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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ATM ataxie telangiektasie-mutovand kinasa

CLL chronickd lymfocytarni leukemie

cyt-c cylochrom ¢

DSB dvojity zlom DNA

FITC fluorescein isothickyanat

Gy Gray

yH2A X histon H2A X fosforylovany na Ser'®

IRIF ionizujicim zafenim indukovana foziska

17 ionizujici zateni

Mel-1 protein myeloidnf bunééné line-1

MRN Mre11/Rad50/Nbsi komplex

PBS fosfatovy pufr v médiu fyziologického roztoku (pH 7.4)
p53 protein kédovany tumor-supresorovym genem TP33
t-Bid §tépeny protein Bid

wt wild type



1. UVOD

Nadorova onemocnéni jsou jednou z nejastéjiich pkitin tmrti nejen v CR ale i ve sviéts,
proto se vyznam studii zamefenych na objasnéni molekularnich mechanizm@ v nadorovych
bufikich neustdle zvySuje. Podle American Cancer Society je chronicka Tymfocytirni
teukemie (CLL) nejb&zngj3i formou leukemie zépadniho svéta, &itajici jenom v USA zhruba
12 000 novych p¥ipadd & prevalenci 50 000 aZ 60 000 pacientd rogné. CLL je typickym
prikladem lidské malignity zpdsobené zejména defektni apoptézou a naproti temu
akcelerovanym buné¥nym dglenim, proliferaci. Maligni lymfocyty, které se akumuluji
u pacientii s CLL, jsou pfevayng klidové necyklujici buitky vykazujici prodlouZencu Zivotnost
nasledkem selhdvajici programované bun&céné smrti (23),

Za normalnich podminek je Zivoinost bun€k wudriovéna delikatni rovnovahou
antiapoptotickych a proapoptotickych genfi, které funguji jako elektricky reostat (1), jenz
zarotuje, Ze denni produkce cca 50 az 70 miliard bungk v lidském t&le bude kontrolovéna
jejich programovanou smrti, apoptézou. Nerovnovdha genil kontrolujicich apoptézu pak
vytvafi Zzivnou pidu pro vznik naderovych onemocnéni. Porozuméni danym d&jam na
molekuldrni trovni, pozndni zmén apoptotickych mechanizmfi v lidskych nadorovych
buitkach a uréeni zpisobu, jakym terapeutika indukuji apoptézu, mize nabidnout nové
strategie a raciondlni pfistupy v kombinované terapii nador,

Proto bylo cilem této studje bylo zjistit, jaké signalni drahy vedou ke sputéni
programovane smrti leukemickych bunék po pilisobeni fyzikalnich (ionizujici zafeni) a
chemickych (kofein) fakiord a objasnit moickuldrni mechanizmy, které stoji v pozadi
signalizace a reparace podkozeni DNA a ndsledné indukce apoptického procesu.

Jako modelovou bun&énou linif jsme pouZili bufiky MOLT-4, které jsou odvozeny od
lidské T-bunéné leukémie, nesouci imunc-fenotypické charakteristiky thymocytii s expresi
CD1* 49 %, CD4" 35 %, CDS* 72 % a CD7* 77 % (12} a jsou vhodnym modelem pro
studinm molekuldrnich mechanizmil zdfenim indukované apoptdzy u T-lymfocyt, Druhou
tinii byly buitky HL-60 s nizkou trovni diferenciace reprezentujici lidskou promyeiocytarni
feukémti, Pouzit¢ linie se 1i3f expresi vyznamného nadorového supresoru, genu TP53,

Obeené 1ze Fici, Ze indukce apoptozy u bundk MOLT-4 (p33-wild type, wt) po
expozici davkim do 10 Gy je rychlgjdi neZ u bungk HL-60 {p53-negativni). Buiiky MOLT-4
vykazuji znatnou nesourodost v ase indukce apoptdzy po expozici ionizujicimu zafeni a
umiraji v&tSinou tzv. mitotickou apoptézou. PFi testovani klonogenity MOLT-4 byla urtena

hodnota Dy jako 0,87 Gy (davka sniZujici podet prezivajicich bungk na 37 %) a tyio butiky



jsou relativng radiosenzitivni ve srovnéni s butikami HL-60, jejichZz Do je 2,2 Gy (36). Buitky
HL-60 se po davkach do 5 Gy akumuluji zejména v G2-fazi a narozdil od bun&k MOLT-4,
pfitomnost v G2-bloku ma vyrazny viiv na jejich radiorezistenci a do apoptozy vstupuji

pozdéji.

2. SOUCASNY STAV PROBLEMATIKY

2.1 Ionizujici zdfeni a biodozimetrie

Experimenty byly provedeny s ioniznjicim zatenim (IZ) typu gama (GOCO), které mé
povahu velmi kratkych elektromagnetickych vin schopnych ionizovat hmotu. Jeho fotony
vyzafované atomovymi jddry interaguji s orbitalnimi elektrony hmoty za vznik ionizace
(Comptordv jev) & excitace atomu (fotoelektricky jev). V elekirickém poli se chovaji
neutralné (22).

Klitovou makromolekulou, jeji# radiadni potkozeni miiZe mit za nasledek smrt busiky,
je DNA. V disledku ozafeni dochdzi k poklesu replikaiini i transkripini aktivity (22).
Radiaéni poikozeni DNA ma vainé biologické disiedky. JelikoZ v soulasnosti nardstd
vyznam IZ v medicing & priimyslu ale i riziko teroristického zneuZiti, narista i nebezpedi, Ze
bude zafeni vystavena osoba bez osobniho dozimetru. Proto stoupd i vyznam bicdozimetrie.
Tento obor vyuiva nejriiznéidich molekularnich technik pro zpétny odeet davky, kiery
absorboval dany biologicky systém.

