitor Ber-Abl a Src kinaz (Bristol Myers Squibb)

Dalsi inhibitory

Cyclosporin/Cyklosporin A — inhibitor fosfatazy calcineurinu/kalcineurinu (Cell Signaling)
FK-506 — inhibitor fosfatazy calcineurinu/kalcineurinu (Cell Signaling)

Indomethacin — inhibitor cyklooxygenazy 1/2 (COX-1/2) (Sigma-Aldrich)

Amiloride hydrochloride hydrate — inhibitor sodného kanalu a Na'/H" pfenasece (NHE-1)
(Sigma-Aldrich)

EIPA (5-(N-Ethyl-N-isopropyl)amiloride) — inhibitor Na*/H" ptenasece (NHE-1)
(Sigma-Aldrich)

DCB (3,4-dichlorobenzamil hydrochloride) — inhibitor Na*/Ca®* pienasece
(Sigma-Aldrich)
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chemikalie na rozpusténi inhibitori:

H,O/RPMI: Amiloride hydrochloride hydrate

Methanol (Sigma-Aldrich): EIPA

DMSO (Dimethyl sulfoxid) (Sigma-Aldrich): DCB, Indomethacin, FK-506,
Cyclosporin A, Imatinib, Nilotinib, Dasatinib

Dalsi roztoky

PBS (phosphate buffered saline): 137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 4,3 mM Na;HPQOy, 1,4 mM
KH,POy4, pH 7,4

PBS 10x: 1370 mM NaCl, 27 mM KCI, 43 mM Na;HPOy, 14 mM KH,PO,

6.3. Roztok pro pripravu bunécnych lyzata
Lyzaéni pufr: CelLytic™ MT Cell Lysis Reagent for mammalian tissues (Sigma-Aldrich)
inhibitory protedz (Protease inhibitor coctail tablets) (Roche) — 1 tableta na 7 ml lyzaéniho

pufru

6.4. Roztoky naizolaci jader
NE-PER Nuclear Protein Extraction Kit (Pierce)

6.5. Roztok pro méreni koncentrace proteint
Protein Assay Kit Il (Bio-Rad)

6.6.  Material pro SDS-PAGE a Western Blot

Vzorkovy pufr: premixed 4x Laemmli protein sample buffer for SDS-PAGE (Bio-Rad)
obsahuje 62.5 mM Tris-HCI, 10% glycerol, 1% LDS, 0.005% Bromophenol Blue, pH 6.8
2-mercaptoethanol (Sigma-Aldrich)

Vzorkovy pufr vznikne smichanim 950 pl 4x Laemmli protein sample buffer for
SDS-PAGE (Bio-Rad) a 50 ul 2-mercaptoethanol (Sigma-Aldrich) dle navodu vyrobce.

SDS-PAGE running pufr (elektrodovy pufr)
10x Tris/Glycine/SDS (Bio-Rad) obsahuje 25 mM Tris, 192 mM glycin, 0.1% SDS, pH 8.3
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SDS-PAGE gely: 4-15% gradient Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Gel (Bio-Rad)

Proteinovy marker: BenchMark Prestained protein Ladder (6 - 180 kDa) (Invitrogen)

kDa

— 180

— 115

— 43

= 20

—= .19

Obr. 6 Proteinovy marker. The BenchMark™ Pre-Stained Protein Ladder — standard molekulové hmotnosti
proteinii. Skldda se z deseti proteinii majicich molekulovou hmotnost mezi 6-180 kDa.

Barvici roztok

SimplyBlue® SafeStain (Invitrogen)

Blokovaci roztok

5% (w/v) mléko v PBS-T

5% (w/v) BSA (Sigma-Aldrich) v PBS-T
SuperBlock (Thermo Scientific, Pierce)

PBS-T (phosphate buffered saline with Tween 20)

PBS (phosphate-buffered saline)
0,1% Tween 20 (v/v) (Sigma-Aldrich)
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Western Blot

iBlot® 7-Minute Blotting System (Invitrogen)

membrany: iBlot® Transfer Stack, PVDF Regular (Invitrogen)

Roztok pro redéni primarnich a sekundarnich protilatek

PBS-T

Vyvijeci roztok

Western Blotting Luminol Reagent (Santa Cruz Biotechnology)

Seznam protilatek

Primarni protilatky

Tabulka 1 Pouzité primdrni protildtky

Cell Signaling:
protilatka specifikace velikost na fedéni
gelu

NFAT1 Rabbit monocl. | 140 kDa 1:3000
Beta-catenin Rabbit monocl. | 92 kDa 1:3000
Phospho-Beta-catenin (Ser 552) Rabbit polycl. 92 kDa 1:3000
Phospho-Beta-catenin (Ser 675) Rabbit monocl. | 92 kDa 1:3000
Phospho-Beta-catenin (Ser 33/37/Thr41) | Rabbit polycl. 92 kDa 1:3000
Phospho c-jun (Ser63) Rabbit monocl. | 48 kDa 1:3000
LRP6 Rabbit monocl. | 180-210 kDa | 1:3000
Phospho-LRP6 Rabbit polycl. 180-210 kDa | 1:3000
Dvi2 Rabbit monocl. | 90-95 kDa 1:3000
DvI3 Rabbit polycl. 88-93 kDa 1:3000
Histone 2A Rabbit monocl. | 14 kDa 1:3000
Cyclin D1 Mouse monocl. | 36 kDa 1:3000
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c-Jun Rabbit monocl. | 48 kDa 1:3000
LEF1 Rabbit monocl. | 25-58 kDa 1:3000
Met Rabbit monocl. | 170 kDa 1:3000
c-Myc Rabbit monocl. | 57-65 kDa 1:3000
TCF1 Rabbit monocl. | 50 kDa 1:3000
Phospho-SEK1/MKK4 (Ser257) Rabbit monocl. | 44 kDa 1:3000
Phospho-ATF-2 (Thr71) Rabbit monocl. | 70 kDa 1:3000
Phospho-SAPK/INK (Thr183/Tyr185) | Rabbit monocl. | 46-54 kDa 1:3000
Phospho-c-Jun (Ser63) Rabbit monocl. | 48 kDa 1:3000
Santa Cruz Biotechnology

NHERF1 Mouse monocl. | 50kDa 1:3000
HP1 alpha Mouse monocl. | 22 kDa 1:3000
Sigma-Aldrich

GAPDH Mouse monocl. | 37 kDa 1:3000
Beta-actin Mouse monocl. | 42 kDa 1:3000

pozn. monocl. = monoklonalni, polycl. = polyklonalni
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Sekundarni protilatky

Tabulka 2 Poufité sekunddrni protildtky

Cell Signaling

protilatka specifikace fedéni
Anti-rabbit 19G, HRP-linked antibody Goat 1:3000 - 1:50 000
Anti-mouse 1gG, HRP-linked antibody Horse 1:3000 - 1:20 000

Santa Cruz Biotechnology

Anti-mouse 1gG, HRP-linked antibody Donkey 1:10 000 - 1:30 000
Anti-mouse 1gG, HRP-linked antbody Goat 1:10 000 - 1:40 000

6.7. Material na MTT esej

Vybrant® MTT Cell Proliferation Assay Kit (Molecular Probes, Invitrogen)
PBS

HCI (Sigma-Aldrich)

6.8. Material na 2-DE

Rehydratac¢ni pufr

7M  urea  (Sigma-Aldrich), 2M thiourea  (Sigma-Aldrich), 4% CHAPS
(3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate) (Sigma-Aldrich), 60mM
DTT (Sigma-Aldrich), 1% amfolyty/ampholytes (IPG buffer pH 4-7, Amersham),
inhibitory proteaz/protease inhibitor cocktail (EDTA Free, Roche Diagnostics)

Ekvilibra¢ni pufr s DTT (dithiotheitol)
6M urea (Sigma-Aldrich), 50mM Tris pH 8.8 (Sigma-Aldrich), 30% glycerol (Bio-Rad),
2% SDS (Sigma-Aldrich) a 100mg DTT (Sigma-Aldrich) na 10 ml pufru
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Ekvilibra¢ni pufr s iodacetamidem

6M urea (Sigma-Aldrich), 50mM Tris pH 8.8 (Sigma-Aldrich), 30% glycerol (Bio-Rad),

2% SDS (Sigma-Aldrich) a 240 mg iodacetamidu (Sigma-Aldrich) na 10 ml pufru.

stripy
Immobiline DryStrip pH 4-7, 24 cm (GE Healthcare)

SDS-PAGE gely
10% gel, objem pro 12 gelt, 1L

Tabulka 3 Slofeni SDS-PAGE gelii.

chemikalie objem
ddH,0 400 ml
30% Acrylamide/Bis solution (Bio-Rad) 334 mi
1,5M Tris pH 8,8 250 ml
20% Sodium dodecyl sulphate SDS (Bio-Rad) 5mi
10% ammonium persulphate APS (Sigma-Aldrich) 10 ml
TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine) (Sigma-Aldrich) | 400 pl

SDS-PAGE running pufr (elektrodovy pufr)

10x Tris/Glycine/SDS (Bio-Rad) obsahuje 25 mM Tris, 192 mM glycin, 0.1% SDS, pH 8.3

dalsi material a chemikalie potiebné pro 2-DE
electrode wicks (podlozky pod stripy) (Bio-Rad)
mineralni olej (Bio-Rad)

Low Melting agarose (Sigma-Aldrich)
Bromophenol blue (Bio-Rad)

NaCl (Sigma-Aldrich)

Isobutanol (Lachema)

kyselina octova (Lachema)
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7. Metody

7.1.  Kultivace a pasazovani bunécnych linii

Bunécna linie i jeji odvozené rezistentni linie byly kultivovany ve standardnich
podminkach v 37°C a 5% CO, Vv kultivacnich lahvich v 10 ml média RPMI 1640, v ptipadé
rezistentnich linii v médiu RPMI 1640 s piidavkem pfislusného TKI nebo jejich
kombinace. V zavislosti na nartstu populace bunék byly bunky pasazovany po 2 az 4
dnech. Kulturu jsme pravidelné kontrolovali pod mikroskopem, abychom sledovali narust

populace bun¢k a piipadné kontaminace.

7.2.  Vyvoj rezistentnich linii

Pomoci dlouhodobého selekéniho tlaku narGstajicich koncentraci piislusnych TKI
1ékt (imatinib, nilotinib, dasatinib) v médiu byly ziskany rezistentni linie bunék (Mahon et
al., 2000). Bylo vyseto 10 000 bun¢k/ml do mikrotitracni desti¢ky, kde byla ptipravena
koncentra¢ni fada pro dany TKI, v tomto pfipadé pro imatinib 0,1; 0,2; 0,4; 0,8uM. Po
ttech dnech bylo pomoci MTT testu (viz. kap MTT test 7.10) stanoveno ICsg, t]
koncentrace inhibitoru, pii které ptezije 50% bunék, na 0,45uM imatinib. Piezivajici bunky
byly z jamky o koncentraci 0,2uM piepipetovany do kultiva¢ni lahve a kultivovany. Podle
narGstu a stavu byla pfezivajici populace bunék prepasdzovana do meédia
s dvojnasobnou koncentraci inhibitoru pfiblizné jednou za 10 dni. Tyto koncentrace byly
pro imatinib 0,2; 0,4; 0,8; 1; 2; 4; 8; 16; 20uM, nilotinib 40; 80; 150; 200; 400; 1000;
2000nM a dasatinib 8; 16; 32; 64; 100nM. Timto zpusobem byly vytvotfeny linie bunék
CML-T1 rezistentnich na 20uM imatinib, 2uM nilotinib a 100nM dasatinib. 1Csg
koncentrace TKI na zacatku byly 0,45uM imatinib, 400nM nilotinib (linie CML-T1 ma
mutaci Y253H v Bcr-Abl kinaze semirezistentni na nilotinib, za normalnich okolnosti by
byla 1Cso 40nM nilotinib) a 4nM dasatinib.

V ptipadé vyvoje kiizoveé rezistententnich bunc¢k byly buiiky nejprve vystaveny
selekénimu tlaku imatinibu, poté nilotinibu a nakonec dasatinibu (koncentrace TKI byly
shodné jako v ptipadé jednotlivych rezistentll). Piezivajici populace kiizové rezistentnich
bun¢k byly ptepasazovany do média s dvojnasobnou koncentraci inhibitoru piiblizné

jednou za 14 az 21 dni dle jejich stavu a narlstu. V pfipad€ kiizové rezistence byly
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vytvoieny linie CML-T1 linie bun€k rezistentnich na 20uM imatinib 2uM nilotinib, 20uM
imatinib 2uM nilotinib 100nM dasatinib. Linie CML-T1 bun¢k kiiZové rezistentni na
20pM imatinib 2uM nilotinib byl vytvofen z bunék rezistentnich na 20uM imatinib, které
jsme pasdzovali do média s postupné se zvysujici se koncentraci nilotinibu s pocatecni
koncentraci 400nM nilotinib, na kone¢nou koncentraci 2uM nilotinib. V piipadé linie
kiizové rezistentni na vSechny tfti TKI (20uM imatinib 2uM nilotinib 100nM dasatinib)
jsme vychazeli z bun¢k rezistentnich na 20uM imatinib 2uM nilotinib, do média jsme
ptidali 8nM dasatinib a postupné jeho koncentraci zvySovali az na 100nM.

Rezistence byla stanovena jako 10x az 40x nasobek 1Csp. Kone¢né koncetrace TKI
1€kt v médiu jsou u CML-T1 rezistentnich bun¢k 20uM imatinib, 2uM nilotinib a 100nM
dasatinib.

Puvodni senzitivni linie byly kultivovany paralelné v kultufe bez TKI 1€kt (imatinib,

nilotinib, dasatinib) a slouzily jako kontrola.

7.3.  Priprava bunéénych lyzati

Bunky byly nejprve centrifugovany (500 g), abychom odstranili médium a bunéény
debris, a poté byly resuspendovany a tfikrat promyty v 30 ml PBS (500 g). Po odstranéni
PBS byla peleta resuspendovana v lyzaénim pufru a po inkubaci na ledu (10-15 min) byly
buriky centrifugovany (500 g) a supernatant byl pfenesen do nové mikrozkumavky. Lyzaty
byly uchovavany pti -20 °C nebo z nich byly pfimo piipraveny vzorky na SDS-PAGE.

Z lyzati byly odebrany aligouty na stanoveni koncentrace proteini.

7.4. Izolace bunéénych jader

Na izolaci bunéénych jader byl pouzit NE-PER Nuclear Protein Extraction Kit
(Pierce) na bazi postupné solubilizace proteint detergenty a postupovali jsme podle navodu
vyrobce S drobnou upravou, kdy jsme pted piidanim NER peletu obsahujici jadra tiikrat
promyli PBS. Poznamka: méfitkem v tomto protokolu je objem bunééné pelety (Tabulka
4), ktery je dulezity pro zachovani piislusného objemu CER L[:CER II:NER Cc¢inidel
v poméru 200:11:100 pL.

