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Souhrn

Apoptdéza, nebo také programovand bunéénd smrt, je jeden ze =zakladnich
fyziologickych procesi a jsou pro ni typické morfologické a biochemické zmény odehravajici
se uvniti bunék. Ke zm&nam dochdzi i na drovni genové exprese a to jak u gend podilejicich
se na indukeli, tak 1 na pribéhy apoptdzy.

Cilem prace bylo indukovat apoptézu etoposidem u dvou modelovych bunéénych linii
a kvantifikovat p¥ipadné zmény v expresi vybranych geni.

Etoposidem, mhibitorem topoizomerdzy II, byly ovlivnéné dve stabilizované bunééné
linie Hep-2 a HL-60 po dobu 0 hod, 6 hod a 12 hod. Pfipadné zmény v genové expresi gend
TP53, BCL2, BAX a DIF'B byly m&feny metodou kvantitativni real-time RT-PCR.

Po analyze genové exprese bylo zjidt&no, Ze u Hep-2 bun€k exprese genu TP53
signifikantng vzrostla po 6 hod ovlivnéni ve srovnani s kontrolou, po 12 hod se exprese
sniZila, stale v8ak byla statisticky vyznamné vyS$8i neZ u kontrolni skupiny. U bunééné linie
HL-60 nedochéazi k pfepisu tohoto genu,

Kvantifikace exprese genu BCL2 u bun&éné linie Hep-2 ukézala, Ze jak po 6 hod tak
po 12 hod doslo ke statisticky vyznammému zvyseni exprese tohoto genu. Naopak exprese
genu BAX zistala beze zmény. U HL-60 bungk doslo ke statisticky vyznamnému poklesu
exprese BCL2 po 6 hod ve srovnéani s kontrolni skupinou, po 12 hod doSlo ke zvyseni exprese
ve srovnani jak se skupinou ovlivnénou 6 hod, tak skontrolou. U genu BAX doslo
ke statisticky vyznamnému zvy3en{ exprese po 6 hod oviivnéni, po 12 hod toto zvyeni bylo
statisticky vyznamné jen v porovndni s kontrolou.

Analyza exprese genu DFFB u Hep-2 bunék ukézala, Ze doSlo k mirnému nartstu
exprese po 6 hod, ne viak statisticky vyznamnému. Po 12 hod exprese tohoto genu klesla
v porovndni s kontrolou i se skupinou ovlivnénou 6 hod. U bunééné linie HL-60 nedoslo
ke zmeéné exprese tohoto genu.

Kvantitativni analyza genové exprese po ovlivnéni etoposidem ukazala, Ze zejména
exprese gent BCL2 a BAX se bunéénych linii Hep-2 a HL-60 znacng 1i8{. Jedna se zfejmé

o rizné reakce téchto nddorovych bunék na plsobeni etoposidu.



Summary

Apoptosis is a complex, strictly regulated physiological process which is characterized
by several molecular and biochemical features such as upregulation of proapoptotic genes,
activation of specific enzymes, cell contraction and rounding, formation of spikes and blebs,
DNA fragmentation and cell fragmentation into apoptotic bodies.

The aim of this work was to investigate changes in expression of apoptosis related
genes in cells of two cell lines after treatment with etoposide.

To find out about changes in genes expression of apoptosis-related genes, two
stabilized cell lines Hep-2 and HL-60 were treated with etoposide, a topoisomerase II
inhibitor, during 0 h, 6 h or 12 h. The changes in genes expression of TP53, BCL2, BAX and
DFI'B were measured by quantitative real-time RT-PCR.

In Hep-2 cells, the relative expression level of TP33 gene was significantly higher
after 6 h of treatment then the untreated control. Expression of TP53 was significantly higher
also after 12 h of treatment compares to control, but lower than the group of cells treated 6 h.
HL-60 is the TP53-negative cell line.

In Hep-2 cells, the relative expression level of BCL2 gene was significantly higher
after 6 h of treatment than the untreated control, The relative expression level of BCL2 was
significantly higher also after 12 h of treatment and the expression level also significantly
increased between 6 h and 12 h of treatment with etoposide. Whereas, the relative expression
level of BAX did not significantly change neither after 6 h nor 12 h of treatment with
etoposide.