17 vede ke zm#ndm genové a proteinové exprese, které by mohly byt vyuZity jako
biologické indikdtory obdrZzené davky, zejména pti ozdfeni nizkymi divkami zéafeni (3).
Jedna se ptedeviim o expresi genl spojenvch s indukci apoptézy pfipadng onkogend &i
tumor-supresorovveh genl. Proto jsme se vtéto praci krom& molekuldrnich mechanizmi
zabyvali i hodnocenim davkovych zavislosti studovanych proteind. Vyznamnym limitem,
ktery je spoletny pro viechny soudasné biodozimetrické metody {stanoveni mutaci DNA a
chromosomdlnich aberaci a transickaci mikroskopickymi technikami, analyza mutaci DNA
pomoci PCR), je velka &asova i technicka nérognost. Z tohoto dfivodu jsme se snaZili pouzit

metody technicky méng naroéné a jednoduse aplikovatelné.

2.2 Reparace DNA a ATM kinasa

Pasobeni fyzikdlnich nebo chemickych faktord miize vést ke vzniku 1ézi DNA jako jsou
poskozeni bazi, intramoliekuldmi zesifovani vldken DNA, jednoduché & dvojité zlomy

vlakna a dald{ (13). Dvojité zlomy DNA (doubdle strand breaks, DSB) zpisobuji remodelaci



chromatinu a formovani tzv. fokil fionising radiation-induced foci, IRIF), kde se jiz b&hem
prvnich minut po ozafeni lokalizuji proteiny podilejici se na opravé radiaéniho poskezeni jako
jsou ATM kinasa (ATM), Mrell, Rad50, Nbsl (proteiny reparaniho komplexy MRN),
Mdcl, 533BPI1 (p53-vazebny protein 1) a BRCA1 (4).

ATM se odvozuje od ataxie-telangiektasie (A-T), lidské autosomalng recesivni poruchy,
JjeiiZ odpovédny gen je mutovany. A-T bufiky vykazuji specificky genotyp a kromé& zvy$ens
radiosensitivity nafezneme u t&chto bundk i genomovou nestabilitu, nadorové predispozice a
zvyenou citlivost k radiomimetikim a inhibitorim topoizomeras aj. (16). Vyznam ATM je
nesporny, nebol’ reguluje viechny tfi kontrelni body bungéného cyklu, Dale funguje pii
reparaci DNA a regulaci apoptozy a je tedy kliSovym a kontrolnim ¢&lankem bunééné
odpovédi na vznik DSB (13).

V¥ prib&hu let byla identifikovana celd fada substrald, které ATM pomoci fosforylace
aktivuje. V této praci jsme se zamé&li na ty, které jsou vyZadovény pro zastavu buné@ného
cyklu a DNA reparaci a participuji na G1/8 kontrolnim bodu. Jsou jimi checkpeint kinasa-2
{Chk-2) a murine-double niinute protein (Mdm2). ATM je vyuzivd k tomu, aby nastavila
patfi¢nou aktivitu a stabilitu preteinu p53 (TP53 nadorovy supresor). Protein p33 indukuje
transkripci Mdm2 a ten se obratem viZe na N-konec p53, &imz znemozni dalii transkripCni
aktivity a podpofi jeho degradaci (20). Pokud je buiika vystavena stresu indukujicimu tvorbu
DSB jako je 12, je p53 fosferylovan ptimo ATM na Ser® a nepfimo fosforylaci na Ser®,
kterou zaji¥fuje Chk-2 aktivovana op&t ATM na The*® (2, 19) Tyto fosforylace stabilizuji p53,
ginf jej odoln&j¥im v0&i inhibidaim efektim Mdm2 a navic podnécuji jeho transkripéni
aktivitu (29, 10}, Kromg téchto posttransladnich modifikaci jsme se zabyvali fosforylaci na
Scr‘m, kiera zvySuje schopnost p53 vazat se na specifické sekvence DNA (8).

Transkrip&ni aktivitu p53 také podporuje 53BPI. Obsahuje dvé BRCAI C-koncové
domény pro vazbu s P53 ajednu doménu zodpovédnou pro vazbu s fosforylovanym histonem
H2A.X, kiera je nutna pro relenci 53BPl v mist DSB (21). Jeho nejv&t# vyznam spodiva
v tvorbé [RIF diifezitych pro reparaci DSB a v naderové supresi (38},

Hlavnim {transkripénim cilem p83, ktery ovliviiwje G1/S blok, je protein p2l
(WAF1/Cip/Sdil), ktery je schopny inhibovat celou fadu cyklin-dependentnich kinas (30).
Pokud v3ak k této inhibici nedochazi, bun&ény cyklus miZe pokradovat (24).

ATM kontroluje nejen prilb&h bun&&ného cyklv, ale pies p53 zasahuje i do kentroly
reparace pokozené DNA a programované bun&éné smrti. Proto jsme se v&novali i dali{m
substratimy ATM jako jsou histon H2A.X a proteiny spojené s reparaci DNA - proteiny
komptexu Mrel1/RadS0/Nbs],



Pfi aktivaci ATM po ozafeni hraje hlavni roli rychla intermolekularni fosforylace na
Ser'™!, kters zpasobuje disociaci inaktivniho dimeru a spousti aktivitu ATM (1). Pro jeji
aktivaci je viak zapotiebi také specifického komplexu proteintt Mrell, Rad50 a Nbsi neboli
MRN komplexu (33). Tento komplex je vlastnim senzorem DSB a byle prokizino, Ze bez néj
ATM aktivovana neni a e mutace komponents MRN vedou ke genetickych porucham jako
jsou neurologické abnormality, radiosenzitivita, defekty bun&&ného cyklu, genomovd
nestabilita a nadorové predispozice (17). MRN komplex je asociovin s chromatinem bé&hem
replikace DNA a je schopen rozpoznat DSB a pfedat tuto informaci ATM tim, Z¢ atrahuje
ATM k pogkezenym molekulam DNA (18).

DilfeZitym poznatkem je skuteSnost, Ze Nbsl je sice postradatelny pro aktivaci ATM,
ale jeho C-termindlni motiv jc nutny pro lokalizaci ATM v misté poskozeni (11). Velmi
neobvyklé autosomaln® recesivni onemocndni |, Nimegen Breakage Syndrome" je
charakierizované mikrocefalii, imunitni deficienci a predispozici k hematologickym malignim
onemocnénim. Syadrom je zpGsoben mutaci Nbhsi genu (9).