Suspenzni buiiky byly nejprve centrifugovany (500 g) po dobu 5 minut a bylo tak

odstranéno médium. Poté byly promyty PBS, pieneseny do mikrozkumavky
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a centrifugovany (500 g, 2-3 minuty). Nasledn¢ byl pipetou odstranén supernatant, aby
peleta zistala co nejvice sucha. Podle objemu pelety byl (Tabulka 4) pfidan do
mikrozkumavky ledové vychlazeny CER 1. Mikrozkumavka byla 15 s vortexovana na
nejvyssi stupen a inkubovana na ledu 10 min. Poté byl pfidan ledové vychlazeny CER II,
mikrozkumavka byla vortexovana po 5 s a poté inkubovana na ledu po dobu 1 min a opét
vortexovana 5 s. Mikrozkumavka byla nasledné centrifugovana 5 min (~16,000 g).
Supernatant (cytoplasmaticky extrakt) byl pfenesen do nové vychlazené mikrozkumavky,
ktera byla uchovavana na ledu. Peleta, obsahujici jadra byla nejprve tiikrat promyta PBS,
aby se odstranila cytoplazmaticka kontaminace. Poté byla peleta rozsuspendovana v ledové
vychlazeném NER. Nasledné byla mikrozkumavka s peletou vortexovana 15 s a ulozena na
led. Vortexovani po dobu 15 s bylo provadéno kazdych 10 min, celkové po dobu 40 min.
Mikrozkumavka byla centrifugovana (~16,000 g) po dobu 10 min a supernatant (jaderny
extrakt) byl ptfenesen do nové vychlazené mikrozkumavky auchovavan na ledu.

Cytoplasmatické a jaderné extrakty byly uchovavany pii -80 °C.

Tabulka 4 Objem bunécné pelety. Objem bunécné pelety je dilezity pro zachovani prislusnych objemii CER
I:CER II:NER ¢inidel v poméru 200:11:100 uL.

Packed Cell Volume (ul) | CER I (ul) | CER Il () | NER (ul)
10 100 55 50
20 200 11 100
50 500 275 250
100 1000 55 500

7.5. Determinace/stanoveni koncentrace proteint

Koncentrace proteind v bunéénych lyzatech,cytoplazmatické a jaderné frakci byla
stanovena pomoci Protein Assay Kit II (Bio-Rad) dle pokynii vyrobce. Bio-Rad protein
assay je kolorimetrické méteni celkové koncetrace proteinii zalozené na Bradfordoveé
metod¢. Jako standard byl pouzit BSA v koncentracich 1,2,4,5,6,8,10 pl/ml. Zmétena
absorbance BSA byla vynesena do grafu a slouzila jako kalibracni kiivka (Obr. 7).
Stanoveni bylo provadéno v tripletech. Do 1 ml roztoku Protein Assay bylo ptidan 1 pl
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bunééného lyzatu/cytoplazmatické nebo jaderné frakce. Vzorky byly inkubovany 3 min

a pfed méfenim byly vzorky vortexovany, kazdy 3 s. Nasledné byla zmétfena absorbance

vzorkd pfi vlnové délce 595 nm a pomoci kalibra¢ni kiivky byla vypocitana koncentrace

proteint ve vzorcich. Koncentrace proteintl ve vzorcich byla upravena na stejnou hodnotu

pomoci fedéni lyzacnim pufrem.

Absorbance

0,4
0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1

0,05

Kalibrace Bradford

y=0,0322x + 0,018

koncentrace BSA pg/ml

Obr. 7 Kalibraéni kiivka pro stanoveni koncentrace proteinii metodou dle Bradfordové.
Kazdy bod kalibracni kiivky je priimérem ze tii stanoveni. BSA, hoveézi sérovy albumin.

7.6.

Priprava vzorki na SDS-PAGE

Koncentrace proteini ve vzorcich pro elektroforézu byla upravena na stejnou

hodnotu pomoci fedéni lyzacnim pufrem. Ke vzorku byl pfidan v poméru 1:1 Laemmliho

vzorkovy pufr jiz pfedtim smichany s 2-merkaptoethanolem. Nasledoval kratkodoby

impulz centrifugace na max. RPM po dobu 10 s. Vzorky byly inkubovany 2 min v blo¢ku

pii 100 °C, poté byly stoCeny, zamrazeny nebo pouzity pfimo na SDS-PAGE.
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1.1. SDS-PAGE

Gely (4-15% gradient Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Gel, Bio-Rad) byly vlozeny
do aparatury na elektroforézu Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad) a zality SDS-PAGE
running (elektrodovym) pufrem. Nasledn¢ byl napipetovan marker molekulovych
hmotnosti (Obr. 6) a vzorky, jejichz objem byl vypoéitan ze stanovené koncentrace
proteinil. Separace proteinti probihala v gelu za konstantniho napéti 300 V, dokud celo
elektroforézy nedosahlo spodniho okraje gelu. Poté byl odpojen zroj elektrického napéti
agel byl vyjmut z aparatury. Nasledné byly proteiny z gelu pieneseny na membranu
metodou Western Blot a gel byl poté obarven SimplyBlue® SafeStain (Invitrogen) pro

kontrolu nanasky a pienosu proteind.

7.8.  Western blot
Proteiny byly ptfeneseny na PVDF membranu (iBlot® Transfer Stack, PVDF
Regular, Invitrogen) dle pokyni vyrobce v zafizeni iBlot® 7-Minute Blotting System

(Invitrogen).

7.9.  Imunodetekce

Membrana s pfenesenymi proteiny byla nasledné¢ blokovana Vv 5% mléce
fedéném PBS-T, ptipadné¢ byl pouzit roztok SuperBlock (Pierce) ¢i 5% BSA (podle
doporuceni uvedeného u konkrétni protilatky), na ttepacce 1 hodinu. Inkubace s ptisluSnou
primarni protilatkou (Tabulka 1), ktera byla fedéna v PBS-T (ve vé&tSin¢ ptipada
v koncentraci 1:3000), probihala 12h na tiepacce pii 4 °C. Poté byla odmyta nadbytecna
primarni protilatka roztokem PBS-T po dobu 3x 10 min. Membrana byla posléze
inkubovana se sekundarni protilatkou (Tabulka 2) konjugovanou s kienovou peroxidazou
ptipravenou v PBS-T (fedéni 1: 10 000 az 1: 50 000). Nasledn¢ byla odmyta nadbyte¢na
sekundarni protilatka 2x 10 min roztokem PBS-T a 1x 10 min roztokem PBS. Poté byl na
membranu nanesen vyvijeci roztok/substrat pro kienovou peroxidazu, ktery vznika
smichanim dvou slozek (luminolu a peroxidu vodiku) v poméru 1:1 (dle pokynid vyrobce,
Santa Cruz Biotechnology). Inkubace probihala 1 min. Membrana byla nasledné okapéana
a vloZena do prtihledné kancelarské folie, v temné komote byl na ni ptiloZen film (Kodak

BioMax Light Film) do kazety a po vhodné dobé expozice (1-5 min) byl film vyvolan.
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7.10. MTT test stanoveni procenta zivych bunék

Procento zivych bunék bylo stanoveno pomoci Vybrant® MTT Cell Proliferation
Assay Kit (Molecular Probes, Invitrogen) dle navodu vyrobce. Zluté MTT
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) se ¢innosti
mitochondrialnich enzyma dychaciho fetézce redukuje na fialovy formazanovy derivat,
ktery ztstdva uvnitt bun¢k ve form¢é nerozpustnych granuli. Po pfiddni detergentu
(lauroylsiran sodny, SDS) a okyseleni (0,01 M HCI) se barvivo z bunék uvolni a rozpusti,
¢imz vznika Ciry roztok vhodny k fotometrickému stanoveni.

Nejprve byly spocitany buiiky pomoci Biirkerovy komirky a nafedény na stejnou
koncentraci (10 000-40 000 bunék/ml na jednu jamku pro inkubaci s pfislusnym
inhibitorem). Samotnému MTT testu pfedchazi inkubace Senzitivnich a rezistentnich
CML-T1 bunék bun¢k v koncentraéni fadé dané¢ho inhibitoru (imatinib, nilotinib, dasatinib,
amilorid, EIPA, DCB, FK-506, indomethacin, cyklosporin A) dle konkrétniho
experimentu. Inkubace bun¢k probiha t¥i dny pii 37 °C v 5% atmosféie CO, v 1 ml média
obsahujiciho danou koncentraci konkrétniho inhibitoru V mikrotitracnich destickach
0 dvanacti jamkach.

Nejdiive byl pfipraven 12mM MTT zasobni roztok ptidanim 1 ml sterilniho PBS do
jedné vialky s 5 mg MTT a vortexovan dokud se MTT nerozpustilo (komponenta A). Do
lahvicky obsahujici 1 g SDS bylo ptidano 10 ml 0,01 M HCI a lahvicka byla vortexovana
do rozpusténi SDS (kompomenta B). Buiky inkubované v 12-jamkové desti¢ce byly
rozsuspendovany pomoci pipety. Do jamek na 96-jamkové mikrotitracni destiCce byly
napipetovany vzorky z 12-jamkové mikrotitracni desticky (senzitivnich a rezistentnich
CML-T1 bungk s pfisluSnym inhibitorem dle experimentu) V triplikatech po 100 ul. Do
kazdé jamky se vzorkem v 12-jamkové mikrotitrani desticce bylo pfidano 10 ul 12mM
MTT ze zasobniho roztoku (komponenta A). V piipadé negativni kontroly bylo ptidano 10
ul 12mM MTT do cistého média. Mikrotitracni desticka byla inkubovana 4 hodiny pfi
37 °C. Poté bylo do kazdé jamky pifidano 100 pl roztoku SDS-HCI (kompomenta B).
Mikrotitra¢ni desticka byla posléze inkubovana pii 37 °C 12-16 hodin v inkubatoru. (Delsi
inkubace snizuji senzitivitu eseje.) Pomoci pipety byly vzorky promichany a byla méfena

absorbance pii 570 nm v pfistroji Chameleon (Hidex).
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7.11. Zpracovani dat

Data byla zpracovana v programu Microsoft Excel 2003. Statistické vyhodnoceni
bylo provedeno v Microsoft Excel s pouzitim neparového Studentova t-testu. Za statisticky
vyznamny rozdil byl povazovan rozdil p<0,05. Data predstavuji primér £ smérodatna

odchylka.

7.12.  Vyhodnoceni signali z filmi
Filmy byly skenovany GS 800 kalibrovanym denzitometrem (Bio-Rad). Analyza
obrazu byla provedena manualné v programu Quantity One. Obrazky byly ulozeny jako

nekomprimovany soubor TIFF.

7.13. Vyhodnoceni MTT eseje
Me¢fteni absorbace mikrotitracnich desticek bylo provedeno v piistroji Chameleon

(Hidex) pouzitim programu MicroWin a data byla zpracovana v Microsoft Excel.

7.14. 2-DE elektroforéza

Dvourozmérna elektroforéza (2-DE) je kombinace dvou zplsobu separace proteind -
prvnim rozmérem je izoelektricka fokusace, tj. separace proteini podle jejich
izoelektrickych bodl v gelovych stripech, druhy rozmér tvoii ekvilibrace stripu a pfenos
proteinli na polyakrylamidovy gel s obsahem dodecylsulfatu sodného, ve kterém dochézi

k rozdé€leni podle molekulové hmotnosti (MW).

priprava vzorku a méreni koncentrace proteinu

Na 1 analyzu bylo sklizeno cca 100 mil. buné€k pro jeden systém (senzitivni,
rezistentni). Bunééné pelety promyté 3x v PBS byly rozmrazeny a resuspendovany
Vv extrakénim (rehydratacnim) pufru. Vzdy bylo pfipraveno 6 ml rehydratacniho pufru,
doplnéného Cerstvé o navazky 54 mg DTT, 240 mg CHAPS a pridavkem 60 pl amfolyti
(IPG buffer pH 4-7, Amersham). Nejdiive bylo k bunéénym peletim piidano 1 ml
rehydrataéniho pufru, po dikladném vortexovdni a centrifugaci nesolubilizovaného
materialu byla v supernatantu zmeétena koncentrace proteintit Bradfordovou metodou

(Bio-Rad) (viz. kap. 7.5). Koncentrace byla ptidanim dal$ich objemu rehydrata¢niho pufru
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upravena tak, aby se vzdy nanaselo 450 pl objemu vzorku na 1 strip pfi stejné nanaSce

proteinii kolem Img/strip.

rehydratace stripi
Rehydratace stript se 450 ul vzorku probihala 20 min, stripy byly umistény gelovou
stranou dolli, posléze byl systém drazek se stripy zalit mineralnim olejem a rehydratace

pokracovala ptes noc (12h).

Isoelektricka fokusace (IEF)

Druhy den byly stripy po oplachnuti deionizovanou vodou (dH,0) pteneseny do
drazek systému pro isoelektrickou fokusaci (IEF) (Protean IEF cell, Bio-Rad), umistény
gelovou stranou dolit a byly zality minerdlnim olejem. IEF probihala za nésledujicich
podminek: 250 V 30 min, 3000 V 2h, 5000 V 12h a na zavér udrZovacich 500 V do
zastaveni fokusace, celkové 60 kVh pii omezeni proudu 50 pA/1strip a nastaveni teploty
18 °C.
ekvilibrace stripu

Po izoelektrické fokusaci byly stripy ekvilibrovany v ekvilibraénim pufru, 15 min
s rozpustéenym DTT a 15 min s rozpusténym iodacetamidem (redukce, alkylace). Na 10 ml

ekvilibra¢niho pufru bylo pouzito 100 mg DTT a 240 mg iodacetamidu.