In HL-60 cells, the relative expression level of BCL2 gene was significantly lower
after 6 h of treatment than the untreated control, but the expression level was significantly
higher after 12 h of treatment compared to untreated control. The significant distinction was
also between 6 h and 12 h of treatment with etoposide. The relative expression level of BAX
gene was significantly higher after 6 h and 12 h of treatment with etoposide compare
to untreated control.

In Hep-2 cells the expression level of DFFB was significantly lower after 12 h
of treatment compares to the group of cells treated 6 h. In HL-60 cells the expression level of
DFFB did not change.

Quantitative analysis of these genes shows the different expression levels especially
of BCL2 and BAX genes in Hep-2 and HL-60 cells. It can indicate the different response
of Hep-2 and HL-60 cells to etoposide treatment.



Seznam zkratek

5-FU - metabolit 5/prime/-deoxyfluorouridin

AIF - apoptosis-inducing faktor

APAF11 - apoptotic protease activating factor-1

BAK - BCL2-antagonist/killer 1

BAX - BCL2-associated X protein

BCL2 - B-cell CLL/lymphoma 2

bp — pér bazi (base pair)

BRIN-BD 11 ~ buné&én4 linie, beta buiiky Langerhansovych ostravkd slinivky
CAD - caspase-activated DNase

Cdc2 - cell division cycle 2

cDNA - komplementarni DNA

Cisplatina (CDDP) — Cis-diaminedichloroplatinum

COLO 205 - bunéén4 linie, kolorektalni karcinom

CPAN - caspase-activated nuklease

cyklin-Cdk — cyklin dependentni kindza (Cyklin dependente kinase)
DFFB - DNA fragmentation factor

DMEM - kultivaéni médium (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
DNA — kyselina deoxyribonukleova

DNasa - deoxyribonukleaza

dNTP - deoxyribonukleotidtrifosfat

ds DNA — dvoufetézcova DNA (double strand)

ECACC — Evropska Sbirka bun&¢nych kultur (The European Collection of Cell Cultures)
EDTA ~ ethylendiaminotetraoctova kyselina

FADD - Fas-associated death domain

FAS - TNF receptor superfamily

FasL. — Fas ligand

FCS — fetalni teleci sérum (fetal calf serum)

Gadd45 - growth arrest and DNA damage-inducible protein 45

HDB — hydroxydibenzoylmethan

HL-60 - bun&éna linie, humdanni myeloidni leukémie

HT-29 - buné&éna linie, karcinom tlustého stfeva



TAP - inhibitor of apoptosis protein

IGF-BP3 - insulin-like growth factor-binding protein 3
IMRO90 — buné&én4 linie, huménni fetalni plicni fibroblasty
Jurkat - bun&éné linie, akutni T bunééna leukémie

LoVo — buné&én linie, humdanni karcinom tlustého stieva
LY2940002 - phosphoinositide-3-kinase inhibitor

Mdm?2 - mouse double minute

MKN-45 — bunéén4 linie, humanni karcinom Zaludku
M-MuLV — virus my$i leukosy (Moloney Murine Leukemia Virus)
Molt-4 - bunééna linie, lymfoblastickd leukémie

mRNA — mediatorova RNA

NALL-1- buné¢na linie, akutni lymfoblasticka leukémie
NSCLC - nemalobun&ény bronchogenni karcinom

PANC-1 ~ bun&éna linie, karcinom slinivky bfisni

PBGD - porphobilinogen deaminase

PBS — fosfatem pufrovany fyziologicky roztok (Phosphate buffered saline)
PCR - polymerazova fetézova reakce

PERP - TP53 apoptosis effector

PTGF-beta - beta transforming growth factor

Rb — retinoblastomovy protein (Retinoblastoma)

RNA — kyselina ribonukleova

RPMI - kultivaéni médium (Roswell Park Memorial Institute)
RT — reverzni transkripce

RT-PCR — reverzni transkriptazovd PCR

SNP — jednonukleotidové polymorfismy (single nucleotide polymorphism)
ss DNA - jednofetézcova DNA (single strand)

SV40 - bunéén4 linie, transformované IMR90 bunky

TNF - tumor necrosis factor

TNFR - tumor necrosis factor receptor

TP53 — tumor protein p53

TRAIL - TNF-related apoptosis inducing ligand

Tris — trihydroxymethylaminomethan
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1. Uvod