Veimi Zasny krok v odpoveédi na poskozeni DNA je fosforylace histonu subtypu H2A,
tiidy H2A.X. Je to d&j, ktery mohou nezavisle na sob& provést dvé kinasy - ATM a DNA-
dependentni proteinkinasa - a proto je pozorovan i v A-T bun&nych liniich (31).

139

Fosforylovany H2A.X na Ser™ (yH2A.X) miZe byt vhednou protilatkou vizualizevan za
pomogi imunofluorescence jako diskrétni skvrna (fokus), a bylo zjidt€no, ze je lokalizovan
v oblasti do 2 x10° bazi od mista DSB {27). Spide neZ pro vazbu je yH2A X ziejmé nutny pro
retenci nékterych proteind O&astnicich se na reparaci DNA a sestaveni reparaéniho komplexu
v misté DSB (7).

Z vyie uvedeného piehledu neni pochyb o vyznamu ATM v molekuldrnich cestich
aktivovanych po ozafeni nejen nadorovych bungk. IZ vyvoliva jeji aktivaci a je také jednim
z nejrozéifengjdich prostfedkil protinadorové terapie. Vyenamnym krokem v radioterapii je
viak hledani dal3ich agens, kieré mohou zvyit senzitivitu bungk k cytotoxickym Gginkiim 1Z,
Farmakologické zrudeni G2 kontrolniho bodu by mohlo byt jedneu z potencialnich moZnosti,
Jjak zvyiit efekt radioterapie, jelikoZ by u bungk nedodlo k zéstavd bunééného cykiu potfebné
pro reparaci podkozené DNA.

Jednou z latek, které disponuif touto vlastnosti, je inhibitor ATM, kofein (35, 37). Mira
inhibice ATM je zdvisla na koncentraci kofeinu. V této praci jsme pouZivali koncentraci 2
mmel/l, coZ je koncentrace, pii niz kofein jedtd efektivng rudl G2 blok bun&&ného cyklu a

zvySuje cytotoxicitu IZ, ale sdm je¥t€ neni toxicky (28). Vtéto praci jsme se zabyvali



kombinovenym vlivem 1Z a kofeinu na molekuldrni signalizaci a reparaci po¥kozeni DNA
(ATM-p53 signdlni draha) a indukei apoptozy u leukemickych bungk MOLT-4.

2.3 Apoptiza

Pokud potkozeni DNA doséhne takové miry, Ze je nereparovatelné, je spubténa
programovang bunééna smrt neboli apoptdza. Tento proces bunsdného zaniku s
charakteristickymi morfologickymi rysy je dilezity jak pro embryonilni vyvoj a udrzeni
bunééné homeostizy, tak pro patogenezi mnoha nemoci (34). Ke spudtdni apoptézy je
zapotiebi specifickych impulsd, které vedou na rozdil od nekrézy nikeli k zan&u a daldim
patologickym stavli, nybrz k organizovanému $tepeni dileZitych celuldrnich komponent,
JjehoZ vysledkem je zabaleni bunky do neskodné formy - apoptotického tétiska. Tvto stimuly
jsou bud’ fyzikalni (1Z, UV-zafeni, teplota) ncbo chemické (specifické ligandy, nedostatek
ristovych faktori a celd fada chemikalii).

V inicializaci tohoto geneticky uchovavaného programu smrti maji hlavni slove dva
zikladnich mechaniznty, a to vngjsi, kterd zprosttedkovava pienos signalu do nitra bufiky
membranovym receptorem smrti, a vaitini, iniciovand vznikem DSB, kde hraji dilezitou roli
mitochondrie, Oba tyto mechanizmy vedou k zasadnimu a pro apoptézu charakteristickému
d&ji. Tim je aktivace specifickych proteas, kaspas, které jsou oznadovany za exekutory
apoptdzy. Jsou zodpovEdné za zanik buiiky ($tEpeni strukturalnich, jadernych a daldich
proleinit} a vysledny morfologicky obraz (32).

Esencialnim krokem exekugni faze apoptotického programu je kaskadovité §tépeni a
aktivace cystein-aspartatovych proteas, kaspas. V intakinich bufikéch jsou minimalné aktivni,
uchovéavané ve formé zymogent, které vyZaduji specifickou enzymatickou aktivaci. Kaspasy
mohou byt rozdéleny na iniciaini, zahrnujici tzv. apikdlni kaspasy -2, -8, -9, -10 a
pravd&podobnd i -11 a exekuéni, mezi nez fadime kaspasu-3, -6 a -7 (23),

Exekuéni kaspasy jsou efektory apoptozy a §tépi bundéné substraty. Jsou zodpovédné
za celou fadu morfelogickych a bioéhcmiokych rysi apoptozy jake rozklad jadra ¢
cytoskeletu, formaci apoptotickych t&lisek, expozici fosfatidylserinu na povreh butiky, coZ je
pro makrofagy signalem k fagocytoze, a dal3i.

Receptorovd cesta je uplattiovina prosttednictyim receptorii smrti a faktord TNF
rodiny. Existuje viak (aké pozitivnl zpéind vazba, kierou se tato cesta proling s
mitochondrialni cestou. K amplifikaci dochézi v p¥ipadé slabé iniciace kaspasy-8. Za téchto
podminek aktivuje kaspasa-8 proapoploticky protein Bid, ktery se translokuje na povrch

mitochondrie a indukuje zde aktivaci vnitin{ cesty {3}.



Rada apoptotickych stimuld nezévislych na receptorech smrli mi¥e spustit apoptozu
vnitini nebeli mitochondridlni cestou: 1Z, UV-zafeni, chemoterapeutika, viry, bakterie,
nedostatek cytokind a ristovych faktord & ansikis — odd&leni od extracelularni matrix {6}.
Presny mechanizmus sice neni znam, ale vi se, Ze vnéj3i mitechondrialni membréana se stiva
propustnou pro ndkteré proteiny. Nejznamé&jdi a nejprozkoumangjdf z t&chto proteind je
cytochrom ¢ (cyt-c).