SDS-PAGE - priprava geli

Nalévani gelt bylo provadéno ve stejny den, kdy byla spusténa IEF ptes noc. Roztok
byl piipraven dle rozpisu (Tabulka 3). Po pfidani katalyzatori polymerace akrylamidu
(APS, TEMED) byl roztok pouzit k plnéni skel pro gely v PROTEAN Plus Multi-Casting
Chamber (Bio-Rad) adaptérem pro spodni plnéni pomoci peristaltické pumpy na
maximalni rychlost, doba trvani 12ti gelii byla cca 5 min. Po naliti byl gelovy roztok pro
zatuhnuti bez piistupu vzduchu piekryt roztokem vodou saturovaného isobutanolu. Po cca
1h tuhnuti byl isobutanol odstranén, povrch geld omyt stfickou s ddH,O a gely byly zality
roztokem 1,5M Tris pH 8,8 obsahujicim 0,1% SDS a ponechany pies noc do druhého dne
pro druhy rozmér po IEF, SDS-PAGE.
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SDS-PAGE

Po ekvilibraci byly stripy oplachnuty v SDS-PAGE running buffer a pfeneseny na
povrch ptipravenych 12ti 10 % velkych gelt pro druhy rozmér. 2-DE byla provadéna na
systétmu PROTEAN Plus Dodeca Cell (Bio-Rad) pro 12 geli o rozmérech 20x25 cm (6x
senzitivni a 6x rezistentni buniky). Stripy byly k povrchu gelt fixovany zalitim 1-2 ml 0,5%
agardzy rozpu$téné v running (elektrodovém) pufru a obarvené bromophenol blue. Druhy
rozmér probihal za konstantniho chlazeni na 20 °C a pfi stdlé cirkulaci pufru pfi

konstantnim napéti 200 V po dobu +/- 6h.

barveni a odbarveni gelu

Po ukonceni 2-DE byl kazdy gel promyt 3x 15min v dH,O a nasledné barven pies
noc SimplyBlue® SafeStain (Invitrogen) obsahujici 2% NaCl. Odbarvovani probihalo
druhy den v dH;0.

analyza geli a vybér spoti

Gely byly naskenovany zamokra na denzitometru GS-800 (Bio-Rad) a digitalni
obrazy geli byly zpracovdny pomoci programu Phoretix 2D za ucelem srovnani
a kvantifikace jednotlivych spoti. Pracovalo se v semi-manualnim modu, pro statistické
vyhodnoceni se bralo v iivahu 5 relevantnich gelii pro kazdy systém. Primérné integrované
denzity jednotlivych proteinovych spoti byly srovnany mezi skupinami gelt. Jednotlivé
proteinové spoty byly oznafeny jako diferencidlné syntetizovany protein za nasledujicich
kritérii: rozdil v primémé normalizované denzité¢ spotli je vétSsi nez nasobek 1,5
a statistickd hodnota vyznamnosti p stanovena t-testem byla mensi nez 0,05.

Gely byly uchovavany v lednici v 0,2% octové kyseling. Obrazky gelt byly pouzity
pro vypichovani pozadovanych spotil z gelu za pomoci sefiznuté $picky. Vyfiznuté casti
gel byly odeslany pro trypsinizaci proteinti v gelu a identifikaci proteini metodou
MALDI-TOF/TOF-MS (Ustav patologické fyziologie 1. lékaiské fakulty Univerzity
Karlovy v Praze) (Petrak et al., 2009).
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8. Vysledky

8.1.  Vyvoj rezistentni linie CML-T1

Linie CML-T1 byla senzitivni na imatinibem indukovanou apoptézu a slouzila jako
kontrola. Linie CML-T1 rezistentni na 20uM imatinib byla vytvofena dlouhodobym
selekénim tlakem zvySujicich se koncentraci imatinibu v médiu. Nejprve byly bunky
(10 000 bungk/ml) vysety na 12-jamkovou mikrotitraéni desti¢ku, kde byla vytvotrena
koncentra¢ni tfada 0,1; 0,2; 0,4; 0,8uM imatinibu. Po tfech dnech bylo pomoci MTT testu
stanoveno 1Csg (koncentrace, pii které prezije 50% bunék) na 0,45uM imatinib. Ptezivajici
bunky z jamky o koncentraci 0,2uM imatinibu byly kultivovany v kultiva¢nich lahvich
a koncentrace imatinibu v médiu byla zvySovéana na dvojnasobek pfiblizné kazdych deset
dni. Rezistence byla definovana jako schopnost bunék ptezit dlouhodobé pasazovani
v dané koncentraci imatinibu. Porovnani senzitivni a rezistentni linie CML-T1 po pfidani

vzestupnych koncentraci imatinibu je ukazano v grafu (Obr. 8).

CML-T1 MTT

W senzitivni

M rezistentni

OD 570 nm

opM 0,4 pM 1uM 10 uM 20 uM

koncentrace imatinibu

Obr. 8 MTT test Zivotnosti bunék linie CML-T1 senzitivni a rezistentni na 20uM imatinib. Graf dokazuje
rezistenci na imatinib u rezsistentni linie CML-T1. Data vyhodnocena ze # nezavislych experimenti
a ukdzana jako primeér £ smérodatna odchylka.
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Na spolupracujicim pracovisti (Oddéleni molekularni genetiky, Ustav hematologie
akrevni transfuze) byla provedena analyza cCetnosti mutaci pfitomnych v populacich
senzitivnich a rezistentnich CML-T1 bunék. Bylo zjisténo, ze senzitivni CML-T1 bunky
maji mutaci M244V zastoupenou 50%. U imatinib rezistentnich CML-T1 bun¢k se mutace

M244V vyskytuje také v 50% a navic se u nich vyskytuje mutace Y253H v 69%.

8.2.  Proteomicka analyza senzitivni a rezistentni CML-TL1 linie
Senzitivni a rezistentni linie CML-T1 byly pouzity pro proteomickou analyzu za
ucelem porovnat expresni profily proteini pouzitim dvourozmérné -elekroforézy na
dvanacti velkych polyakrylamidovych gelech (PROTEAN® Plus Dodeca Cell, Bio Rad).
Bylo sklizeno cca 100 mil. bunék (senzitivni CML-T1 a CML-T1 rezistentni na 20uM
imatinib), které byly nasledné resuspendovany v rehydratacnim pufru na koncentraci
2mg/ml tak, aby na jeden strip bylo naneseno 1 mg proteini. Po obarveni geli v
SimplyBlue® SafeStain (Invitrogen) byly jednotlivé spoty detekovany a kvantifikovany
pomoci programu Phoretix. Bylo detekovano a kvantifikovano 1200 spoti na gel.
Kritérium pro urceni spotu jako diferencialné exprimovaného byla zména min 1,5 nasobku
v kvantifikaci v Sesti métenich. V porovnani se senzitivnimi buitkami bylo U rezistentni
linie nalezeno 11 proteinovych spoti (Obr. 9), u kterych byla vyrazna kvantitativni
zménéna exprese. Relativni nasobky v expresi se pohybovaly v rozmezi od 1,56 do 6,8.
Kandidatni diferencialné exprimované proteiny byly posléze vytiznuty z geld. Pomoci
MALDI-TOF/TOF-MS se podatilo identifikovat 11 diferencialné exprimovanych proteint
z vybranych spotd (Tabulka 5). Tyto diferencidlné exprimované proteiny se ucastni
raznych bunéénych déji, napf. metabolismu vapniku (kalretikulin/calreticulin) a nukleotida
(adenosin deaminase), DNA metabolismu (RuvB-like 2), buné&tného stresu (Heat shock
protein beta-1), vesikularniho transportu (Synaptic vesicle membrane protein VAT-1
homolog) ¢i patii mezi cytoskeletarni komponenty (Microtubule-associated protein RP/EB
family member 1, Tropomyosin alpha-4 chain) nebo adaptorové proteiny (Na'/H”

exchange regulatory factor-NHERF1).
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8.3.  Identifikace diferencialné exprimovanych proteini

pl

v

N\ : .
8 _ “%13\57*7"

MW

Obr. 9 Diferencidilné exprimované proteiny v rezistentnich CML-T1 buisikach. 10% 2DE gel (pH 4-7)
ukazuje diferencidlné exprimované proteiny v imatinib rezistentnich bunkdch identifikované pomoci Phoretix
software, oznaceno Sipkami (Sipky smérujici nahoru-proteiny se zvySenou expresi, smérujici doli-proteiny se
snizenou expresi u rezistentnich CML-TI bunék); pl, izoelektricky bod; MW, molecular weight, molekulova

hmotnost.
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Tabulka 5 Diferencidlné exprimované proteiny v buiikach CML-T1 rezistentnich na imatinib.

sniZena exprese

spot ¢. uniprot nazev proteinu coverage score mass pl fold p hodnota <

il Q9Y230 RuvB-like 2 38% 149 51296 549 | 2,17 0,02
Synaptic vesicle membrane protein

i3 Q99536 VAT-1 homolog 34% 60 42122 588 | 3,7 0,0385
Microtubule-associated protein RP/EB

i5 Q15691 family member 1 53% 89 30151 5,02 | 1,86 0,0046

i6 P04792 Heat shock protein beta-1 44% 75 22826 5,98 2,2 0,0012

zvySena exprese

spot €. uniprot nazev proteinu coverage score mass pl fold p hodnota <

i7 Q9Y230 RuvB-like 2 29% 81 51296 549 |68 0,015

i8 P27797 Calreticulin 24% 71 48283 4,29 1,8 0,023

i10 P00813 Adenosine deaminase 36% 87 41024 5,63 29 0,0094

i1l P67936 Tropomyosin alpha-4 chain 63% 198 28619 4,67 1,56 0,0355

nove syntetizované

spot €.

i14

uniprot

P04792

nazev proteinu

Heat shock protein beta-1
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8.4. Hledani proteinii jako zasahovych mist s terapeutickym
potencialem

Z diferencialn¢ exprimovanych proteini byl jako marker rezistence vybran protein
NHERF1. Protein NHERF1 byl vybran z divodu detekce dvou proteoforem — jedné s jeho
zvySenou expresi (Obr. 10) a druhé jako nové syntetizované (Obr. 11), ob¢& piitomné

U imatinib rezistentnich CML-T1 bunék.
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Obr. 10 Diferencidlni exprese NHERF1 proteoformy 1 v lyzdtech senzitivnich a rezistentnich CML-T1
bunék.

A) Vyseky z 2-DE gelii. Proteomickd analyza vychdzela z 6 2DE gelii ze senzitivnich bunék a 6 2DE gelii
Z rezistentnich bunék. 5 gelii z kazdého systému bylo pouZito pro vyhodnoceni programem Phoretix cl, ¢2, c3,
c4, c6 predstavuji senzitivni CML-T1 bunky; il, i2, i4, i5, i6 predstavuji rezistentni CML-T1 buriky.
Denzitometricka analyza jednotlivych spotii byla provedena pomoci Phoretix 2D software, jednotlivé hodnoty
byly statisticky vyhodnoceny v programu MS Excel. Proteoforma 1 (spot i9 na 2-DE gelu) proteinu
identifikovaného pozdéji MS-MALDI jako NHERF1.

B) Primeér z hodnot denzitometrické analyzy provedené pomoci Phoretix 2D software. Statistickd vyznamnost
byla vyhodnocena neparovym Studentovym t-testem v MS Excel. Statisticky vyznamny rozdil je oznacen: *
p<0,05 vs. senzitivni. U sloupce uvedena hodnota p (hladina statistické vyznamnosti rozdilu) v porovnani se
senzitivnimi burnikami.
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Obr. 11 Diferencidalni exprese NHERF1 proteoformy 2 v lyzdtech senzitivnich a rezistentnich CML-T1
bunék.

A) Vyseky z 2-DE gelii. Proteomickd analyza vychdzela z 6 2DE gelii ze senzitivnich bunék a 6 2DE gelii
Z rezistentnich bunék). 5 gelii z kazdého systému bylo pouzito pro vyhodnoceni programem Phoretix. C1, €2,
c3, c4, c6 predstavuji senzitivni CML-T1 bunky; il, i2, i4, i5, i6 predstavuji rezistentni CML-TI buiiky.
Denzitometrickd analyza jednotlivych spotii byla provedena pomoci Phoretix 2D software, jednotlivé hodnoty
byly statisticky vyhodnoceny v programu Excel. Proteoforma 2 (spot i1l3 na 2-DE gelu) proteinu
identifikovaného pozdéji MS-MALDI jako NHERF1.

B) Primeér z hodnot denzitometrické analyzy provedené pomoci Phoretix 2D sofiware. Statistickd vyznamnost
byla vyhodnocena neparovym Studentovym t-testem v MS Excel. Statisticky vyznamny rozdil je oznacen: *
p<0,05 vs. senzitivni. U sloupce uvedena hodnota p (hladina statisticke vyznamnosti rozdilu) v porovnani se
senzitivnimi burnikami.
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Diferencidlni exprese proteinu NHERF1 byla potvrzena v lyzatech pomoci Western
blotu (Obr. 12). Protein NHERF1 byl také nalezen diferencialné exprimovan Vv jadrech
CML-T1 bungk (Obr. 13), kde byla jeho exprese vyssi u rezistentnich CML-T1 bunék
V porovnéni se senzitivnimi. Exprese proteinu NHERF1 byla statisticky vyznamné vyssi

jak v lyzatech, tak 1 v jadrech rezistentnich CML-T1 bunék.

NHERF1
39 kDa

senzitivni rezistentni

B NHERF1 - lyzat
2,52563E-05

*

35 +
30
25
20
15

relativni intenzita

senzitivni rezistentni

m NHERF1

Obr. 12 Srovndni exprese proteinu NHERF1 v lyzdtech senzitivnich a rezistentnich CML-T1 bunék.

A) Western blot proteinu NHERF1. Protein NHERF1 byl detekovan v lyzdtech senzitivnich a rezistentnich
CML-T1 bunék. Ukazan je jeden western blot ze tri nezavislych experimenti.

B) Denzitometricka kvantifikace exprese proteinu NHERF1. Data vyhodnocena ze ti nezavislych
experimentii a ukdzdna jako aritmeticky priumér + smérodatna odchylka. Denzitometricka analyza byla
provedena pomoci Quantity One software. Statisticka vyznamnost byla vyhodnocena neparovym Studentovym
t-testem v MS Excel. Statisticky vyznamny rozdil je oznacen: * p<0,05 vs. senzitivni. U sloupce uvedena
hodnota p (hladina statistické vyznamnosti rozdilu) v porovnadni se senzitivnimi bunkami.
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Obr. 13 Srovndni exprese proteinu NHERF1 v jadrech senzitivnich a rezistentnich CML-T1 bunék.

A) Western blot proteinu NHERF1. Protein NHERF1 byl detekovan v jadrech senzitivnich a rezistentnich
CML-T1bunék. Ukazan je jeden western blot ze ti nezavislych pokusii.

B) Denzitometricka kvantifikace exprese celkového proteinu NHERF1. Data vyhodnocena ze ti nezavislych
experimentii a ukdzdna jako aritmeticky priumér t smérodatna odchylka. Denzitometrickd analyza byla
provedena pomoci Quantity One software. Statistickd vyznamnost byla vyhodnocena nepdarovym Studentovym
t-testem v MS Excel. Statisticky vyznamny rozdil je oznacen: * p<0,05 vs. senzitivni. U sloupce uvedena
hodnota p (hladina statistické vyznamnosti rozdilu) v porovnani se senzitivnimi burnikami.