Apoptdéza, nebo také programovana bunécnd smrt, je dynamicky proces, b&hem
kterého buiiky umiraji jako odpoveéd’ mna rizné druhy podnéti. Je nezbytnd pro udrZeni
integrity mnohobun&énych organismil i pro zdirny prib&h embryogeneze. Apoptdza
je kontrolovany dg&j, pro ktery jsou charakteristické morfologické a biochemické zmény
odehravajici se uvniti bun¢k. Mezi morfologické projevy patfi kondenzace a fragmentace
jadra, ztrata objemu cytoplazmy a tvorba tzv. apoptotickych télisek, kterd jsou pohlcena
fagocytujicimi butikami. V ranné fazi apoptédzy je aktivovana rodina enzymi zvana kaspazy,
které degraduji dal$i strukturni proteiny v bufice, nebo aktivuji dal${ enzymy jako napf.
DNazy.

K indukci apopézy mize dojit vice zplsoby, jednim znich je indukce pomoci
vnitinich signalt, tzv. mitochondrialn{ cesta, ktera se uplatiinje napiiklad pfi poskozeni DNA.
Zde hraje dulezitou roli protein TP53, ktery schopen bud’ zastavit bun&ény cyklus, nebo
indukovat apoptézu. Pii spousténi apoptdzy hraje kli¢ovou roli také rodina BCL2 proteind.
Jejich vzajemny pomér a interakce rozhoduji o tom jestli butika do apoptoézy vstoupi. Jednim
z hlavnich morfologickych znakd apoptézy je pak fragmentace DNA, za kterou zodpovidaji
endonukledzy. Jednim zvyznamnych =zastupcl této skupiny, ktery zplisobuje
internukleozomalni fragmentaci DNA je enzym DFFB.

Ptsobenim xenobiotik na buriky, pfipadné nidorové bunééné linie, 1ze sledovat nejen
jejich toxicky éinek, ale i jejich schopnost indukovat apoptézu. Jednou z takovych latek je
i etoposid, ktery je jeden z nejéastéji pouzivanych protinadorovych Iékt. Jeho primarnim
cflem v butikdch je enzym topoizomerdza II. Disledkem plisobeni etoposidu na burky
je vytvareni trvalych zlomt na fetézci DNA a zastaveni bun&éného cyklu v S nebo G2 fazi,
pfipadné indukce apoptdzy.

Indukce apoptozy v buiikdch, se kromé& morfologickych zmén, projevi i zménou
exprese genll podilejicich se na apoptéze. Pro presné vyjadieni téchto zmén v genové expresi

se vyuzivd metoda real-time RT-PCR.
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Cile prace

Tématicky tato disertadni price navazuje na pfedchozi prace zpracovavané na Ustavu
lékaiské biologie a genetiky, kde byla testovana schopnost etoposidu indukovat apoptdzu
u bun&k riznych nddorovych bun&énych linif. V t&chto pracich (Cervinka et al. 1999, Rudolf
et al. 2000a, Cervinka et al. 2004, Rudolf et Cervinka 2005) byly sledovany hlavng
morfologické projevy apoptozy.

Pro zjist'ovani zmén v genové expresi bunék po ovlivnéni etoposidem, byly ptedsedou
oborové rady vybrany dvé modelové bunééné linie, Hep-2 a HL-60.

Cilem této prace tedy bylo indukovat apoptozu etoposidem u dvou stabilizovanych
bunéénych linii, Hep-2 a HL-60 a metodou real-time RT-PCR kvantifikovat expresi
vybranych gent, které se podileji na indukei, nebo priibéhu apoptézy.

1. Optimalizovat podminky real-time RT-PCR recakce pro geny TP53, BCL2, BAX, DFFB

a referenéni gen PBGD.

2. Kvantifikovat a porovnat piipadné zmény exprese techto genti u nadorovych bun&énych

linif Hep-2 a H1.-60 po indukci apoptézy etoposidem.
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2. Literarni piehled

2.1 Bunécéna smrt

Bunééna smrt spolecné s ristem a diferenciaci patif mezi rozhodujici &asti Zivotniho
cyklu bun&k. Dynamick4 rovnovéha mezi bunéénym délenim a buné&nou smrti je dileZita pro
celkovou homeostazi organismu. Existuji dva zakladni mechanismy bun&éné smrti nekréza
(,,nahodna“ bundénd smrt) a ,,programovand“ bunétna smrt (Schwartzman et Cidlowski
1993). Mezi nejzndmé&ji{ typ programované bunééné smrti pati apoptéza. V poslednich letech
se také objevuji ¢lanky popisujici rizné typy bunééné smrti odliSujici se od apoptdzy. ProtoZe
vSak tyto procesy vyZaduji pfisun energie a aktivaci uritych gentl, povazuji se pouze za jiné
typy programované bun&éné smrti neZ je apoptdza. Piehled riznych forem bun&éné smrti

uvadi ve své praci napf. Elmore (2007).