Cyt-c s¢ v cytoplazmé spojuje s proteinem Apaf-1 a tim indukuje ATP-dependentni
oligomerizaci a formaci tzv. apoptosomu, velkého apoptosomalnihe komplexu (1,4 MDa).
Tento komplex pritahuje kaspasu-9 a allostericky zvySuje jeji aktivite {asi tisickrat).
Aktivovana kaspasa-9 pak $tép{ prokaspasu-3 a -7 (26}, K uvoln&ni cyt-c z mitochondrie
dochazi prostiednictvim mitochondrialniho péru.

Nejdilezitéjiimi regulatory mitochondrialni cesty jsou proteiny rodiny Bel-2 (153). V
eukaryotickych buiikach se vyskytuje asi 30 homolognich proteind rodiny Bel-2, které mchou
mit protichiidny vliv na osud buiky tim, e indukuji nebo inhibuji proces apoptozy. Zavisi to
na jejich strukturdinich rysech, kterymi jsou tzv. Bel-2 homologni domény {BH). Jgjich
klasifikace je odvozena od homologi kodovanych v Caenorhabditis elegans (hlist, na kterém
byly provedeny prvni apoptotické studie) a &leni se do tH podskupin: a) antiapoptotické Bel-2-
piibuzné faktory preZiti jako Bel-2, Bel-X [, Bel-w, Mcl-1, Ai/Bfl-1, NR-13, Boo/Diva/Bcel-2-
L-10 a Bel-B: b) proapoptotické Bax-ptibuzné faktory smrti jake Bax, Bak, Bok/Mtd a Bel-
xs5; & koneént ¢) BH3-pfibuzné proapoptotické faktory smrii majici jen doménu BH3 (tzv.
BH3-onlies) jako Bid, Bik/Nbk, Blk, Hrk/DP5, BNIP3, BimL/Bod, Bad, Noxa, PUMA/Bbe3
a Bmf (6). Bel-2-pfibuzné faktory pieziti jsou zakotveny v intracelularnich membranach
{mitochondrialni, jaderng, retikularni) a fungujf jako ,,vychytavade™ proapoptotickych faktoril
a na rozdil od faktord smrti tak &ini bez vyrazné zmény v subcelulérni lokalizaci (6).

Vtéto praci jsme se zabyvali proteiny Mel-1 (zéstupce antiapoptotickych) a Bid
{zastupce proapoptotickych ¢iendl Bei-2 rodiny), eytochromem c a iniciaénimi kaspasami-8 a -
9, abychom zhodnotili jejich chovani a funkci v apoptéze indukované IZ v lidskych
leukemickych burikach.



3.CILE PRACE

Cilem této studie byle zjistit, jaké signaini drahy vedou k reparaci poskozeni DNA a
nasledng ke spudiéni apoptozy lidskych leukemickych bungk po pisobeni [yzikalnich
{ionizujici zdfeni) a chemickych (kofein) faktord, PouZit¢ bun&iné linie se ligi expresi
proteinu p53 (T-lymfocytirni MOLT-4 - p53-pozitivni a promyelocytari HL-60 - p53-
negativni) a pfedpoklddime tedy i rozdilné molekuldrni mechanizmy odpovédi na ozateni.

Jednotlivé cile byly stanoveny takto:

. objasnit molekularni mechanizmy, které stoji v pozadi signalizace a reparace
poikozeni DNA,
. objasnit molekulami mechanizmy, kleré stoji v pozadi nasledné indukee

apoptotického procesu,
. zhodnotit chovani proteinil ndastnicich se zmingné signalizace v kontextu obdrzené

davky s ohtedem na vyuZiti v biologické dozimetrii.

4. MATERIAL A METODY

Lidské buiiky promyelocytdrni leukemiec HL-60 a T-lymfocytami leukemic MOLT-4
jsme ziskali z evropské sbirky bun&tnych kultur (Eurcpean Collection of Animal Celi
Cultures, Porten Down, Salisbury, UK). Buiiky byly kultivovany v Iskové modifikaci
Dulbeccova media. V [éto praci byly pouZity buitky, které progly maximélng 20 pasaremi.
Exponencidlng rostouei buiiky byly ozafeny pH pokojové teplotd za pouziti zafice “Co
davkovym phkenem 0,4 - 0,5 Gy/min, ze vzdalenosti ! m od zdroje. Po ozafeni byly
lahvicky umistény do inkubdtoru pli 37 °C a 5% CQ: a alikvotni &asti byly odebrany
vrliznych Casech. Pro naslednou enalyzu byly busikv spogitiny a viabilita byla uréena
metodou barveni Trypanovou modf. V experimentech s medikamentoznim ovlivngnim, byl
30 min pfed ozafenim do kultivaénich nédob s buitkami pfidan kefein (Sigma, Saint Louis,
M3, USA) tak, aby finalni koncentrace byla 2 mmol/i.

Proteiny celobunétnych lyzatd byly separovany elektroforeticky (MiniProtean 3, Bio-
Rad, Herkules, CA, USA) na polyakrytamidovém gelu, pfeneseny na polyvinyldifluoridovou
membranu (Bio-Rad), detekevany specifickou moncoklonalni protilatkou (anti-ATM (Ser'™"),
anti-Chk-2 (The™), anti-COX 1V, anti-Mdm2 (Ser'®), anti-Mrel1 a anti-Nbs! (Ser™*) - Cell
Signaling, Danvers, MA, USA: anti-p33 a anti-p53 (Scr”z) - (Exbio, Prague, CZE); anti-p53



(Scrls) - Calbiochem, San Diego, CA, USA; anti-lamin B - Oncogene, Cambridge, MA, USA;
anti-Bid - BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, UUSA; anti-kaspasa-8, anti-kaspasa-9 a anti-
Nbs! - Upstate, Chicago, IL, USA; anti-Mcl-1, anti-B-aktin, anti-p21 a anti-Rad50 - Sigma,
Saint Luis, MS, USA; anti-cytochrom ¢ - NeoMarkers, Westinghouse, CA, USA) a
vizualizovény na film pomoci chemiluminiscence. Nasledng byly filmy naskenovany a
densitometricky analyzovany.