Pro€ pravé imatinib rezistentni CML-T1 buniky potiebuji zvySené mnozstvi NHERF1
proteinu? Na zakladé dostupnych informaci z védeckych publikaci byly navrZzeny tfi mozné

zpusoby fungovani NHERF1 proteinu v rezistentni CML-T1 linii.
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8.4.1. NHERF1: Regulace Mrp2 transportéru

Pro moznost pfipadné role proteinu NHERF1 v mechanismu rezistence spojené
S kooperaci s Mrp2 transportérem jsme potiebovali ovéfit, zda je Mrp2 identifikovatelny
V nasich bunécnych liniich. Jako pozitivni kontrolu jsme pouzili lyzaty z bunécnych linii
¢i tkanovych vzorkli pouzivanych v nasi laboratofi, které by podle dostupnych informaci
(proteinatlas.org, PubMed), mély byt pozitivni na Mrp2. Na obr. 14 je patrné, ze, Mrp2
transportér V téchto kontrolnich lyzatech byl pomoci western blotu detekovan, avsak
U bunétnych linii CMLT1 nebyla pfitomnost proteinu Mrp2 metodou western blot

prokazana.

senzitivni rezistentni  K-562 HL-60 Hela  mysijatra

Obr. 14 Detekce Mrp2 transportéru v lyzdtech (senzitivni a rezistentni CML-TI buiiky, K-562, HL-60,
HeLa, mysi jatra). Mrp?2 transportér nebyl u senzitivnich a rezistentnich CML-T1 bunék detekovan. Lyzaty
Z bunek K-562, HL-60, HeLa a mysich jater byly ziskany 7 nasi laboratore.

8.4.2.  NHERF1: Regulace Na'/H" prenase¢e (NHE-1)

Zvysena exprese proteinu NHERF1 by mohla u rezistentnich bunék prostiednictvim
Na'/H" pfenasede vyrovnavat zmény v cytosolickém pH zpiisobené napf. apoptozou.
Aplikace inhibitori NHE-1 pfenaSeCe by podle této tivahy mohla vyvolavat apoptdzu
u rezistentnich bunék. U senzitivnich a rezistentnich CML-T1 bun¢k jsme provedli MTT
testy s klinicky pouZivanymi inhibitory Na*/H* a Na*/Ca?* pienaseti. Pouzité inhibitory
byly amilorid, EIPA (5-(N-Ethyl-N-isopropyl)amiloride) a DCB (3,4-dichlorobenzamil
hydrochloride). Vysledky MTT testi ovSem neprokazaly specifickou u¢innost téchto
inhibitort pfi porovnani senzitivnich a rezistentnich bun¢k: na oba druhy bunék mély
shodny ucinek pfi stejnych koncentracich (ICso amilorid 15uM (Obr. 15), ICso EIPA 10uM
(Obr. 16), ICso DCB 7uM (Obr. 17)).
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Obr. 15 Vliv amiloridu na Zivetnost senzitivnich a rezistentnich CML-TI bunék.
Amilorid nevykazuje selektivni ucinek na rezistentni CML-T1 bunky, pusobi nespecificky. Zivotnost bunck
byla stanovena pomoci MTT testu. Data vyhodnocena ze tii nezavislych experimentii a ukdzdana jako priimér

* smérodatna odchylka.

CML-T1 MTT EIPA
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Obr. 16 Vliv EIPA na Zivotost senzitivnich a rezistentnich CML-T1 bunék.
EIPA nevykazuje selektivni ucinek na rezistentni bunky. Zivotnost bunék byla stanovena pomoci MTT testu.
Data vyhodnocena ze % nezavislych experimentii a ukdzdana jako priimér * smérodatnd odchylka.
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Obr. 17 Vliv DCB na Zivotnost senzitivnich a rezistentnich CML-TI bunék.
DCB nevykazuje selektivni ucinek na rezistentni buriky. Zivotnost bunék byla stanovena pomoci MTT testu.
Data vyhodnocena ze dvou nezavislych experimentii a ukdzana jako priumér + smerodatna odchylka.

8.4.3. NHERFL1: Napojeni na Wnt signalizaci
Zvysena exprese proteinu NHERF1 byla zkouména také z hlediska mozného
ovlivnéni vnitrobunééné signalizace. Pomoci metody Western blot jsme sledovali expresi

proteinli Wnt signalnich drah u senzitivnich a rezistentnich CML-T1 bunék.

8.4.3.1.  Proteiny kanonické Wnt signalni drahy
Beta-katenin
Beta-katenin fungujici jako koaktivator transkripénich faktort LEF/TCF je klicovou

efektorovou molekulou kanonické Wnt signalizace (Behrens et al., 1996; Molenaar et al.,

1996).
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Celkovy beta-katenin

Nejdiive jsme se zaméfili na detekci celkového mnozstvi beta-kateninu v lyzatech,
cytoplazmé a jadrech senzitivnich a rezistentnich CML-T1 bunék. Exprese celkového
beta-kateninu byla nepatrné vys$$i Vv lyzatech u senzitivnich bun€k (Obr. 18). Naopak
exprese beta-kateninu v cytoplazmé byla nepatrné vyssi u rezistentnich CML-T1 bun¢k
(Obr. 19). Exprese celkového beta-kateninu v jadrech senzitivnich a rezistentnich CML-T1

bunék byla statisticky vyrazné€ nizsi u rezistentnich CML-T1 buné¢k (Obr. 20).
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Obr. 18 Detekce celkového mnoZistvi beta-kateninu v lyzdtech senzitivnich a rezistentnich CML-TI1 bunék.
A) Western blot celkového beta-kateninu. Celkovy beta-katenin byl detekovdn v lyzdtech senzitivnich
a rezistentnich CML-T1 bunék. Ukdzadn je jeden western blot ze dvou nezavislych experimentii.

B) Denzitometrickd kvantifikace exprese celkového beta-kateninu. Data vyhodnocena ze dvou nezavislych
experimentii a ukdzdna jako aritmeticky priumér + smérodatna odchylka. Denzitometricka analyza byla
provedena pomoci Quantity One software.
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Obr. 19 Detekce celkového mnoistvi beta-kateninu v cytoplazmé senzitivnich a rezistentnich CML-T1
bunék.

A) Western blot celkového beta-kateninu. Celkovy beta-katenin byl detekovdn v cytoplazmé senzitivnich
a rezistentnich CML-T1 bunék. Ukazan je jeden western blot ze dvou nezavislych experimentii.

B) Denzitometricka kvantifikace exprese celkového beta-kateninu. Data vyhodnocena ze dvou nezavislych
experimentii a ukdzdna jako aritmeticky priumér * smérodatna odchylka. Denzitometrickd analyza byla
provedena pomoci Quantity One software.
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Obr. 20 Detekce celkového mnoZstvi beta-kateninu v jadrech senzitivnich a rezistentnich CML-TI bunék.
A) Western blot celkového beta-kateninu. Celkovy beta-katenin byl detekovin v jadrech senzitivnich
a rezistentnich CML-T1 bunék. Ukdzan je jeden western blot ze t7i nezavislych experimentii.

B) Denzitometricka kvantifikace exprese celkového beta-kateninu. Data vyhodnocena ze t# nezavislych
experimentii a ukdzdna jako aritmeticky prumér t smérodatnd odchylka. Denzitometrickd analyza byla
provedena pomoci Quantity One software. Statistickd vyznamnost byla vyhodnocena nepdarovym Studentovym
t-testem v MS Excel. Statisticky vyznamny rozdil je oznacen: * p<0,05 vs. senzitivni. U sloupce uvedena
hodnota p (hladina statistické  vyznamnosti rozdilu) v pOrovnani se senzitivnimi  bunikami.

Fosforylovany beta-katenin

V buiice dochazi k fosforylaci beta-kateninu na rtiznych aminokyselinovych zbytcich.
Ruzné fosforylované formy beta-kateninu ovliviwyji stabilitu a aktivitu tohoto proteinu
(Yost et al., 1996; Amit et al., 2002; Liu et al., 2002; Yanagawa et al., 2002; Hino et al.,
2005; Taurin et al., 2006; Fang et al., 2007; He et al., 2007).

fosforylace beta-kateninu vedouci k jeho degradaci
V senzitivnich a rezistentnich CML-T1 bunkach jsme zkoumali expresi beta-kateninu
fosforylovaného na Thr41/Ser45. Statisticky vyznamné vyssi expresi takto fosforylovaného

beta-kateninu jsme nalezli v lyzatech senzitivnich bun¢k (Obr. 21).
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Obr. 21 Detekce beta-kateninu fosforylovaného na Thr41/Serd5 v lyzdtech senzitivnich a rezistentnich
CML-T1 bunék.

A) Western blot beta-kateninu fosforylovaného na Thr41/Serd5. Beta-katenin fosforylovany na Thr41/Ser45
byl nalezen v lyzdatech senzitivnich a rezistentnich CML-T1 bunék. Ukdzdn je jeden western blot ze tii
nezavislych experimentii.

B) Denzitometricka kvantifikace hladiny beta-kateninu pThrd41/pSerd5 piitomného v lyzdtech. Data
vyhodnocena ze # nezavislych experimentii a ukdzdna jako aritmeticky priimér * smérodatnd odchylka.
Denzitometrickd analyza byla provedena pomoci Quantity One software. Statisticka vyznamnost byla
vyhodnocena nepdarovym Studentovym t-testem v MS Excel. Statisticky vyznamny rozdil je oznacen: * p<0,05
vs.senzitivni. U sloupce uvedena hodnota p (hladina statistické vyznamnosti rozdilu) v porovnani
se senzitivnimi burikami.

V senzitivnich i rezistentnich CML-T1 bunkach byla stanovena exprese
beta-kateninu fosforylovaného na Ser33/Ser37/Thr4l. Takto fosforylovany beta-katenin
byl nalezen ve vétsi mife v cytoplazmé senzitivnich CML-T1 bunék (Obr. 22).

62



L .,..,,.. | Beta-katenin pSer33/pSer37/pThr4l
R 42 kDa

senzitivni  rezistentni

Beta-katenin pSer33/pSer37/pThral - cytoplazma

80
70 A
60 -
50
40 -
30
20
10 -

0,0078505

*x

relativni intenzita

senzitivni rezistentni

M Beta-katenin pSer33/pSer37/pThr4l

Obr. 22 Detekce beta-kateninu fosforylovaného na Ser33/Ser37/Thrdl v cytoplazmé senzitivnich
a rezistentnich CML-T1 bunék.

A) Western blot beta-kateninu fosforylovaného na Ser33/Ser37/Thr4l. Beta-katenin fosforylovany na
Ser33/Ser37/Thr4lbyl nalezen v cytoplazmé senzitivnich a rezistentnich CML-T1 bunék. Ukdzdn je jeden
western blot ze tri nezavislych experimentii.

B) Denzitometricka kvantifikace hladiny beta-kateninu pSer33/pSer37/pThr4l pritomného v cytoplazmé.
Data vyhodnocena ze ti nezavislych experimentii a ukdazana jako aritmeticky priomér £ smérodatna odchylka.
Denzitometrickd analyza byla provedena pomoci Quantity One software. Statistickd vyznamnost byla
vyhodnocena nepdrovym Studentovym t-testem v MS Excel. Statisticky vyznamny rozdil je oznacen: * p<0,05
vs. senzitivni. U sloupce uvedena hodnota p (hladina statistické vyznamnosti rozdilu) v porovnani se
senzitivnimi burnikami.

fosforylace beta-kateninu majici za nasledek jeho stabilizaci a aktivaci transkripce
Imunodetekce beta-kateninu fosforylovaného na Ser552 western blotem prokazala
ptitomnost takto modifikovaného beta-kateninu v jadrech senzitivnich i rezistentnich
CML-T1 bungk, statisticky vyssi exprese beta-kateninu pSer552 byla v jadrech
rezistentnich  CML-T1 bunék (Obr. 23). Beta-katenin pSer552 nebyl detekovan

Vv cytoplazmatické frakei.
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Obr. 23 Detekce beta-kateninu fosforylovaného na Ser 552 v jadrech senzitivnich a rezistentnich CML-T1
bunék.

A) Western blot beta-kateninu fosforylovaného na Ser 552. Beta-katenin fosforylovany na Ser 552 byl nalezen
V jadrech senzitivnich a rezistentnich CML-T1 bunék, nikoliv v cytoplazmé. Ukdzan je jeden western blot ze
tri nezavislych experimental.

B) Denzitometrickd kvantifikace exprese beta-kateninu pSer552. Data vyhodnocena ze #% nezavislych
experimentii a ukdzdna jako primér t smérodatnd odchalka. Denzitometricka analyza byla provedena
pomoci Quantity One software. Statistickd vyznamnost byla vyhodnocena nepdrovym Studentovym t-testem
v MS Excel. Statisticky vyznamny rozdil je oznacen: * p<0,05 vs. senzitivni. U sloupce uvedena hodnota p
(hladina statistické vyznamnosti rozdilu) v porovndni se senzitivnimi buiikami.

Beta-katenin fosforylovany na Ser675 byl rovnéz detekovan pouze vV jadrech
senzitivnich i rezistentnich CML-T1 bunék a ne v cytoplazmé (Obr. 24).
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Obr. 24 Detekce beta-kateninu fosforylovaného na Ser 675 v jadrech senzitivnich a rezistentnich CML-T1
bunék.

A) Beta-katenin fosforylovany na Ser 675 byl nalezen v jadrech senzitivnich a rezistentnich CML-T1 bunék,
nikoliv v cytoplazmé. Ukdzdn je jeden western blot ze tii nezavislych experimentii.
B) Denzitometricka kvantifikace exprese beta-kateninu pSer675. Data vyhodnocena ze i nezavislyich

experimentii a ukdzdana jako aritmeticky priumér * smérodatna odchylka. Denzitometricka analyza byla
provedena pomoci Quantity One software.

Lze tedy soudit, Ze beta-katenin je transkripéné aktivni jak u senzitivnich tak
I rezistentnich bunék a Ze kanonicka draha je u obou téchto ptipadl ve stavu ,,zapnuto®.
Mezi senzitivnimi a rezistentnimi CML-T1 bunkami je pravdépodobné rozdilna troven

degradace beta-kateninu.
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Protein LRP6 a jeho fosforylovana forma

Zkoumali jsme expresi proteinu LRP6, ktery funguje jako koreceptor ve Wnt signalni
draze (Pinson et al., 2000; Tamai et al., 2000). Protein LRP6 jsme nalezli v lyzatech
senzitivnich CML-T1 bungk, kde byla jeho exprese statisticky vyrazné vyssi nez v ptipadé

rezistentnich CML-T1 bung¢k (Obr. 25).
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Obr. 25 Detekce proteinu LRP6 v lyzdtech senzitivnich a rezistentnich CML-TI1 bunék.

A) Western blot proteinu LRP6. Protein LRP6 byl nalezen v lyzdtech senzitivnich a rezistentnich CML-T1
bunék. Ukazan je jeden western blot ze tri nezavislych experimentii.

B) Denzitometrickd kvantifikace exprese proteinu LRP6 pritomného v lyzdtech. Data vyhodnocena ze tri
nezavislych experimentii a ukdzana jako aritmeticky primér * smérodatnd odchalka. Denzitometrickad
analyza byla provedena pomoci Quantity One software. Statisticka vyznamnost byla vyhodnocena nepdarovym
Studentovym t-testem v MS Excel. Statisticky vyznamny rozdil je oznacen: * p<0,05 vs. senzitivni. U sloupce
uvedena hodnota p (hladina statistické vyznamnosti rozdilu) v porovnani se senzitivnimi busikami.