2.1.1 Nekréza (,,ndhodna“ bunécna smrt)

Nekroza je patologicky proces, ktery nastane pokud je buiika fyzicky po$kozena, nebo
je vystavena pusobeni chemickych latek. Builky v nekroze provézeji typické morfologické
a biochemické zmény. Mezi prvni piiznaky patii bobtnani cytoplasmy a organel, zejména
mitochondrii, avSak bez vyraznych zmén v jadie. PoSkozeni membran, nebo celkové
energetické vyCerpani vedou k ukondeni aktivity iontovych pump. Kationty pak ptechazeji
pies membranu spole¢né s tekutinou podle koncentraéntho spadu a zplisobuji bobtnani butiky.
Zvysena koncentrace volného Ca®” wvcytosolu aktivuje fosfolipazy, kterd degraduji
membranové fosfolipidy a zplsobi tim rozruSeni membran (Chien et al. 1978, Schanne et al.
1979). To nakonec vede k rozpadu organel a celkové lyzi buriky. Bunénou dezintegraci
v pozdnich stadiich nekrézy wurychli hydrolazy, uvolngné zrozrufenych lyzozémi,
lyzozomalnimi deoxyribonukledzami je $tépena i DNA na rizng dlouhé fragmenty (Hawkins
et al. 1972). Pro nekrozu je typické, Ze postihuje skupiny sousedicich bungk a z4nét se rozviji

i v okolnich tkanich v diisledku uvolnéni bunéénych zbytka.

2.1.2 Apoptéza (,,programovani® bunécna smrt)

Termin apoptéza se poprvé objevil vroce 1972 a popisoval novy zplisob bunééné
smrti (Kerr et al. 1972). U apoptotickych bungk se objevuji typickeé morfologické zmény, jako
je kondenzace a fragmentace jadra, ztrata objemu cytoplazmy, a tvorba tzv. apoptotickych

t&lisek, coZ jsou membranou obalené fragmenty bunck obsahujici ¢asti jadra a cytoplazmu.
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Apoptoticka téliska jsou nasledng pohlcena fagocytujicimi buiikami, jako jsou makrofagy,
apodl¢haji rychlé degradaci (Fadok et al. 1998). Diky tomu, Ze plazmatickd membrana
ziistava neposkozena, nevyvolavaji apoptotické buiiky zanét (Levine 1999). Prvni pozorovéni
apoptdzy ukazala, Ze je to zakladni fyziologicky proces, ktery hraje dileZitou roli v regulaci
bunééné populace (Kerr et al. 1972). Apoptoza probihd také v priibéhu embryogeneze, kde
jsou né&které bufiky naprogramovany zemfiit, proto se také k popsani tohoto d&je pouZiva
termin ,,programovana‘ buné¢na smrt (Krammer 1999).

Apoptdza mize byt rozd€lena do tii stadii (Kroemer et al. 1997). V prvni fazi bufiky
pfijmou apoptoticky signal. V buiikach miZe stimulovat apoptézu mnoZstvi riznych signala
internich 1 externich. Mezi né pat¥i napf. ligace povrchovych bunéénych receptortl, staZeni
zakladnich ristovych faktor, nebo vystaveni bunék riznym chemickym latkdm (Au et al.
1997). Také vystaveni bunék ultrafialovému, nebo ionizujicimu zateni, horku, nebo zmé&nim
osmolarity miZe indukovat apoptdzu (Rehemtulla et al. 1997, Zundel 1998).