Pro analyzu fosforylace proteinu p53 byl pouZit PathScan ELISA Sandwich kit
(Upstate, Chicago, IL., USA) s protilatkou proti nefosferylované a fosforylované (Ser®) formg
proteinu p33.

Pritokovou cytometrii (cytometr Coulter Electronic, Hiateah, FL, USA) bylz v buiikéch
stanovena apoptdéza pomoci detekce vazby anaexinu Vna fosfatidylserin (expozice
fosfatidylserinu na plazmatické membrang sv&déi o jejl porulenosti a je znadmkou
apoptetického  procesu) a  detekel APO2.7 (protein lokalizovany na mitechondrialni
membrand, jehoZ exprese je omezend na buiky zadané do apoptozy). Dile byl priitokovou
cytemetrii analyzovan obssh DNA {apoptotické bufiley v sub-G1 fézi).

Pro hodnoceni fosforylace histony H2AX (Ser'™

) a vzniku 1Z indukovanych lokisek
byla pouzita imunocytochemicks detekee protilatkou (anti-H2A X — Upstate; anti-33BP1 -
Cell Signating; sekundarni protilatky FiTC-konjugovana nebo Cy3-konjugovana - Jackson
l.aboratory, Bar Harbor, ME, USA). Fotografie byly ziskany na konfokilnim cytometru s
vysokym rozlifenim pomoci automatizovaného fluorescentniho mikroskopu DM RXA s
CSU-10a konfokalni jednotkou (Leica, Yokogawa, JAP) a CoolSnap HQ kamerou

(Photometrix, Melbourne, Rakousko). Pro kazds jadro bylo zaznamenéno 40 fezd po 0.3 um.



5. SOUHRN HLAVNICH VYSLEDKU

* U bungk MOLT-4 jsme prokazali indukel signdlni drahy ATM/Chk-2/p33, ktera je
aktivovana tasn& po expozici IZ (obr. 1), Navzdory funkéni ATM kinase jsme viak u
t¥chto bunek prokazali, Ze ozateni nevede k fosforylaci Nbs!, diilezitého kemponentu
reparaéniho komplexu MRN. V diisledku sniZené aktivace proteintt MRN nedochazi k
dostatetné reparaci zafenim indukovancho poskozeni DNA, co? pokladame za jeden z
divedii zvy¥ené radiosenzitivity téchto bunék (obr.2),

» U teto linie se nam podafile prokazat davkovd zavisly vzestup fosforylace histonu
H2A X na Ser'¥a IRIF (obr. 3). Dalc jsme prokazali fosforylaci proteinu p53 na Ser™,
coZ dosud u bungk MOLT-4 nebylo pozorovéno. Tento protein {resp. danou formu)
jsme proto navrhli jako potencidlni marker vyuZitelny v biodozimetrii pro zpétny
odedet obdrzené davky 17 {obr. 4).

*  Buikky MOLT-4 vykazuji znatnou nesourodost v éase indukoe apoptazy po ozafeni a
umiraji vEt¥inou tzv. mitotickou apoptozou. Prokdzali jsme aktivaci obou iniciaénich
kaspas-8 a -9 pe plsobeni IZ, ktera probiha simultanng (obr. 5).

s Naproti tomu bwiky HL-60 podléhaji po nizkych davkach tzv. oddalené apoptéze,
kieré¢ pfedchdzi akumulace bunék v G2 bloku nutnd pro opravu potkozené DNA.
Druhou moZnosti je rychla apoptdza, kicrd je navozena supra/letalnimi davicami
nékolik hodin po ozdfenl. V p53-negativaich bufikach HL-60 dochazi nejprve k
aktivaci kaspasy-8 a pozd&ji k aktivaci kaspasy-9. To naznatuje, %e pii radiaci
pienos apoptotickéhe signalu v p53-negativnich podminkéch,

* Vobou linfich po subletdlni nikoli letalni davee mnoZstvi antiapoptotického proteinu
Mcl-1 naristda a s nastupem apopidzy klesd. 12 také indukovale aktivaci
proapoptotickéhe proteinu Bid a uvoinéni cyi-c (obr. 6 a 7).

» Prokazali jsme radiosenzibilizujict efekt kofeinu na buitky MOLT-4, Inhibice signalni
drahy ATM/Chk-2/p53 vede pfes sniZenou aktivaci proteinu p21 ke zruseni G2 bloku
a zifenim indukované pofkozen! DNA pak nemiiZe byt efektivad opraveno (obr. 8).
Latky sniZujici schoprost nadorovych bungk reparovat radiaini podkozeni jsou

potencialné vyznamné v kombinované terapii nadorovych cnemocnéni.
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Obr. 1. MOLT-4. Tonizujici zdFeni indukuje fosforylaci ATM kinasy a jejich substrati. Buiiky byly ozéfeny, zlyzoviny a analyzovany, jak
je indikovéno. 1Z indukovalo rychlou fosforylaci ATM a Chk-2, ktera byla nisledovéana upregulaci a fesforylaci p53 2 Mdm2. Uvedeny jsou
reprezentativni Western bloty ze tf nezévislych experimenti,



2 1 2 3 5 75 10Gy
Mre11 e e
Rad50 [ s e e |
Nbs1 ey ————
Nbs1_343 | |

e G b R ———

B-aktin [ |

m

Samamr o semcsfied e o b

Obr. 2. MOLT-4. Dévkovi zavislost reparaénich proteinii.
Buiiky byly ozafeny, zlyzoviny a analyzovany, jak je
indikovéno. lonizujici zdfeni nevede k fosforylaci Nbsl na
Ser’™ (nebyla vitbee detekovana) a | h po ozéfeni ddvikami 5
- 10 Gy je indukovan pokles proteini MRN komplexu.
Naopak fosforylace H2A.X na Ser'™ se veriistajici davkou
stoupd. Uvedeny jsou reprezentativni Western blofy nejméng
ze tH nezdvislych experimentd. Graf vyjadfuje denziu
jednotlivych  proteinovych  skvrn Western  blottingu
v zdvislosti na davee. fOD, inlegrovana opticka denzita.