66



P-LRP6
180-210 kDa

senzitivni rezistentni

P-LRP6 - lyzat

16
14
12 -
10 +

relativni intenzita

OoON b O
I

-

senzitivni rezistentni

M P-LRP6

Obr. 26 Detekce fosforylované formy proteinu LRPG6 v Iytdtech senzitivnich a rezistentnich CML-TI bunék.
A) Western blot fosforylovaného proteinu LRP6. Fosforylovany protein LRP6 byl nalezen v [yzdtech
senzitivnich a rezistentnich CML-T1 bunék. Ukdzan je jeden western blot ze dvou nezavislych experimentii.

B) Denzitometrickd kvantifikace exprese fosforylovaného proteinu LRP6 pritomného v lyzdtech. Data
vyhodnocena ze dvou nezavislych experimentii a ukdzdana jako aritmeticky priumér £ smérodatnd odchylka.
Denczitometrickd analyza byla provedena pomoci Quantity One software.

Fosforylovanou formu LRP6 koreceptoru jsme nalezli ve vét§im mnozstvi v lyzatech

senzitivnich CML-T1 bunék (Obr. 26).
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Transkripéni faktory aktivované kanonické Wnt signalni drahy a jejich produkty

TCF/LEF

TCF/LEF se véazi na Wnt ,response elements“ a vytvaii misto pro vazbu
beta-kateninu, ktery se po aktivaci Wnt signalni drahy translokuje do jadra a aktivuje
transkripci cilovych gend (Behrens et al., 1999; Molenaar et al., 1996).
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Obr. 27 Detekce transkripéniho faktoru LEF1 v jadrech senzitivnich a rezistentnich CML-T1 bunék.
A) Western blot transkripcniho faktoru LEF1 (Lymphoid Enhancer Factor 1). LEF1byl nalezen v jddrech
senzitivnich a rezistentnich CML-T1 bunék. Ukdzan je jeden western blot z jednoho experimentu.

B) Denzitometricka kvantifikace hladiny LEFIpFitomného v jadrech. Vyhodnoceno z jednoho experimentu.
Denczitometrickd analyza byla provedena pomoci Quantity One software.

Exprese transkripéniho faktoru LEF1 byla vysSi vjadrech senzitivnich bunék
V porovnani s bunikami rezistentnimi (Obr. 27).
Exprese transkripéniho faktoru TCF1 byla pfiblizné¢ stejnd u senzitivnich

i rezistentnich CML-T1 bun¢k (Obr. 28).
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Obr. 28 Detekce transkripénino faktoru TCF1 v jadrech senzitivnich a rezistentnich CML-T1 bunék.

A) Western blot transkripcniho faktoru TCFI (T Cell Factor 1). TCF1byl nalezen v jddrech senzitivnich
a rezistentnich CML-T1 bunék. Ukdzan je jeden western blot z jednoho experimentu.

B) Denzitometricka kvantifikace hladiny TCF1 piitomného v jadrech. Vyhodnoceno z jednoho experimentu.
Denzitometricka analyza byla provedena pomoci Quantity One software.
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c-Myc

Jako dal$i marker kanonické Wnt signalizace jsme testovali pfitomnost
protoonkogenu a transkripcniho faktoru c-Myc u senzitivnich a rezistentnich CML-T1
bun¢k. Exprese proteinu c-Myc byla statisticky vyrazné nizsi v jadrech rezistentnich
CML-T1 bungk ve srovnani s CML-T1 buiikami senzitivnimi (Obr. 29).

Piestoze tedy detekce aktivovanych forem beta-kateninu v jadrech jak senzitivnich
tak rezistentnich CML-T1 bunék naznacuje zapnutou kanonickou Wnt signalni drahu,

cilovy transkripcni faktor Wnt drahy nebyl detekovan u rezistentnich CML-T1 bungk.
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Obr. 29 Detekce proteinu c-Myc v jddrech senzitivnich a rezistentnich CML-T1 bunék.

A) Western blot proteinu c-Myc. Protein c-Myc byl nalezen v jadrech senzitivnich a rezistentnich CML-T1
bunék. Ukdzan je jeden western blot ze t7i nezavislych experimentii.

B) Denzitometricka kvantifikace exprese proteinu c-Myc pritomného v jadrech. Data vyhodnocena ze tii
nezavislych experimentii a ukdzana jako aritmeticky priumér * smérodatnd odchylka. Denzitometrickd
analyza byla provedena pomoci Quantity One software. Statisticka vyznamnost byla vyhodnocena nepdarovym
Studentovym t-testem v MS Excel. Statisticky vyznamny rozdil je oznacen: * p<0,05 vs. senzitivni. U sloupce
uvedena hodnota p (hladina statistické vyzramnosti rozdilu) v porovndni se senzitivnimi burikami.
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Cyklin D1

Dalsim transkripénim cilem Wnt signalni drahy je cyklin D1 (Shtutman et al., 1999;
Tetsu and McCormick 1999). Rozdil vexpresi cyklinu D1 mezi senzitivnimi
a rezistentnimi CML-T1 bunkami nebyl statisticky vyznamny (p=0,4125106) (Obr. 30).
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Obr. 30 Detekce cyklin D1V jddrech senzitivnich a rezistentnich CML-T1 bunék.

A) Western blot proteinu cyklinu DI. Cyklin D1 byl nalezen v jadrech Senzitivnich a rezistentnich CML-T1
bunék. Ukazan je jeden western blot ze tri nezavislych experimentii.

B) Denzitometrickad kvantifikace exprese proteinu cyklinu D1 pritomného v jadrech. Data vyhodnocena ze #7
nezavislych experimentii a ukdazana jako aritmeticky prumér * smeérodatna odchylka. Denzitometrickd
analyza byla provedena pomoci Quantity One software. Statistickd vyznamnost byla vyhodnocena nepdrovym
Studentovym t-testem v MS Excel. Rozdil nebyl statisticky vyzrnamny, p=0,41251068.
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Met

Transkripénim cilem Wnt signdlni drahy je také tyrosin kinaza Met, kterd byla
navrzena jako terapeuticky cil v nékterych malignich onemocnénich (Sattler and Salgia,
2009). Tyrosin kinaza Met byla nalezena v jadrech senzitivnich a rezistentnich CMI-T1
bunck pfiblizn€ ve stejném mnozstvi, rozdil v expresi mezi senzitivnimi a rezistentnimu

CML-T1 buiikami nebyl statisticky vyznamny (p=0,297987) (Obr. 31).
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Obr. 31 Detekce tyrosin kindzy Met v jadrech senzitivnich a rezistentnich CML-T1 bunék.

A) Western blot tyrosin kindzy Met. Tyrosin kindza Met byla nalezena v jadrech Senzitivnich a rezistentnich
CML-T1 bunék. Ukdzan je jeden western blot ze tii nezavislych experimentii.

B) Denzitometrickd kvantifikace exprese tyrosin kindzy Met pfitomné V jadrech. Data vyhodnocena ze tii
nezavislych experimentii a ukdzdna jako aritmeticky prumeér * smerodatna odchylka. Denzitometricka
analyza byla provedena pomoci Quantity One software. Statistickd vyznamnost byla vyhodnocena nepdrovym
Studentovym t-testem v MS Excel. Rozdil nebyl statisticky vyznamny, p=0,297987.
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Cyklooxygenaza 2

Neptimou metodou pomoci inhibice produktu cilového genu kanonické Wnt signalni
drédhy a naslednym MTT testem jsme zkoumali zivotaschopnost senzitivnich i rezistentnich
CML-T1 bungk v ptitomnosti indomethacinu - inhibitoru cyklooxygenazy 1 a 2 (COX-1/2)
(Obr. 32). Exprese cyklooxygenazy 2 (COX-2) je regulovana prostfednictvim kanonické
Wnt signélni drahy (Araki et al., 2003). Chtéli jsme si tak ovéfit predpoklad, ze pokud
senzitivni 1 rezistentni CML-T1 buiikky maji aktivni kanonickou Wnt signalni drahu,
inhibice transkripéniho cile této drahy COX-2 bude nespecificky ptsobit proti senzitivni
i rezistentni linii CML-T1 bunék.

CML-T1 MTT Indomethacin

0,8

OD570 nm

W senzitivni

M rezistentni

0 50 100 150 200 300

UM Indomethacin

Obr. 32 Viiv indomethacinu na fivotnost senzitivnich a rezistentnich CML-T1 bunék.

Indomethacin je inhibitor cyklooxygendzy 2 (COX-2), kterd patii mezi transkripcni cile kanonické Wnt
signalni drdahy. Po inhibici COX-2 doslo k eliminaci senzitivnich i rezistentnich CML-T1 bunék. Zivotnost
senzitivnich a rezistentnich CML-T1 bunék jsme stanovili pomoci MTT testu. Data vyhodnocena ze tii
Nezavislych experimentii a ukdazana jako primér * smérodatnd odchylka.

Na zakladé detekce aktivni formy fosforylovaného beta-kateninu v jadrech
senzitivnich 1 rezistentnich CML-T1 bunék pfedpokladame, Ze kanonickd Wnt signdlni

dréha je aktivni u obou bunécnych linii. V ptipadé aktivni kanonické Wnt signalni drahy
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u senzitivnich 1 rezistentnich CML-T1 bunék jsme ocekavali nespecifické plisobeni
inhibitoru cyklooxygenazy 2, které se nam potvrdilo.
Na zéklad¢ téchto vyledkii jsme se rozhodli studovat expresi dalSich proteint

ucastnicich se predev§im nekanonickych Wnt signalnich drah.

8.4.3.2.  Proteiny (kanonické i) nekanonické Wnt signalni drahy
Nejprve jsme studovali expresi proteini Dishevelled 2 a Dishevelled 3, které se
ucastni kanonické i nekanonické Wnt signalizace, abychom zjistili, zda existuji rozdily

Vv expresi téchto proteinli mezi senzitivnimi a rezistentnimi CML-T1 buiikami.

Dishevelled 2
Prvnim proteinem, jehoz expresi jsme stanovovali v Cytoplazmé pomoci Western
blotu u senzitivnich a rezistentnich CML-T1 bungk, byl protein DvI2. Nedetekovali jsme

vyrazné rozdily vexpresi mezi senzitivnimi a rezistentnimi CML-T1 bunkami

(p=0,065119498) (Obr. 33).

74



S - o Dishevelled 2
R — 90-95 kDa

senzitivni rezistentni

Disheveled 2 - cytoplazma

90
80

60 -
50
40 ~
30
20 A
10 -

relativni intenzita

senzitivni rezistentni

M Dishevelled 2

Obr. 33 Detekce protein Dishevelled 2 v senzitivnich a rezistentnich CML-T1 burikdch.

A) Western blot proteinu Dishvelled 2. Protein Dishevelled 2 byl nalezen v cytoplazmé senzitivnich
a rezistentnich CML-T1 bunék. Ukazan je jeden western blot ze tii nezavislych experimentii.

B) Denzitometrickd kvantifikace exprese proteinu Dishevelled 2 pritomného v cytoplazmé. Data vyhodnocena
ze tFi nezavislych experimentii a ukazdna jako priomeér * smérodatna odchylka. Denzitometricka analyza byla
provedena pomoci Quantity One software. Statistickd vyznamnost byla vyhodnocena nepdrovym Studentovym
t-testem v MS Excel. Rozdil nebyl statisticky vyznamny, p=0,065119498.
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Dishevelled 3
Zjistili jsme, Ze protein Dishevelled 3 je narozdil od proteinu Dishvelled 2

exprimovan pouze v lyzatech rezistentnich CML-T1 buné¢k (Obr. 34).
A
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Obr. 34 Detekce protein Dishevelled 3 v senzitivnich a rezistentnich CML-T1 burikdch.

A) Western blot proteinu Dishvelled 3. Protein Dishevelled 3 byl nalezen v lyzdtech senzitivnich
a rezistentnich CML-T1 bunék. Ukazan je jeden western blot ze tri nezavislych experimentii.

B) Denzitometrickd kvantifikace exprese proteinu Dishevelled 3 pritomného v lyzatech. Data vyhodnocena ze
tri nezavislych experimentii a ukdzana jako aritmeticky priumér * smeérodatna odchylka. Denzitometrickd
analyza byla provedena pomoci Quantity One software. Statisticka vyznamnost byla vyhodnocena nepdrovym
Studentovym t-testem v MS Excel. Statisticky vyznamny rozdil je oznacen: * p<0,05 vs. senzitivni. U sloupce
uvedena hodnota p (hladina statistické vyznamnosti rozdilu) v porovnani se senzitivnimi bunkami.
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8.43.2.1.  Proteiny Wnt/Ca®" signalni drahy
NFAT

Studovali jsme expresi transkripéniho faktoru NFAT v senzitivnich a rezistentnich
CML-T1 bunkach. Tento transkripéni faktor jsme detekovali v cytoplazmé& a jadrech
senzitivnich CML-T1 bunék. V cytoplazmé (Obr. 35) i jadrech (Obr. 36) rezistentnich
CML-T1 bungk byla exprese transkripcniho faktoru NFAT statisticky vyrazné nizsi nez
u senzitivnich CML-T1 bunék. Senzitivni CML-T1 buiikky maji tedy pfitomny v jadie

efektory kanonické 1 nekanonické Wnt signélni dréhy.

A
[ NFAT
: 140 kDa
senzitivni rezistentni
B
NFAT - cytoplazma
70
60
(0]
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< *
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senzitivni rezistentni
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Obr. 35 Detekce transkripéniho faktoru NFAT v cytoplazmé senzitivnich a rezistentnich CML-TI1 bunék.

A) Western blot transkripéniho faktoru NFAT. Transkripcni faktor NFAT byl nalezen v cytoplazmé
senzitivnich a rezistentnich CML-T1 bunék. Ukazan je jeden western blot ze tri nezavislych experimentii.

B) Denzitometrickd kvantifikace exprese transkripéniho faktoru NFAT pritomného v cytoplazmé. Data
vyhodnocena ze t#i nezavislych experimentii a ukdzdna jako aritmeticky priumér * smérodatna odchylka.
Denzitometrickd analyza byla provedena pomoci Quantity One software. Statistickd vyznamnost byla
vyhodnocena nepdrovym Studentovym t-testem v MS Excel. Statisticky vyznamny rozdil je oznacen: * p<0,05
vs. senzitivni. U sloupce uvedena hodnota p (hladina statistické vyznamnosti rozdilu) v porovnani se
senzitivnimi burnkami.
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Obr. 36 Detekce transkripéniho faktoru NFAT v jadrech senzitivnich a rezistentnich CML-T1 bunék.

A) Western blot transkripcéniho faktoru NFAT. Transkripcni faktor NFAT byl nalezen v jadrech senzitivnich
a rezistentnich CML-T1 bunék. Ukazan je jeden western blot ze tFi nezavislych experimentii.