V dalsi fazi buiiky vyhodnocuji rozmanité signdly, které rozhoduji o tom, zda buiika
vstoupi, nebo nevstoupi do apoptdzy. Tento proces obsahuje nékolik signalnich drah, jako je
aktivace serin/threonin a tyrosin kindz a fosfatdz, pozménénou genovou expresi a aktivaci
specializovanych protedz, zndmé jako kaspazy. Koneéné rozhodnuti podstoupit apoptézu
zavisi na nékolika dalSich faktorech, jako je vzdjemnd hladina apoptotickych
a protiapoptotickych faktori, metabolicky stav bufiky, stejné tak i v jakém stadiu buné&&ného
cyklu se buiika nachdzi (Montani et al. 1999). V posledni f4zi apoptdzy jsou aktivovany
signalni dréhy vedouci k degradaci bunky a burika nasledné ziskava typické morfologické
znaky (Kroemer et al. 1997).

2.1.2.1 Morfologické a biochemické zmény v apoptdze
Biochemické a morfologické zmény zplsobené apoptdzou se projevuji v celé buiice

od plazmatické membrany po jadro. Napadnd zména, projevujici se ve struktufe plazmatické
membrany je tvorba puchyikl, nebo malych membranou obalenych &asti cytoplazmy. DalSim
napadnym jevem je kondenzace jaderného materialu. Mezi daldi zmény, kieré probihaji
vcytoplazmé v prib&hu apoptézy, patfi ztrata objemu cytoplazmy a degradace
cytoskeletarnich proteint (Cohen 1993). Ztrata objemu cytoplazmy vyplyva ze ztraty
draslikového gradientu, ktery je normdlné udrZzovany plazmatickou membranou. Toto
zmen$ovani objemu butiky ma pak za nasledek tvorbu puchyikdt na povrchu plazmatické
membrany (Dallaporta et al. 1999) (Obr. 2). Degradace cytoskeletarnich proteind vyplyva

z aktivace kaspaz a jinych degradativnich protein (Krammer 1999).
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Dalii zmény v butice se tykaji bun&&nych organel, mitochodrii a jadra. Mitochondrie
maji za norméalnich okolnosti ovélny tvar s vnitini a vnéjsi fosfolipidovou membranou.
Vnitini membrana ohraniduje centrdlni matrix, ve které je uloZena mitochondridini DNA.
Mezimembranovy prostor, ktery je ohrani¢en vnitini a vné&j$i mitochondridlni membranou
obsahuje n&kolik pro-apoptotickych proteini jako je respiraéni protein cytochrom c a AlF.
V nékterych buiikach byly také detekovany kaspézy 2, 3 a 9 (Samali et al. 1999, Susin et al.
1999a,b). Béhem apoptdzy dochdzi k bobtnani mitochondridlni matrix, k prasknuti vnéjsi
mitochondrialni membrany a uvolnéni pro-apoptotickych proteinli z mezimembranového
prostoru (Kroemer et al. 1997).

Dal§i vyrazné zmény lze pozorovat béhem apoptozy i v jadfe. Jadro kondenzuje,
chromatin se soustfed’uje po jadernou membranou a jadro zaéind segmentovat na n¢kolik Casti
(Cohen 1993). Tyto fragmenty pak mohou byt uvolnény z buriky jako soucast apoptotickych
t8lisek (Zamzami et Kroemer 1999) (Obr. 1). Redukce celkovém obsahu DNA v butikach
je tedy signalem o probihajici apoptéze. Na biochemické trovni jsou tyto zmeény v jadie
spojené s aktivaci nékolika riznych endonukledz. Diky piisobeni téchto degradativnich
enzymi vznikaji kratké fragmenty DNA, v n8kolikandsobcich 180 pard bazi, coZ odrazt

zakladni nukleozomovou strukturu (Zamzami et Kroemer 1999).

apaptasis activated eell shrinkags
Lo dnrliinisic o Sxhringie cheomati cardensation
pattray

normal rell \
e APOPTOSIS nuslar
| caflapse
fysisof
apopiatic bodies o v apoptotic body
' formation

Obr. 1 Pribeh apoptozy
(http://www.scq.ubc.ca/apoptosis/)
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Obr. 2 Tvorba typickych puchyfki na povrchu plazmatické membrany
(http://biology.about.com/cs/cellbiology/a/aa031204a.htm)

2.1.2.2 Mechanismy indukce apoptdézy

Regulace apoptdzy je velmi sloZity proces a existuje n&kolik cest jak v butice dochazi
k indukei bun&&né smrti (Obr, 3).