Obr, 3. MOLT-4, Davkov4 zdvislest tvorby IRIF yH2A. X 1 h

po ozifeni. Butiky byly oziteny, zlyzoviny a analyzovany, jak

je indikovino,

(A) LoZiska yH2AX detckovand imunocytochemicky na
konfokalnim mikroskopu.

(B) Pocet IRIF (kolokalizace yH2A X a 53BP1) na jadro se
zvySuje v zavislosti na davee zafeni do 3 Gy.

{C) Davkové zavislosi wvzestupu intenzity fluorescence
yHZA X (méfeno pomoci softwaru pro analyzu obrazu).
Patrna je linedrni dévkové zavislost do 5 Gy,
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Qbr. 4, MOLT-4, Fosforylace p33 na Ser'® po ozdFeni je divkovE zivisla. Buiiky byly ozéfeny a zlyzoviny, jak je indikovéno. Expenmenty
byly provedeny 2 h po ozéfeni. (A) ELISA. Mno#stvi nefosforylovaného p53 se zvydilo jen nepateng. MnoZstvi fosforylované formy na Ser"”
viak zvysilo davkové zivislym zpiisobem. (B) Western blotting, Data ziskana Western blottingem koreluji s vysledky pfedchezi analyzy. Graf
vyjadiuje denzitu jednotiivych proteinovych skven Western blottingu v zdvislosti na davee 1Z. Uvedeny jsou reprezentativni Western bloty ze 1
nezavislych experimentd. 70D, integrovana opticka denzita.
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Obr. 5. Aktivace jniciatnich kaspas po ozd¥eni. Butiky
byvly ozéfeny, zlyzovany a analyzovéany. (A) MOLT-4. Po
ozafeni viemi dévkami jsme detekovali simultinni aktivaci
kaspasy-8 (inaktivni proforma 57 kDa byla §tfpena ve
funkéni  kaspasovon podjednotku 18 kDa) a pokles
prokaspasy-9. (B) HL-60. Po ozifeni divkou 6 Gy jsme
detekovali aktivni kaspasu-8 po 16 h, tedy v ase, kdy byl
3tépen Bid a pokles prokaspasy-9 byl zaznamenén s £asovym
zpozdénim (24-48 h). Uvedeny jsou reprezentativni Western
bloty ze 3 nezdvislych experimentd.

Obr. 6. UvoloEni eyt-¢ z mitochondridlni matrix po ozdieni.
Builky byly ozéfeny, zlyzovany a mitochondridlni frakce byly
izolovany. (A) HL-60. Uveln&ni cyt-c z mitochondrii je Sasové
zavislé na davee. Po davkach 20 a 50 Gy dochazi k uvolnéni
velmi rychle (4 h po ozéfeni). Davka 10 Gy indukuje jeho
uvolnéni za 16 h oviem dévky mendf nez 10 Gy a2 pozd&ji. (B}
MOLT-4. Po davee 7,5 Gy dochézi k uvolnéni mezi 4 2 16 h po
ozafeni. Za 12 h po ozdfeni je¢ dynamika uvoinéni dévkove
zdvisla zejména voblasti nad 2 Gy, Uvedeny jsou
reprezenlativai Western bloty ze 3 nezévislych experiment.
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Obr. 7. Ionizujici zaFeni pfisobi pokles Mel-1 a Bid. Buitky byly ozafeny, zlyzoviny a analyzovany, jak je indikovano. Uvedeny jsou
reprezentatival Western bloty ze 1 nezavislych experimentit. (A) Buiiky HIL-60. Po ozéfeni divkou 6 Gy nikoliv po davee 20 Gy mnoZstvi Mcl-
1 nardstd, pozdji klesa s ndstupem apoptozy (potvrzena deteke{ $tépeni nuklearniho laminu B), Pfed indukcl apoplézy je Bid (22 kDa) $t€pen na
proapoptoticky t-Bid (15 kDa). Po subletdlni davce dojde za 72 h k obnoveni bunétného cyklu, coZ se projevi naristem Mcl-1 a pokiesem t-Bid a
StEpeného laming B. (B) Buitky MOLT-4. Stejné jako u bungk HL-60 dochazi po cytostatické a subletdlni (1.5 a 3 Gy) nikoliv po letalni davce
(7,5 Gy) k inicialaimu naristu meoZstvi Mel-1. § néstupem apoptozy jeho mnozstvi klesd. Pokles piné formy Bid (22 kDa) koreluje s nastupem

apoptozy (potvrzena detekel $tépeni nukledrniho laminu B).
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Obr. 8. MOLT-4. Kofein inhibuje fosforylaci p53. Buiiky byly ovlivnény kofeinem, ozifeny, zlyzovany a analyzovany. Kofein tlumi expresi
p33 a dale inhibuje ATM-dependentni fosforylaci na Ser' a na Ser’™®, Patmna je také inhibice upregulace proteinu p21 a kaspasového #tépeni
laminu B v kombinaci s ob#ma pouZitymi davkami. Uvedeny jsou reprezentativni Western bloty ze tif nezavislyck experimentd.



6. ZAVER

Viéto praci jsme se vénovali studiu molekuldrnich mechanizmil aktivovanych
fonizujicim zarenim (1Z) v lidskych nadorovych buiikdch. Hlavnimi metodickymi piistupy
byla SDS-cicktroforéza na polyakrylamidovém gelu s imunodetekei a pritokevd cytometrie.
Experimenty byly provedeny na T-lymfocytari leukemické linii MOLT-4, ktera exprimuje
protein p33 (p53-wt) a na promyelocytarni teukemicke linii HL-60, kterd je p33-negativni. P
testovani klonogenity MOLT-4 byla uréena hodnota Dy jako 0,87 Gy (davka snizujici potet
piczivajicich bungk na 37 %) a iyto buiiky jsou relalivné radiosenzitivni ve srovnéani
s bufikami H1.-60, jejich Doje 2,2 Gy (Vavrovi et al., 20043,

17, zplisobuje dvojité zlomy DNA (DSB) a primaraf molekulou odpovidajici na vznik
DSB a regulujici repataci poikozené DNA je ATM kinasa (ATM). Zabyvali jsme se
mechanizmy spojenymi s aktivaci (fosforylaet) ATM a jejich substritil checkpoint kinasy-2
(Chk-2), histonu H2A X, proteinu p53 a jeho negativniho regulatoru Mdm2 a ddie proteiny
DNA reparagniho komplexu Mrel1/Rad50/Nbs1.