B) Denzitometricka kvantifikace exprese transkripcniho faktoru NFAT pritomného v jddrech. Data
vyhodnocena ze % nezdavislych experimentii a ukdzdana jako aritmeticky prumér + smérodatnd odchylka.
Denzitometrickd analyza byla provedena pomoci Quantity One sofiware. Statistickd vyznamnost byla
vyhodnocena nepdrovym Studentovym t-testem v MS Excel. Statisticky vyznamny rozdil je oznacen: * p<0,05
vs. senzitivni. U sloupce uvedena hodnota p (hladina statistické vyznamnosti rozdilu) v porovnani se
senzitivnimi burnikami.

8.4.3.2.2. Proteiny Wnt/PCP signalni drahy

Za predpokladu, ze protein Dishevelled ptsobi jako integrator bunééné Wnt
signalizace piepinajici mezi kanonickou a nekanonickymi drahami (Gao and Chen, 2010),
z nichz drahu Wnt/Ca** jsme odhalili u rezistentnich bunék jako vypnutou, jsme dodatecné

ovefovali expresi proteinit Wnt/PCP a MAP-kinazové drahy.
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SEK1/MKK4

Zjistili jsme, ze kindza SEK1/MKK4 byla exprimovana pouze V jadrech senzitivnich
i rezistentnich CML-T1 bunégk, nikoliv v cytoplazmé. Exprese kindzy SEK1/MKK4 byla
vyssi v jadrech rezistentnich CML-T1 bunék (Obr. 37).
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Obr. 37 Detekce kinazy SEK /MKK4 pSer257 v jadrech senzitivnich a rezistentnich CML-T1 bunék.

A) Western blot kinazy SEK1/MKK4 fosforylované na Ser257. Kindza SEKI1/MKK4 pSer257 byla nalezena
V jadrech senzitivnich a rezistentnich CML-T1 bunek. Ukdzan je jeden western blot ze dvou experimentii.

B) Denzitometrickd kvantifikace exprese kindzy SEK1/MKK4 pSer257 piitomné v jadrech. Data vyhodnocena
ze dvou experimentii a ukdzdna jako aritmeticky priimér £ smérodatnd odchylka. Denzitometricka analyza
byla provedena pomoci Quantity One software.
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SAPK/INK

Kindza SAPK/INK byla také nalezena pouze v jadrech senzitivnich a rezistentnich
CML-T1 bunck. Exprese kindzy SAPK/INK byla vyssi v jadrech rezistentnich CML-T1
bun¢k (Obr. 38).
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Obr. 38 Detekce kindazy SAPK/JNK pThr183/pTyrl85 v jadrech senzitivnich a rezistentnich CML-T1
bunék.

A) Western blot kinazy SAPK/JNK fosforylované na Thri83 a Tyrl85. Kinaza SAPK/JNK pThri83/pTyri85
byla nalezena v jadrech senzitivnich a rezistentnich CML-T1 bunék. Ukdzan je jeden western blot ze dvou
experimenti.

B) Denzitometrickd kvantifikace exprese kindzy SAPK/INK pThrl83/pTyrl85 pritomné v jadrech. Data
vyhodnocena ze dvou experimentii a ukdzdna jako aritmeticky prumér + smérodatna odchylka.
Denzitometricka analyza byla provedena pomoci Quantity One software.
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ATF-2
Transkripéni faktor ATF-2 je exprimovan pouze v jadrech senzitivnich CML-T1
bunék, v cytoplazmé nebyl detekovan (Obr. 39).
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Obr. 39 Detekce transkripénino faktoru ATF-2 pThr71 v jddrech senzitivnich a rezistentnich CML-T1
bunék.

A) Western blot proteinu ATF-2 fosforylované na Thr71. Protein ATF-2 pThr71 byl nalezen v jddrech
senzitivnich a rezistentnich CML-T1 bunék. Ukdzan je jeden western blot ze dvou experimentii.

B) Denzitometrickd kvantifikace exprese proteinu ATF-2 pThr71piitomného V jadrech. Data vyhodnocena
ze dvou experimentii a ukdzdana jako aritmeticky priumér £ smérodatna odchylka. Denzitometrickd analyza
byla provedena pomoci Quantity One sofiware.
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c-Jun
Transkripéni faktor c-Jun je exprimovan v jadrech senzitivnich i rezistentnich CML-

T1 bunék. V cytoplazmé nebyl tento transkrip¢ni faktor nalezen (Obr. 40).

A

c-Jun
47 kDa

senzitivni rezistentni

c-Jun - jadro

18
16 -
14 -
12 +
10 -

relativni intenzita

oON & O
I

senzitivni rezistentni

M c-Jun

Obr. 40 Detekce transkripénino faktoru c-Jun v jadrech senzitivnich a rezistentnich CML-TI bunék.

A) Western blot proteinu c-Jun. Protein c-Jun byl nalezen v jadrech senzitivnich a rezistentnich CML-T1.
Ukdzdn je jeden western blot z jednoho experimentu.

B) Denzitometrickd kvantifikace exprese proteinu c-Jun pSer63 pritomného v jadrech. Data z jednoho
experimentu. Denzitometricka analyza byla provedena pomoci Quantity One software.
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8.4.3.3.  NavrzZeni zasahového mista

Navrhli jsme hypotézu, zda by ,,nezapnutd* nekanonicka Wnt/Ca** signalizaéni draha
u rezistentnich bunék mohla byt zdsahovym mistem, slabinou rezistentnich CML-T1
bunék, kterou by bylo mozno atakovat klinicky dostupnym agens. Transkripcni faktor
NFAT piechazi do jadra po aktivaci v cytosolu. Aktivace probiha jako defosforylace
neaktivni formy NFAT v cytosolu fosfatazou kalcineurinem (Hogan et al., 2003). Inhibice
tohoto procesu by mohla mit vazné nasledky na metabolismus rezistentnich CML-T1
bunék, zatimco senzitivni CML-T1 buiiky nemusi takova mira inhibice viibec ovlivnit.
K inhibici fosfatazy kalcineurinu bylo pouzito dvou riznych inhibitort, cyklosporinu A
a inhibitoru FK-506 (Cell Signaling). Cyklosporin A vaze protein ,,cyclophilin“ a tento
vznikly komplex inhibuje fosfatazu kalcineurin, kterd je za normalnich podminek
odpovédna za aktivaci NFAT (Liu et al., 1991). FK-506 vaze protein ,,FK506-binding
protein® (12FKBP12) a vytvati tak komplex, ktery inhibuje fosfatazu kalcineurin (Liu et
al., 1991).

Pomoci MTT testi jsme studovali Zivotnost senzitivnich a rezistentnich CML-T1
bun€k v riznych koncentracich inhibitora (cyklosporin A (Obr. 41), FK-506 (Obr. 42))
fosfatazy kalcineurinu a zjistili jsme, ze inhibice fosfatazy kalcineurinu vedla k selektivni

eliminaci rezistentnich CML-T1 bunék.
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Obr. 41 Vliv cyklosporinu A na Zivotnost senzizitvnich a rezistentnich CML-TI1 bunék. Cyklosporin A je
inhibitor kalcineurinu, fosfatazy, ktera defosforyluje a aktivuje NFAT. Inhibice fosfatdzy kalcineurinu pomoci
cyklosporinu vedla k selektivai eliminaci bunék CML-TI rezistentnich na 20uM imatinib. Zivotnost
senzitivnich i rezistentnich bunék byla stanovena pomoci MTT testu. Data vyhodnocena ze tri nezavislych
experimentii a ukdzana jako aritmeticky prumér £ smerodatna odchylka.
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Obr. 42 Vliv FK-506 na Zivotnost senzitivnich a rezistentnich CML-TI1 bunék. Inhibitor FK-506 specificky
inhibuje fosfatazu kalcineurin a tim i aktivaci transkripcniho faktoru NFAT a jeho translokaci do jadra.
Inhibitor FK-506 vykazuje selektivni ii¢inek na buriky rezistentni na 20uM imatinib. Zivotnost byla stanovena
pomoci MTT testu. Data vyhodnocena ze t/i nezavislych experimentii a ukdazana jako aritmeticky primér
smeérodatna odchylka.
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8.4.3.4. Cytoplazmatické a jaderné markery pouZité pro Western blot
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9. Diskuze

Tato prace popisuje hledani potencialnich zasahovych mist s terapeutickym
potencialem u bunék CML-T1 rezistentnich na 20uM imatinib. Nejprve bylo nutné vytvofit
dlouhodobym selekénim tlakem imatinibu v médiu rezistentni linii CML-T1 bunék. Poté
byla pomoci dvourozméré elektroforézy provedena proteomicka analyza a u bunék
CML-T1 rezistentnich na 20uM imatinib byly identifikovany diferencialné exprimované
proteiny. Z téchto diferencialné exprimovanych proteint byl vybran protein NHERFI.
Nasledné je zde popsano testovani rtiznych moznosti fungovani proteinu NHERF1
v imatinib rezistentnich CML-T1 bunkach. Ze tii uvedenych moznosti se prace vénuje
detailngji ovlivnéni Wnt signalizace prostfednictvim NHERF1 proteinu. Sledovanim
exprese proteint Gcastnicich se riznych Wnt signalnich drah jsme chtéli pfispét k nalezeni
potencialniho zasahového mista u bunék CML-T1 rezistentnich na 20uM imatinib.

Rezistence k TKI je jednim z hlavnich divodid selhavani terapie. Pficin rezistence
existuje mnoho, mezi nejvyznamnéjsi patii mutace v Ber-ABI kinaze, které zabraniuji vazbé
TKI nebo Bcr-Abl ziskéa konformaci neschopnou vazby TKI. Stale dochazi k vyvoji novych
TKI inhibitort, 1ze ale ptedpokladat, ze ke vzniku novych bodovych mutaci v Ber- Abl
kinaze bude neustale dochazet. Je proto vyhodné zaméfit se na inhibici alternativnich
signalnich drah a mechanismt ovliviyjicich ptezivani TKI rezistentnich bunék. Vznik
rezistence je doprovdzen zménami na Urovni genomu a proteomu rezistentnich bunék.
Dosud nebylo publikovano mnoho praci vénujicich se proteomickym zménam
v rezistentnich leukemickych bunkéach. Rozhodli jsme se proto vyuzit proteomické metody
Kk hledani a identifikaci potencialnich molekularnich cili — proteind v imatinib rezistentnich
CML-T1 bunkéch. Hledali jsme proteiny nebo signalni drahy, které mohou byt pouzity
jako cile pro selektivni eliminaci imatinib rezistentnich bunék. Nalezeni takového proteinu
by se dalo vyuzit pro zlepseni 1é¢by CML pomoci TKI v kombinaci s inhibitorem cilenym
na dany protein.

Za TUcCelem detekce diferencidlné exprimovanych proteini u senzitivnich
a rezistentnich CML-T1 bun¢k byla provedena dvourozmérna elektroforéza. Bylo nalezeno
a identifikovdno 11 proteint. Nalezené diferencialné exprimované proteiny maji v buiice
riznou funkci a ovliviuji rizné bunéné déje, napf. metabolismus véapniku

(kalretikulin/calreticulin) a nukleotidii (adenosindeaminaza/adenosin deaminase), DNA
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metabolismus (RuvB-like 2), buné&tny stres (Heat shock protein beta-1), vesikularni
transport (Synaptic vesicle membrane protein VAT-1 homolog) ¢i patii mezi cytoskeletarni
komponenty (Microtubule-associated protein RP/EB family member 1, Tropomyosin
alpha-4 chain) nebo adaptorové proteiny (Na'/H" exchange regulatory factor - NHERF1).
Proteiny ,.heat shock protein beta-1“ a adenosindeamindza byly nalezeny diferencialné
exprimované i v TRAIL rezistentnich buiikkach (Petrak et al., 2009). ,,Heat shock protein
beta-1* patii mezi proteiny, které jsou pomoci dvourozmérné elekroforézy nalézané Casto
diferencialné¢ exprimované Vruznych vzorcich (Petrak et al., 2008). Z diferencialné
exprimovanych proteinid byl na zdklad¢ detekce dvou proteoforem u rezistentnich CML-T1
buné¢k vybran protein NHERF1. U rezistentnich CML-T1 bun¢k byla detekovéana jedna
proteoforma se zvySenou expresi adruha proteoforma byla nové syntetizovana.
Diferencialni expresi proteinu NHERF1 jsme potvrdili v bunéénych lyzatech pomoci
Western blotu. Zvysené mnozstvi proteinu NHERF1 bylo zjisténo v bunikach rakoviny prsu
a odvozenych bunéénych liniich (Cardone et al., 2007), v buné¢nych liniich odvozenych
od hepatocelularniho karcinomu (Shibata et al., 2003) a také v bunkach malignich gliomt
(Kislin et al., 2009), kde bylo poukdzédno na to, ze by protein NHERF1 mohl byt
potencialnim terapeutickym cilem. Zabyvali jsme se tim, kde je protein NHERF1
uCML-T1 bun¢k exprimovan, nebot bylo zjisténo, Ze muze byt lokalizovan pod
plazmatickou membranou, V cytoplazmé a v jadie (Georgescu et al., 2008). Protein
NHERF1 se nam podafilo detekovat vjadie CML-T1 bunck rezistentnich na 20uM
imatinib. Dosud bylo znamo, Ze pouze v piipadé bun&né linie piedstavujici model
rakoviny prsu MDA-MB-435 (Cardone et al., 2007), bunéénych liniich odvozenych
Z kolorektalniho karcinomu (Hayashi et al., 2010) a z hepatocelularniho karcinomu
(Shibata et al., 2003) je protein NHERF1 exprimovan i v jadfe. Uvadi se, Ze protein
NHERF1 funguje jako tumorsupresorovy (Dai et al., 2004; Pan et al., 2006; Kreimann et
al., 2007), ovSsem v ptipadé bunék rakoviny prsu je jeho zvySena exprese spojovana
s invazivitou téchto bun¢k (Cardone et al., 2007). Toto kontroverzni pozorovani by mohlo
byt do jisté miry vysvétleno tim, Ze funkce proteinu NHERF1 zavisi na jeho lokalizaci
a postransla¢nich modifikacich, asociaci s interakénimi partnery a bunééné signalizaci (Lin
et al., 2012). Do budoucna by bylo jisté zajimavé provést koimunoprecipitacni experimenty

a identifikovat vazebné partnery NHERF1 proteinu v imatinib rezistentnich CML-T1
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bunkach. Je mozné, ze by nam tyto experimenty objasnily funkci proteinu NHERF1
u rezistentnich CML-T1 bun¢k. Protein NHERF1 ma dvé PDZ domény a bylo zjisténo, Ze
PDZ-1 doménou interaguje s tumor supresorovym proteinem PTEN (Takahashi et al.,
2006) a PDZ-2 doménou interaguje s beta-kateninem (Kreimann et al., 2007) a Fzd
receptory (Wheeler et al., 2011). V bunkach, ve kterych byl beta-katenin jiz stabilizovan,
podporuje NHERF1 beta-katenin/TCF zprostiedkovanou transkripéni aktivitu. ZvySena
exprese NHERF1 tak mize kooperovat s beta-kateninem pfi rozvoji rakoviny jater (Shibata
et al., 2003). V piipadé CML dochazi ke stabilizaci beta-kateninu prostfednictvim
fosforylace Bcr-Abl kinazou, ktera fosforyluje beta-katenin na Tyr86 a Tyr654.
Beta-katenin je nasledné translokovan do jadra a vaze transkripéni faktor TCF4 (Coluccia
et al., 2007). Pti nizkych bunétnych denzitach bylo zjisténo, ze protein NHERF1 je
lokalizovany v jadrech bunéénych linii kolorektalnich karcinomt. Takto aberantné
lokalizovany NHERF1 protein se podili na stabilizaci komplexu beta-kateninu s TCF1
transkripénim faktorem, ktery vdze pomoci PDZ-1 domény. Tento komplex posléze
zprostiedkovava transkripci onkogent jako je napt. c-Myc a cyklin D1 (Lin et al., 2012).
Nelze vyloucit, ze v ptipad¢ rezistentnich CML-T1 bunék, dochazi k tvorbé komplexu
NHERF1 proteinu s beta-kateninem a TCF1 transkriptnim faktorem a ovlivnéni
transkripce gend.