1. Apoptéza indukovand vn&j&imi signaly

Tento zplsob bun&éné smrti je zprostredkovan pres receptory FAS(CD95) a TNF
(nazyvané také ,receptory smrti*), co jsou integralni membranové proteiny s receptorovou
doménou vné buitky. Na tyto receptory se vazou aktivatory FASL a TNF -0, které aktivuji
kaspazu 8 a tim spousti apoptézu v buiikach (Strasser et al. 2000).

2. Apoptéza indukovéna vnitinimi signaly (mitochondrialni cesta)

Tento zplisob apoptézy je indukovan pii bundéném stresu, napf, pfi poskozeni DNA
a kli€ovou roli zde hraje rodina BCL2 genti. V &asnych fazich tohoto typu apoptdzy dochazi
k permeabilizaci vn&j& mitochondrialni membrdny a kuvolnéni cytochromu ¢ a jinych
proapoptotickych proteint (Newmeyer et Ferguson-Miller 2003). Uvolnénim téchto proteini
jsou aktivovény kaspazy a spusténa apoptdza.

V nékterych typech bungk se z mitochondrii uvoliiuje AIF, ktery spousti apoptdzu bez
U¢asti kaspaz (Candé et al. 2002).
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Obr. 3. Schéma apoptozy.
(http://www.cellsignal.com/reference/pathway.html)

2.1.2.3 Dilezité geny uplatiiujici se pfi regulaci apoptézy
Apoptoza je regulovéna mnoha geny. V této kapitole jsou podrobné&ji popsany ty geny,

jejichz exprese byla méfena v experimentalni &asti prace.

TP53 (tumor protein p53)

Gen TP33 patfi do skupiny tumor supresorovych gend a je Casto popisovéan jako
wStrazce genomu“. Jeho vyznamnou funkci je udrZovdni integrity genomu, coZ je dilleZité
napf. pfi potkozeni DNA, po kterém miZe dojit k zastaveni buné&ného cyklu nebo k indukei

apoptozy (Levine 1997). Zirdta funkce TPS3 muizZe vést k vyS§i citlivosti bungk k nadorové
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Jednou z nejdilezitgjsich biologickych funkci proteinu TP53 je regulace transkripee.
Pravé v doméné€ potfebné pro specifickou vazbu na DNA byla nalezena velka ¢dst mutaci
genu TP33 (Ko et Prives 1996). Objeveni schopnosti regulace transkripce u proteinu TP53
mélo velky vyznam pii zkoumdni jeho funkcei a u stdle vice genti je znimo, Ze obsahuji
vazebné misto pro TP53 a tim jsou schopny zprostfedkovat U&inek TP53 na bunky
(Vogelstein et Kinzler 1992). Geny, které jsou transkripéné regulovany proteinem TP53, se
daji rozdélit do neékolika skupin. Prvni skupinu tvoif geny podilejici se na regulaci buné&&ného
cyklu, jako jsou p21 a 14-3-3 sigma (el-Deiry et al. 1993, Hermeking et al. 1997). Do dalsi
skupiny néleZi geny podilejici se na regulaci apoptdzy, kam patii rodina BCL2 gend. Mezi
pozitivné regulované geny ztéto genové rodiny patii BAX, BAK a NOXA, které jsou
proapoptotické (Miyashita et Reed 1995, Oda et al. 2000, Pohl et al. 1999). Dalsi skupinou
jsou geny FAS patfici do rodiny gend TNFR. Tyto geny jsou dileZité pii regulaci apoptézy
v imunitnim systému a to, Ze patif mezi aktiva¢ni cile proteinu TP353, miiZe naznacovat ulohu
TP53 i u apoptézy indukované ptes receptory (Owen-Schaub et al. 1995). Dal§i skupinou,
jejiz transkripce je ovlivnéna TP53, jsou geny podilejici se na regulaci bunéné signalizace
jako IGF-BP3, ktery pomahaji pii spousténi apoptézy (Buckbinder et al. 1995). I kdyZ je
TP53 znam hlavné jako aktivator transkripce, vi se také o jeho funkci pf#i represi transkripce.
TP53 napiiklad potladuje expresi antiapoptotického genu BCL2 zrodiny BCL2 genii
(Miyashita et al. 1994b).

Jednou ze z dalSich funkei proteinu TP53 je zprostfedkovat informaci o poskozeni
DNA a zabranit akumulaci potencidlngé onkogennich mutaci (Lane 1992)., Na tuto funkci
TP53 existuji dva mechanismy — zastaveni bunééného cyklu a apoptdza (Levine 1997).