Nade prace ukdzala, Ze v buitkach MOLT-4 byla velmi ¢asné po ozafeni aktivovina
ATM na Ser'™ a take Chk-2 na The®™. Krétce po jejich aktivaci byl upregulovan p53, ktery
byl fosforylovan na Ser’, co? usnadiiuje jehe vazbu na DNA a podporuje transkripén
aktivitu, a dale na Ser”, co? tlumi interakci s Mdm2. 1Z také indukovalo autoregulatorni

lM’), ktery byl fosforylovan v dobé

zpStnou vazbu v podobd aktivace onkoproteinu Mdm2 (Ser
maximalni fosforylace p53.

Velmi &asny krok v odpovédi na poSkozeni DNA je fosforylace HZA X, ktery byl 1 h
po ozdfeni detekovan piedeviim imunocytochemicky pomoci konfokalnf mikroskopie v misté
DSB, kde byl kolokalizovan s proteinem 53BP1. V ozatenych bufikiach viak nebyla 1 h po
expozici detekovana fosforylovana forma Nbsi a mnoZstvi nefosforylovanych reparagnich
proteinti Nbs1, Mrell i Rad50 se po letalnich davkach snizilo. Navzdory funkini ATM neni
tedy reparace radiaéniho poskozeni DNA u bungk MOLT-4 dostatedng, coZ miZe byt jeden
z ditvedll zvySeng radiosenzitivity t&chto bunék.

Pokud poikozeni DNA dosahne takové miry, Ze je nereparovatelng, je spudiéna
programovana bunétna smrt. U studovanych bunnych linii je patny odliiny zpiisob
indukce apoptdzy. Apoptdza ma u bungk HL-60 po ozafeni davkami nad 10 Gy rychly nastup
a je prokazatelnd za 6 h. Po niz¥ich davkach (do 10 Gy) pfechazi bufiky do G2 bloku a

pokousi se reparovat vzniklé po¥kozeni. Apoptoza je pak navozena s maximem za 48 aZ 72 h



po ozafeni. Bunky MOLT-4 se akumuluji v 8- a Sastetné v G2-fazi a hynou pfevains
mitotickou apoptdzou v rozmezi 12 az 24 h po ozéteni.

Apoptoticky proces je kontrolovan zejména proteiny rediny Bel-2. Nade vysledky
ukéazaly, ¢ v obou bundénych liniich po subletalni, ale nikoli po letalni davee mnozstvi
antiapoptotického proteinu Mel-1 nardstd a s ndstupem apoptozy klesd. 17 také indukovalo
aktivaci proapoptotického proteinu Bid, Nasledns byly aktivovany obé iniciaini kaspasy-$ a -
9 a tedy i ob& cesty indukce apoptdzy (receptorova a mitochondridlni}. Tuto aktivaci jsme
pozorovali v obou liniich a mizeme tedy Fici, Ze byla nezévista na pHiomnosti p33 v bunkéch.
Zajimavym zjisténim viak bylo, & v p53-negativnich buiikach dochazi k nejprve k aktivaci
kaspasy-8 a pozdéji k aktivaci kaspasy-9, kdezto v p53-pozitivnich bufikéch jsou ob& kaspasy
aktivovany simultanng. To naznatuje, Ze pii radiaci indukované apoptéze zastava dilezitéjsi
roli kaspasa-8, kterd pomdha zprostfedkovat prenos apoptotického signaiu v p53-negativnich
podminkach,

Krome objasnéni n&kterych molekularnich mechanizmi aktivovanych po ozafeni bylo
diilezitym vysiupem na3i price zhodnoceni chovani proteindt (tastnicich se této sigralizace
v kontextu obdrzené davky. Mnozstvi fosforylované ATM se po ozafeni ve srovnani
s neozafenymi buiikami zvysuje, ale stejné jako fosforylace Chk-2 nejevi ZAdnou davkove
zavislou odpovéd’ Fosforylace H2A.X a kolokalizace s 53BPI vykazuje davkoveu zavislost
pfedevdim do 3 Gy. Fosforylace Mdm? se sice po nifich davkach {do 2 Gy) zvyiyje, ale
vy3si davky pak plsobi tbytek fosforylované formy. Podafilo se ndm oviem prokazat, ze
protein p53 (forma fosforylovand na Ser'®) reaguje na ozdfeni davkove zavislym vzestupem
(v dase 2 i} a proteiny Mel-1 & cyt-c reaguji na ozafeni davkovs zavislym poklesem (za 16 a
12 h). Zejména protein p33, u kierého byla ovéfena davkove zavisld odpoved’ 142 metodou
ELISA, je tedy moiné doporudit jako petencidlni molekularni indikétor vyuzitelny
v biologické dozimetrii pro zpétné uréeni obdrzené davky 1Z.

Dale byl na ozafovanych buiikach MOLT-4 studovan vliv preinkubace s kofeinem (2
mmol/l). Prokézali jsme inhibiéni efekt kofeinu na signalni drahu ATM/Chk-2/p53. Obé
fosforylace jak na Ser', tak na Ser™? byly vyrazné inhibovany. Diky tomu nedoilo
prostfednictvim p53 k aktivaci proteing p21. Ten funguje jako inhibitor cyklin-dependentnich
kinas a pti jeho sniZené expresi dochdzi ke zruSeni G2 bloku, ktery je nutny pro efekiivni
reparaci radiatnfho poskozeni DNA. Kofein pouzity v koncentraci, pfi které neni pro buiky
loxicky, zvySuje cytotoxické uginky 1Z a je potencidlni latkou vyuZitelnou pii kombinované

1€¢bE nadorovych onemocnéni.
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8. SOUHRN

Tato prace se zabyva molekuldmimi mechanismy aktivovanymi ionizujicim zaFenim,
které vedou k reparaci vznikléhe pofkezeni DNA nebo k indukei apoptézy. Vyuzity byly
lidské leukemické bunééné linie lifici se expresi nadorového supresoru, proteing ps3
{pozitivni u T-lymfocytarni linie MOLT-4 a negativni u promyelocytarni linie HL-60).