Polozili jsme si otdzku, pro¢ pravé imatinib rezistentni CML-T1 buiiky potiebuji
zvySené mnozstvi NHERF1 proteinu a na zakladé dostupnych informaci z védeckych
publikaci jsme navrhli tfi mozné zplsoby fungovani proteinu NHERF1 v rezistentnich
CML-T1 burnkach, které jsme nasledné testovali.

Prvni testovanou moznosti byla vazba proteinu NHERF1 na Mrp2 transportér
a regulace jeho exprese a funkce. U hepatocytt bylo zjisténo, ze protein NHERF1 reguluje
expresi a funkci Mrp2 transportéru a v ptipadé NHERF1 deficientnich bun€k dochazi ke
snizeni exprese Mrp2 proteinu (Li et al., 2010). Mrp2 patii do skupiny ABC transportért,
které se Ucastni transportu nejriznéjSich molekul ven z bunék, napf. protirakovinovych
1éku (Konig et al., 1999). Predstava, Ze v piipadé zvySené exprese proteinu NHERF1 by
mohlo u rezistentnich CML-T1 buné¢k dochdzet k vétsi aktivité transportéru Mrp2
a transportu imatinibu ven z bunék, se nam nepotvrdila. Protein Mrp2 jsme u bun¢k
CML-T1 nedetekovali.
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Druhou testovanou moznosti bylo ovlivnéni aktivity Na'/H® pfenaSede (protein
NHE-1) prostiednictvim jeho regulatoru - proteinu NHERF1 u rezistentnich CML-T1
bun¢k. Bylo zjisténo, Zze leukemické buniky maji vyssi intraceluldrni pH nez normalni
hematopoetické burky. Je to dano tim, ze exprimuji NHE-1 pfenasec, ktery je zodpoveédny
za regulaci intracelularniho pH. V pfipad¢ inhibice NHE-1 pfenaSeCe pomoci amiloridu
dochazi k jejich apoptdze (Rich et al., 2000). Soucasna inhibice NHE-1 pienasece a NCX
(Na'/Ca?*) pienasede selektivng zabiji gliomové buiiky, nebot’ u nich dochazi ke zvyseni
jiz tak vy3§i intracelularni hladiny Ca®* k cytotoxické urovni (Harley et al., 2010). Rychle
proliferujici buniky, napt. nddorové, preferuji produkci ATP pomoci aerobni glykolyzy (tzv.
Warburgiiv efekt) a dochazi tak ke vzniku laktatu a okyseleni cytosolu (Warburg, 1956).
Metabolismus téchto bunék by pak k potlaceni apoptdzy vyzadoval nepftetrzitou aktivitu
NHE-1 pienasece a aplikace NHE-1 inhibitord by mohla indukovat jejich apoptézu (Rich
et al., 2000). Jednou z moznosti funkce NHERF1 u rezistentnich CML-T1 bun¢k by mohlo
byt ovlivnéni aktivity NHE-1 pienaseée a dysregulace intracelularniho pH, resp.
koncentrace Na* a nepiimo i Ca®* iontii. Pokud by teoreticky dochazelo ke zvyseni aktivity
NHE-1 pftes jeho regulac¢ni protein NHERF1 u rezistentnich CML-T1 bunék, dalo by se
hypoteticky predpoklédat, Ze tyto buniky budou odolnéjsi proti zvySené koncentraci NHE-1
inhibitorit (amilorid, EIPA) a NCX inhibitord (DCB). Provedli jsme sérii MTT testl
a sledovali jsme Zivotnost bunék ve vzrustajicich koncentracich amiloridu, EIPA i DCB.
Vysledky téchto MTT testd ovSem neprokazaly specifické plisobeni pouzitych inhibitort
na rezistentni CML-T1 buiiky. Na senzitivni i1 rezistentni CML-T1 bunky mély tyto
inhibitory shodny ucinek pii stejnych koncentracich (ICsp amilorid 15uM, ICsy EIPA
10uM, ICsp DCB 7uM).

Tteti testovanou moznosti bylo ovlivnéni bunétné signalizace prostrednictvim
proteinu NHERF1. Protein NHERF1 ma dvé PDZ domény. Mnoho proteinti obsahujicich
PDZ domény se Gicastni bunécné signalizace, pfedevsim Wnt signalni drahy (Subbaiah et
al., 2011). Bylo zjisténo, ze NHERF1 prostiednictvim své PDZ-2 domény ptimo interaguje
s nékterymi Fzd receptory (Fzd2, Fzd4, Fzd7). Dochazi tak k regulaci Wnt signalizace
a udrzeni nizkych hladin aktivovaného beta-kateninu, protoze protein NHERF1 interferuje

s vazbou proteinu Dvl na Fzd receptor. Ztrata NHERF1 proteinu posilila kanonickou Wnt
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signalizaci u buné¢nych linii odvozenych z bunék rakoviny prsu a u bunék prsni zlazy
a doslo tak ke zvyseni hladiny aktivovaného beta-kateninu (Wheeler et al., 2011).

Nabidla se hypotéza, podle které by nadprodukce NHERF1 proteinu u rezistentnich
CML-T1 bunék mohla mit za nasledek dysregulaci v bunééné Wnt signalizaci oproti
senzitivnim CML-T1 bunkdm. Vyssi hladina NHERF1 proteinu by mohla mit za nasledek
niz8i podil aktivovaného beta-kateninu vV rezistentnich CML-T1 bunkach aimatinib
rezistentni CML-T1 bunky by mohly preferovat nékterou ztzv. nekanonickych Wnt
signalnich drah. Nizka hladina aktivovaného beta-kateninu ¢i urcita ¢ast nekanonické Wnt
signdlni drahy by pak mohly poslouzit k hleddni potencidlnich zésahovych mist
u rezistentnich CML-T1 bun¢k. Aberantni Wnt signalizace hraje vyznamnou roli pfi vzniku
nejrizngjSich rakovin véetné hematologickych onemocnéni (Ge and Wang, 2010). Bylo
tedy navrzeno, ze Wnt signalni drdha by mohla byt potencidlnim terapeutickym cilem
(Anastas et al., 2013). V ptipad¢ vzorku pacienti bylo zjisténo, ze béhem progrese CML
dochazi ke zméné exprese genii Wnt/beta-kateninové signalni drahy jako jsou napt. FZD2
a LRP6 (Radich et al., 2006).

Zamétili jsme se na roli NHERF1 proteinu ve Wnt signalni draze u imatinib
rezistentnich CML-T1 bunék. Sledovali jsme expresi proteinll Gc¢astnicich se riznych Wnt
signalnich drah u senzitivnich a rezistentnich CML-T1 bun¢k.

Nejprve jsme sledovali expresi celkového beta-kateninu v lyzatech, cytoplazmé
a Vv jadre senzitivnich a rezistentnich CML-T1 bunék. Zjistili jsme, Ze celkové mnoZstvi
beta-kateninu bylo vyssi v lyzatech senzitivnich bunék. Toto pozorovani by mohlo byt
dano tim, Ze v bunéénych lyzatech je pfitomna i membranova frakce s adhezivnimi
komplexy obsahujicimi beta-katenin. Celkové mnozstvi beta-kateninu v cytoplazmé bylo
vyssi u rezistentnich bunék a naopak celkové mnozstvi beta-kateninu v jadrech bylo vyssi
u senzitivnich bunék. Nasledn¢ jsme studovali expresi fosforylovanych forem
beta-kateninu. Diferencialni fosforylace beta-kateninu ovliviiuje stabilitu tohoto proteinu.
Beta-katenin fosforylovany na Ser552 byl nalezen v jadrech senzitivnich i rezistentnich
CML-T1 bungk, ovsem jeho exprese byla statisticky vyrazné¢ vyssi v jadrech rezistentnich
CML-T1 buné¢k. Beta-katenin fosforylovany na Ser675 byl nalezen ve stejném mnoZstvi
V jadrech senzitivnich i rezistentnich CML-T1 bun¢k. Ob¢ tyto fosforylované formy nebyly

detekovany v cytoplazmé senzitivnich i rezistentnich CML-T1 bunék. Toto pozorovani je
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v souladu s faktem, ze takto fosforylované formy beta-kateninu jsou translokovany do
jadra, kde se ucastni aktivace transkripce (Taurin et al., 2006; Fang et al., 2007; He et al.,
2007; Hino et al., 2005). Je tedy pravdépodobné, ze se beta-katenin fosforylovany na
Ser552 a Ser675 ucastni transkripce u senzitivnich i rezistentnich CML-T1 bunék, ackoliv
jeho celkové mnozstvi je vyssi v jadrech senzitivnich bun¢k. NaSe vysledky nepotvrdily
pozorovani, ze Wnt signalizace je oslabena expresi proteinu NHERF1, jak bylo ukazano
U bunéénych linii odvozenych z rakoviny prsu (Wheeler et al., 2011). Lze se domnivat, ze
tento jev by mohl byt specificky pro danou bunéc¢nou linii. Exprese koreceptoru kanonické
Whnt signalni drahy LRP6 byla statisticky vyznamné vyss§i u senzitivnich bungk, i jeho
fosforylovana forma byla nalezena ve vétSim mnozstvi u senzitivnich bunék. Kanonicka
Whnt signélni draha by tedy mohla byt aktivnéjsi u senzitivnich CML-T1 buné€k. Déle jsme
se zaméfili na expresi proteinil fungujicich jako transkripéni faktory (TCF/LEF) ve Wnt
signalni draze. Niz§i expresi transkripéniho faktoru TCF1 jsme zaznamenali v jadrech
senzitivnich bunék oproti buitkam rezistentnim. Naopak transkripéni faktor LEF1 byl vice
exprimovan v jadrech senzitivnich bun¢k ve srovnani s jddry CML-T1 rezistentnich bunék.
Stanoveni exprese transkripcnich faktordt TCF1 a LEF1 by bylo vhodné jesté zopakovat,
abychom ziskali reprezentativni data. Mezi transkrip¢ni cile Wnt signalni drahy patfi napf.
proteiny c-Myc a cyklin D1 (He et al., 1998; Shtutman et al., 1999; Tetsu and McCormick,
1999). Bylo zjisténo, ze exprese proteinu c-Myc je v imatinib rezistentnich K-562 burikach
vyss8i nez v senzitivnich K-562 bunkach (Liu et al., 2012). NasSe vysledky toto pozorovani
nepotvrzuji. Exprese c-Myc proteinu je u senzitivnich CML-T1 bunék vyssi narozdil od
CML-T1 rezistentnich bunék. Je mozné, ze tento rozdil v expresi c-Myc proteinu je dan
odli$nostmi mezi studovanymi bunénymi liniemi a ze exprese jednotlivych proteini se
mezi jednotlivymi bunécnymi liniemi 1i$i. Nelze také vyloulit, ze protein c-Myc je
u senzitivnich 1 rezistentnich linii regulovan jinou signalni drdhou neZ kanonickou Wnt
signalni drahou jako napf. Wnt/Ca®" signalni drahou (Koenig et al., 2010). Pokud by byl
protein c-Myc u senzitivnich CML-T1 bun&k regulovan Wnt/Ca** signalni drahou,
odpovidal by tomu nalez transkripéniho faktoru NFAT puasobiciho v této dradze pouze
u senzitivnich CML-T1 bunék. Exprese cyklinu D1 a tyrosin kindzy Met se mezi
senzitivnimi a rezistentnimi CML-T1 buinikami neli§ila. Toto pozorovani by mohlo byt

Vv souladu se zjiSténim, Zze oba tyto proteiny jsou transkripcnimi cily kanonické Wnt
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signalni drahy (Tetsu and McCormick, 1999; Shtutman et al., 1999; Boon et al., 2002),
ktera je na zaklad¢ detekce transkripéné aktivnich forem beta-kateninu pravdépodobné
aktivni u senzitivnich i rezistentnich CML-T1 bunék. Nemtzeme ovSem vyloucit i vliv
jinych signalnich drah na expresi téchto proteinii. Pfipravujeme také array na zapnuté geny
Wnt signdlni drahy pomoci RT-PCR z cDNA senzitivnich a rezistentnich CML-T1 buné¢k
(86 gent vcetné vnitinich standardl, TagMan® Array Human WNT Pathway, Life
Sciences)

Na zakladé¢ sledovani exprese vyse zminénych proteinli, zvlasté detekce
beta-kateninu pSer552 a pSer675 v jadrech, jsme se domnivali, Ze kanonicka Wnt signalni
draha je aktivni u senzitivnich 1 rezistentnich CML-T1 bun¢k. Predpokladali jsme, Ze v
ptipad¢ inhibice cilového produktu genu regulovaného kanonickou Wnt signalni drahou
bude dochézet k nespecifickému plsobeni inhibitoru na CML-T1 buiiky. Pro potvrzeni nasi
predstavy jsme inhibovali COX-2, jejiz exprese je regulovana prostiednictvim kanonické
Wnt signalni drahy (Araki et al., 2003). Pomoci MTT testu jsme sledovali zivotnost bun¢k
po inhibici COX-2 a dle naseho ptedpokladu dochazelo k nespecifickému puisobeni
inhibitoru cyklooxygenazy 2 indomethacinu na buiiky.

Zaméfili jsme se tedy na studium proteinti fungujicich v kanonické a nekanonické
Whnt signalni draze, mezi které patii proteiny DvI2 a Dvl3. Exprese proteinu DvI2 je
nepatrné vyssi v cytoplazmé senzitivnich CML-T1 bunék. Naproti tomu protein Dv13 jsme
detekovali pouze v lyzatech z rezistentnich bunék. Bylo prokazano, ze C konec proteinu
Dvl3 je dilezity pro aktivaci nekanonické Wnt signalni drahy Wnt5a ligandem (Ma et al.,
2010).