Schopnost proteinu TP53 indukovat zastaveni bun&éného cyklu v obou kontrolnich
bodech, jak v G1, tak v G2/M je spojena s jeho funkci transkripéniho regulatoru (Bunz et al.
1998). Pii zastaveni bunééného cyklu v G1 fazi je cilem regulace transkripce gen p21. Protein
p21 se vaZe na mmoZstvi cyklin-Cdk komplexi: cyklin D1-Cdk4, cyklin E-Cdk2, cyklin A-
Cdk2, coz vede k potladeni jejich kindzové aktivity. Dochézi k akumulaci nefosforylovaného
proteinu Rb, ktery zlstavé asociovany s transkripénimi faktory jako napt. s E2F. To ma za
nasledek, Ze nedochazi k transkripci gent regulovanych E2F a bun&ény cyklus zistava v G1
fazi (Harper et al. 1995). Protein TP53 hraje roli 1 pfi regulaci transkripce daldich gen, které
majf dileZitou Ulohu pfi zastaveni bun&éného cyklu v kontrolnim bodé G2/M. Pro vstup

vvvvvv

transkripce cyklinu Bl (Innocente et al. 1999). K dalsim z gent, které se podileji na zastaveni
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bun&éného cyklu v kontrolnim bodé G2/M a jsou regulovany TP53, patti GADDA45 a 14-3-3
sigma.

Dalsi vyznamnou funkei proteinu TP53 je schopnost indukovat apoptézu. Mezi cilové
geny pii regulaci transkripce pro TPS53 patif napf. BAX. Protein BAX se pii indukci apoptézy
pfemisti do mitochondrif, sou€asné dochézi k uvoln&ni cytochromu ¢ a k aktivaci kaspézy 9,
kterd pak spousti aktivaci kaspazové kaskady (Miyashita et Reed 1995). Daldimi z cilovych
geni pro protein TP53 jsou geny FAS/APOl aKILLER/DR5. Tyto geny kéduji
transmembranové receptory, které zprostfedkovavaji aktivaci kaspaz 8 a 10, které dale
aktivuji dalsi kaspdzy (Owen-Schaub et al. 1995, Wu et al. 1997). K indukci apoptézy také
muZe piispét potlafeni exprese antiapoptotického genu BCL2 (Miyashita et al. 1994a),

Protein TP53 se ucastn{ fady buné&nych procest a jeho aktivita je proto fizena mnoha
mechanismy. Je to protein skritkou Zivotnosti a k prodlouZeni jeho Zivotnosti a jeho
akumulaci v butikach miize vést napf. poskozeni DNA. NejdileZitdj$i regulator stability
proteinu TP33 je MDM2 (Momand et al. 2000). Protein MDM2 byl plivodng objeven jako
inhibitor transkripénf aktivity TP53 a nyni je zndmo, Ze se podili na jeho rychlé degradaci.
MDM2 se vaze naN-konec aktivaéni domény TP53, a tim umoZni jeho proteolyzu
zprostfedkovanou ubikvitinem, coZ pfispiva k udrfovani nizké hladiny proteinu TP33
v bufikach (Haupt et al. 1997). MDM2 sim je pak pozitivng transkripén& regulovan pomoci
TP353 (Barak et al. 1993). Pokud je TP53 aktivovan poskozenim DNA, gen MDM2 je vice
pfepisovan, coZ zvySuje degradaci TP53, a tvofi se tak negativni zp&tna vazba pii udrZovani

spravné hladiny proteinu TP33 v buiice.

Rodina BCL2

Proteiny BCL2 rodiny hraji v apoptéze dilezitou regulaéni roli. Tato skupina proteint
zahrnuje Cleny, ktefi inhibuji apoptézu (BCL2, BCL-XL, MCLI1) a apoptéozu podporuji
(BAX, BAK, BAD, BID, BIK, BCL-XS). Bylo ji§téno, Ze se tyto proteiny skladaji aZ ze &ty¥
BCL2 homolognich (BH) domén. Clenové anti-apoptotické skupiny maji viechny &tyfi
domény, zatimco pro-apoptotickd skupina miZe byt rozdélena do t# kategorii. Proteiny BAX
a BAK obsahuji domény BH1, BH2 a BH3, zatimco skupina proteini BAD, BID, BIK maji
pouze doménu BH3 (Chao et Korsmeyer 1998, Korsmeyer 1999). Protein BCL-XS tvoti
vlastni skupinu, protoZe obsahuje domény BH3 a BH4 (Minn et al. 1998). Dalsi
charakteristikou BCL2 proteint je jejich schopnost tvorby homo- i heterodimer. Tvorbu
heterodimerli mezi pro- a anti-apoptotickymi ¢leny téchto proteindl zajistuje o-helix BH3