U bunék MOLT-4 byla prokézéna funkéni signdlni draha zavisla na ATM kinase,
kli¢ovém enzymu, ktery aktivuie celou fadu substratd udastaicich se zastavy bunééného cykiu
a opravy DNA, Vyznamnym zji§ténim je, Ze u téchto bun&k nedochazi k efektivni reparaci,
jelikoZ zde neni fosforylovan dileZity komponent reparadniho komplexu MRN, protein Nbsl,
coZ pokladame za jeden z divodd jejich zvydené radiosensitivity.

Zifenim indukovana aktivace ATM kinasy vede k rychté fosforylaci checkpoint kinasy-
2 a k upregulaci a fosforytaci p33 a jeho negativniho regultoru, onkoproteinu Mdm?2.

Kromé& reparace DNA, kterd je nutna pro dalii proliferaci bunék, jsme se vénovali
studiu bunédné smrti. U obou studovanych linii jsme potvrdili aktivaci jak recepterové, tak
mitochondridlni cesty indukce apoptozy. V obou liniich po subletalni (nikoH letalni) dévee
mnoZstvi antiapoptotického proteinu Mcl-1 vzrlstalo a s ndstupem apoptdzy pokleslo. Zafeni
také indukovalo aktivaci proapoptotického proteinu Bid a uvolnéni cyt-¢c z mitochondrii.
Zajimavym zjidt¥nim v¥ak bylo, Ze v p33 pozitivnich podminkach (MOLT-4) dochazi
k simultanni aktivaci iniciatnich kaspas-8 a -9, kde#to v podminkadch p33 negativnich (HL-
60} je kaspasa-9 aktivovdna s vyraznym ¢asovym zpozdenim. To naznaluje, Ze pokud chybi
protein p33, hraje dileZit&j§i dlohu v indukei zdfenim navozené apoptozy kaspasa-8. Obé linie
se 6z lisi typem apoptdzy. Buiky MOLT-4 vykazuji znagnou nesourodost v Gase indukce
apoptézy po czdfeni a umiraji v&t§inou tzv. mitotickou apoptézou. Na druhou stranu buitky
HL-60 podi¢haji pe nizkych davkach tzv. oddalené apoptoze, které predchazi akumulace
bungk v G2 bloku nutna pro opravu poikozené DNA, nebo umiraji rychtou apoptdzou, kierd
je navozena supra/letdlnimi davkami nékolik hodin po ozéteni

Prokazali jsme fosforylaci p53 na Ser'”, ktera jevi vyraznou davkovou zavislost
v oblasti do 3 Gy (krom& Western blottingu ovéfeno metodou ELISA) a proto jsme tento
protein navrhli jake molekulamni indikétor vyuZitelny v biodozimetrii pro zp#mé uréeni
obdrzené davky 1Z. Na signalni draze ATM/Chk-2/p33 jsme téz prokazali inhibidni efekt
kofeinu (kombinace nizkych davek a koncentrace 2 mmol/l), keery zvy$uje cytotoxické

uginky IZ a je latkou potencialng vyuzitelnou v kombinované terapii nadorovych anemocnéni,



9. SUMMARY

Presented work is engaged with focused on molecular mechanisms activated by ionising
radiation leading to reparation of DNA lesion or to induction of apoptosis. We used human
teukaemic cell lines differing in expression of the tumor suppressor protein p53 (positive in T-
Ivmphocyle MOLT-4 and negative in promyelecyte HL-60 cell lines, resp.).

In MOLT-4 cells we proved ATM kinase-dependent signaling pathway, which activates
number of substrates involved not only in celi-cycle arrest but also in DNA reparation, to be
functional. An out breaking finding is that DNA reparation is not effective in these cells,
presumably due to an impaired phosphorylation of Nbsl protein, an important part of
reparation complex MRN, We assume this as one of the reasons for higher radio-sensitivity of
these cells.

Radiation-induced activation of ATM kinase leads to rapid phosphorylation of
checkpoint kinase-2 and to up-regulation and phosphorylation of p53 and its negative
regulator - encoprotein Mdm2.

Besides DNA reparation indispensable for further proliferation of the cells we focused
on cell death. In each cell line studied we confirmed activation of both receptor and
mitochondrial pathways of induction of apoptosis, In both of them the amount of
anttapoplotic protein Mecl-1 increased after sublethal but not lethal doses. Later (with onset of
apoptosis} it declined. Irradiation also induced cleavage of proapoptotic protein Bid and
release of cytochrome ¢ from mitochondria. An interesting finding is that in p33-positive
conditions (MOLT-4) are both initiation caspases-8 and -9 activated simultancously, while in
p33-negalive conditions is caspase-9 activation obviously delayed. This suggests that caspase-
8§ plays more important role in the celis lacking p53. Both of the cell lines also differ in the
mode of apoptosis. The MOLT-4 cells exhibit wide disparity in the time of induction of
apoptosis and they die mostly by so-called mitotic apoptosis. On the other hand, HL-60 cells
underge so-called delaved apopsosis {induced after G2 arrest necessary for DNA repair) after
the low dose, or they die by rapid apoptosis induced by supra/lethal doses within hours after
irradiation.

We proved phosphorylation of p53 on Ser' to be dose-dependent up to 3 Gy (confirmed
by Western blotting and ELISA) and therefore we proposed this protein as a biodosimetric
marker of absorbed dose of ionising radiation. Using ATM/Chk-2/p53 signaling pathway, we
also proved that caffeine (2 mM) increases cytotoxicity of low doses of radiation and can be

exploited in combined therapy of cancer.
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