Na zéklad¢ detekce NHERF1 proteinu a proteinu DvI3 u rezistentnich CML-T1
bunék jsme predpokladali, Ze rezistentni CML-T1 bunky by mohly ve vétsi mife
exprimovat transkripéni faktory fungujici v nekanonické Wnt signalni draze napf.
transkripéni faktor NFAT fungujici ve Wnt/Ca®* signalni dréze. Sledovali jsme expresi
transkripéniho faktoru NFAT1 v senzitivnich a rezistentnich CML-T1 bunkach. Oproti
nasemu predpokladu jsme transkripéni faktor NFATL detekovali v cytoplazmé a jadrech
senzitivnich CML-T1 buné€k, u rezistentnich bun¢k byl NFAT ptitomen v jadie jen ve
velmi malém mnozstvi. Domnivame se proto, ze senzitivni CML-T1 buinky maji v jadre

proteiny a transkripcni faktory ucastnici se kanonické 1 nekanonické Wnt signalizace.
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Rezistentni CML-T1 bunky nemaji aktivni Wnt/Ca®* signalizacni drahu, ackoliv jsme
u nich detekovali protein DvI3. Ke studiu proteinti Wnt/Ca?* signalni drahy néas pfimélo
I pozorovani, ze mezi senzitivnimi a rezistentnimi CML-T1 bunkami jsme pomoci
dvourozmémé elektroforézy detekovali diferencidlng exprimované Ca®*  senzitivni
proteiny. U rezistentnich CML-T1 bun¢k byla zvySend exprese proteinu Kalretikulin
a ,,tropomyosin alpha-4 chain“ a sniZzena exprese ,,synaptic vesicle membrane protein
VAT-1 homolog“ oproti senzitivnim CML-T1 bunkam. Je mozné, ze protein Dvl3
Vv pfipadé rezistentnich CML-T1 bunék aktivuje jinou Wnt signalni drdhu. Bylo zjiSténo, ze
protein Dvl3 je obligatni pro aktivaci p38 MAPK stimulovanou Wnt3a ligandem
(Bikkavilli et al., 2008b) a Zze zvySena exprese proteinu Dvl3 podporuje TCF/LEF
senzitivni/dependentni transkripéni aktivitu i v nepfitomnosti Wnt3a ligandu (Lee et al.,
2008). Naopak aktivace p38 MAPK jako odpovéd’ na Wnt5a ligand je nezavisla na Dvl
proteinech (Dvl1, DvI2, Dvl3), jak bylo potvrzeno experimenty s sSiRNA a Dvl inhibitorem
(Ma and Wang, 2007). Navic jaderné lokalizovany protein DvI3 a c-Jun vytvareji komplex
S beta-kateninem a TCF4, ktery je lokalizovany na promotorech gend ovliviiovanych
kanonickou Wnt signalizaci a reguluje jejich transkripci (Gan et al., 2008). Nelze tedy
vyloucit, ze by protein Dv13 mohl ovliviiovat transkripci 1 u imatinib rezistentnich CML-T1
bun¢k. Z tohoto divodu bylo by ovSem vhodné zjistit, zda se nachazi 1 v jadrech
rezistentnich CML-T1 bun¢k. Nedavno bylo také zjisténo, ze nékteré Wnt proteiny
v zavislosti na své koncentraci aktivuji bud’ kanonickou Wnt signdlni drahu anebo
nekanonickou Wnt signalni drahu (Kestler and Kiihl, 2011).

Zkusili jsme zjistit, zda by neaktivni Wnt/Ca®* signalni dréha u rezistentnich
CML-T1 bunék mohla byt vhodnym mistem s terapeutickym potencidlem.
U pankreatickych rakovinnych bunék bylo zjisténo, ze Wnt-5a-NFAT1 signalni drdha ma
za nasledek 1ékovou rezistenci (Griesmann et al., 2013). Cilena inhibice
defosforylace-aktivace transkripéniho faktoru NFAT1 by tak mohla zabijet rezistentni
CML-T1 bunky. Inhibovali jsme fosfatazu kalcineurin pomoci vzrustajicich koncentraci
cyklosporinu A v médiu a sledovali jsme, zda dojde k selektivnimu ucinku na rezistentni
CML-T1 bunky. Defosforylace NFAT pomoci fosfatazy kalcineurinu umozni jeho
translokaci do jadra a transkripci cilovych genti napt. pro cytokiny (Hogan et al., 2003).

Inhibice této casti Wnt/Ca?* signalizacni drdhy by mohla naruSit metabolismus

93



znasi laboratofe byla na TRAIL rezistentnich bunkach otestovana hypotéza inhibice
proteinu esencialniho pro bunécny metabolismus (v tomto pfipadé adenosindeaminaza),
ktery byl v TRAIL rezistentnich bunkach exprimovan v malém mnozstvi. Inhibice tohoto
proteinu vedla Kk selektivni eliminaci TRAIL rezistentnich bunék (Petrak et al., 2009).
Rozhodli jsme se proto inhibovat defosforylaci transkripéniho faktoru NFAT1, ktery jsme
v jadrech rezistentnich CML-T1 bun¢k detekovali ve velmi malém mnozstvi. Nedavno
bylo zji§téno, ze Wnt/Ca** signalizani draha se podili na piezivani CML bunék navzdory
inhibici Bcr-Abl imatinibem, protoze zvySuje NFAT dependentni produkci cytokind
a dochézi tak ke vzniku kompenzac¢nich signdlii zajiStujicich ptezivani Vv pfitomnosti
imatinibu (Gregory et al., 2010). Inhibice fosfatazy kalcineurinu pomoci cyklosporinu A
zvysila senzitivitu Ber-Abl™ leukemickych bunék k imatinibu (Gregory et al., 2010). Nase
vysledky jsou obdobné, navic se ndm podaftilo ukéazat selektivni piisobeni cyklosporinu A
vuci rezistentnim CML-T1 bunkdm. Pomoci MTT test jsme prokazali, ze inhibice
defosforylace transkripéniho faktoru NFAT1 pomoci inhibitoru fosfatazy kalcineurinu
cyklosporinu A vedla kselektivni eliminaci rezistentnich CML-T1 bunék (SpuM
koncentrace). Kromé cyklosporinu A jsme zkouseli i dal$i inhibitor kalcineurinu FK-506,
ktery mél stejny selektivni U€inek na rezistentni CML-T1 buiiky pfi koncentraci 100nM.
Toto pozorovani naznacuje, ze tento efekt byl zprostiedkovan kalcineurinem a ne
prostiednictvim potencidlnich vedlejsich ucinkt ptsobeni cyklosporinu A.

Pfestoze se nam podafilo selektivné eliminovat rezistentni CMI-T1 bunky, chtéli
jsme zjistit, zda se mezi senzitivnimi a rezistentnimi CML-T1 buiitkami 1i§i exprese
proteint Ucastnicich se Wnt/PCP signdlni drahy a zaroven MAP-kinazové drahy. Zaméfili
jsme se nejdiive na expresi kinaz SEK1/MKK4 a SAPK/JNK. Tyto kinazy jsme detekovali
V jadrech senzitivnich i rezistentnich CML-T1 bun¢k. Rozhodli jsme se tedy detekovat
transkripéni faktory c-Jun a ATF-2, které jsou fosforylované napi. pomoci kindzy
SAPK/INK (Hibi et al., 1993; Gupta et al., 1995). Transkrip¢ni faktor c-Jun jsme nalezli
V jadrech senzitivnich 1 rezistentnich CML-T1 buné€k narozdil od transkripcniho faktoru
ATF-2, ktery jsme detekovali pouze v jadrech senzitivnich bunék. Je pravdépodobné, ze
transkripéni faktor ATF-2 je v senzitivnich CML-T1 bunkach regulovan prostiednictvim

jiné kinazy nez u rezistentnich CML-T1 bunék. Nelze vyloucit, ze kindza fosforylujici
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transkripéni faktor ATF-2 na Thr71 u rezistentnich CML-T1 bunék chybi nebo tento
transkripéni faktor na Thr71 nefosforyluje. Je znamo, ze transkripéni faktor ATF-2 je
regulovan fosforylaci pomoci nékolika kinaz, napt. ERK a p38 a JNK, které fosforyluji
transkripcni faktor ATF-2 na pfisluSnych aminokyselinovych zbytcich (Gupta et al., 1995;
Ouwens et al., 2002). Do budoucna kromé jiného planujeme pomoci multiplexni
technologie zjistit, zda je v senzitivnich a rezistentnich CML-T1 bunkach odlisné
exprimovana p38 MAP-kinaza, protoze patii mezi hlavni stresové kinazy a fosforyluje oba
transkrip¢ni faktory - ATF-2 a NFAT (Ouwens et al., 2002; Gomez del Arco et al., 2000).
Ptipadna exprese p38 MAP-kinazy u senzitivnich CML-T1 bun¢k by nam mohla pomoci
vysvétlit diferencialni expresi transkripéniho faktoru ATF-2 v jadie. Navic bylo zjiSténo, ze
protein RuvB-like 2 svou vazbou na ATF-2 oslabuje jeho transkrip¢ni aktivitu (Cho et al.,
2001). Je tedy mozné, ze v rezistentnich CML-T1 buikach existuje néjaké propojeni mezi
zvySenou expresi RuvB-like 2 a transkripénim faktorem ATF-2. Bylo by zajimavé
vyzkouSet nasi hypotézu o inhibici proteinu, ktery je esencidlni pro bunéény metabolismus

a exprimovany ve velmi malém mnozstvi, i v tomto ptipade¢.
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10. Perspektivy

1.

Me¢éieni intracelularniho pH, pfipadné¢ i1 koncentraci Ca®*" jontd v senzitivnich
arezistentnich CML-T1 buiikach. Za timto Ucelem jiz byl objednan bunécny
permeabilni indikator cytosolického pH, méfeni bude provadéno na fluorimetru
pomoci fluorescen¢ni sondy 2',7'-Bis-(2-Carboxyethyl)-5-(and-6)-
Carboxyfluorescein, Acetoxymethyl Ester (BCECF). Obdobn¢ Ize pomoci
fluorescencni sondy stanovit i koncentraci Ca®* iontil v cytoplazméach bunék (sonda
se stfedné silnou afinitou, napt. Fluo-5F (Life Sciences).

Imunofluorescencni mikroskopie: bunécna lokalizace proteinii NHERF1, beta-
katenin a Dishevelled 3 bez pouziti inhibitorti u senzitivnich a rezistentnich bunék.
Porovnani za pouziti inibitort Wnt/beta-kateninové signalni drahy (napt. AV-65)
nebo za podminek gene silencing NHERF1 proteinu (NHERF1 siRNA, objednano
u Cell Signaling Technologies).

Wnt array na aktivni geny Wnt signalni drdhy pomoci RT-PCR z cDNA
senzitivnich a rezistentnich CML-T1 bunék (96 genl véetné vnitinich standardd,
TagMan® Array Human WNT Pathway, objednano u Life Sciences)

Multiplexni kvantitativni imunoanalyza vybranych exprimovanych proteinli na
pfistroji BioPlex (Bio-Rad) v nasi laboratofi. Jedna se o kvantitativni stanoveni
duetu celkového proteinu versus jeho fosforylované formy: AKT (Ser473), ATF-2
(Thr71), Bcr-Abl  (Tyr245), c-Jun (Ser63), CREB (Serl33), ERK1/2
(Thr202/Tyr204, Thr185/Tyr187), GSK-3a (Ser21/Ser9), GSK-3B (Ser21/Ser9),
JNK (Thr183/Tyr185), p38 MAPK (Thr180/Tyr182) (objednano u Bio-Rad)
Koimunoprecipitace NHERFI1 proteinu a nésledné identifikace interakénich
partneri (napf. beta-katenin, transkripéni faktor TCF, receptor Frizzled) pomoci

Western blotu ¢i pfimo pomoci MS-MALDI.
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11. Zavér

Cilem této prace bylo nejprve vytvofit rezistentni linie bunék CML-T1, u linie
rezistentni na 20uM imatinib identifikovat diferencialné exprimované proteiny a navrhnout
potencialni zasahové misto s terapeutickym vyznamem. Nasledné pomoci vhodnych
inhibitorti tuto bunéénou slabinu vyuzit pro cilenou eliminaci rezistentnich CML-T1 bun¢k.

Z diferencidln¢ exprimovanych proteinti u imatinib rezistentnich CML-T1 bun¢k
jsme vybrali protein NHERF1 jako marker rezistence.

Nepodatilo se ndm prokézat ovlivnéni Mrp2 transportéru prostiednictvim NHERF1
proteinu, nebot’ transportér Mrp2 jsme u bunék CML-T1 nedetekovali. Ani provedené
MTT testy sinhibitory prenase¢i Na'/H®, ktery je regulovan NHERF1 proteinem,
a Na'/Ca?*, neprokazaly selektivni u¢inek na rezistentni CML-T1 buiiky. Studovali jsme
mozné ovlivnéni Wnt/beta-kateninové drahy prostiednictvim proteinu NHERF1. Zjistili
jsme, ze aktivni beta-katenin ucastnici se aktivace transkripce se nachazi v jadrech
senzitivnich 1 rezistentnich CML-T1 bunék. Exprese celkového beta-kateninu byla vyssi
vV cytoplazmé u rezistentnich bun€k, ale beta-kateninu ozna¢eného k degradaci
proteaozomem bylo vice v cytoplazmé u senzitivnich bunék. Protein LRP6 a jeho
fosforylovana forma byly nalezeny ve vétSim mnoZstvi u senzitivnich bungk, stejné tak
transkripéni faktor LEF a protein c-Myc. Naopak transkrip¢ni faktor TCF1 byl exprimovan
ve veétSim mnozstvi u rezistentnich bun&k. Exprese cyklinu D1 a kindzy Met byla
u senzitivnich a rezistentnich CML-T1 bunék stejna. Exprese proteinu DvI2 byla mezi
obéma bunéénymi liniemi piiblizn€ stejna, zatimco exprese proteinu Dvl3 byla vyrazné
vy$$i u rezistentnich CML-T1 buné&k. Transkripcéni faktor Wnt/Ca?* signaliza¢ni dréhy
NFAT jsme nalezli v cytoplazmé a jadrech senzitivnich CML-T1 bungk, u rezistentnich
bun€k byla jeho exprese podstatné nizs$i. Rozhodli jsme se vyuZzit tohoto pozorovani
a prezentovat tuto ¢ast metabolismu jako bunécnou slabinu, ,,Achillovu patu® rezistentnich
bungk, kterou lze atakovat in vitro vhodnym inhibitorem. Jako zasahové misto v tomto
procesu byla stanovena fosfataza kalcineurin, ktera defosforyluje a aktivuje NFAT, ¢imz
umoziuje jeho translokaci do jadra buiky. Pomoci inhibitorti cyklosporinu A a FK-506
jsme tento bunéény proces narusili a dosahli tak inhibi¢niho ucinku, ktery vedl k selektivni
eliminaci rezistentnich bun¢k. Koncentrace vedouci k tthynu rezistentnich bunc€k jsme

stanovili na 5uM cyklosporin A a 100nM FK-506.
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