domény a tim se oviiviiyje jejich daldi ¢innost (Minn et al. 1998).
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BCL2 proteiny maji rizné rozloZeni v cytoplazmé. Vétsina proteinii BCL2 a BCL-XL
je asociovana s membranami mitochondrii. Pro-apoptotické proteiny BAK, BAX, BID, BIK
jsou ve své neakiivni fazi lokalizovany v cytoplazmé, po jejich aktivaci se pfemistuji
do mitochondrii a umoZni tak uvolnéni cytochromu ¢ (Wolter et al. 1997, Shimizu et
Tsujimoto 2000).

Na regulaci aktivity pro- a anti-apoptotickych BCL2 proteind existuje nékolik
bunéénych mechanisms.

Jednim znich je schopnost &lenit BCL2 rodiny tvofit dimery. Napiiklad anti-
apoptotické proteiny BCL2 a BCL-XL tvofi dimery s pro-apoptotickym proteinem BAX
a neutralizuji tim jeho aktivitu. Jako heterodimer je BAX neaktivni, ale jakmile miiZe tvofit
homodimery je schopen indukovat apoptdzu (Gross et al. 1998).

Dal3im mechanismem je zmé&na poméru pro- a anti-apoptotickych BCL2 proteini.
Zména exprese miZe inhibovat, nebo naopak podpofit apoptézu (Adams et Cory 1998).
Napiiklad pokud je mnozZstvi BCL2 vy8§i, nebo stejné jako mnoZstvi BAX, dani burika
je chranéna pfed apoptézou. Naopak pokud je mnozstvi BAX vy$§{ nez BCL2 ma bufika vatsi
pravdépodobnost zacit s apoptozou.

Tfeti moZnosti je, pokud jsou BCL2 proteiny fosforylovany. Napiiklad pro-
apoptoticky protein BAD. V nefosforylovaném stavu tvofi dimery s proteiny BCL2 a BCL-
XL a neutralizuje tim jejich anti-apoptotickou aktivitu a tim umoZiiuje proteinu BAX, aby se
sam dimerizoval (Yang et al. 1995). Pokud je vSak BAD fosforylovdn, je zablokovan
proteinem 14-3-3 sigma a nemtZe tak ovliviiovat a neutralizovat proteiny BCL2 a BCL-XL
(Zha et al. 1996).

Funkce BCL2 proteind miZe byt zmé&néna $tépenim. B&hem apotézy indukované pies
receptor FAS bylo zjidténo, Ze kaspazy $tépi BCL-XL proteiny. Ty uZ pak dale neplni anti-
apoptotickou funkci (Clem et al. 1998). Dal¥{im ze skupiny BCL2 proteind, ktery se aktivuje
Stépenim, je protein BID. Jeho nenast€pena forma je neaktivni, po nadtépeni kaspazou &
indukuie BID uvolnéni cytochromu ¢ z mitochondrii (Luo et al. 1998).

Také konformace BCL2 proteind upravyje jejich aktivitu. Napifiklad protein BAX ma
ve své neaktivni fazi konformaci, ve které je rezistentn{ proti §t€peni. Po aktivaci a translokaci
do mitochondrii se N-konec tohoto proteinu stava pfistupny ke $t€peni protedzou, coz sv&ddi
o zméng konformace. In vitro studie ukazaly, e konformaéni zmény BAX jsou kontrolovany
pomoci pH. V neutrdlnim pH je BAX rezistentni proti §tépeni, v zdsaditém pH se stava

sensitivni. Aktivaci proteinu BAX tak pfedchazi rist intracelularmiho pH (Khaled et al. 1999).
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Kaspdzy

Kaspdzy jsou specializované protedzy, které jsou nezbytné pro pribéh apoptozy.
Odlisuji se od ostatnich proteaz, protoZe pro katalyzu pouZivaji cystein a proteiny $t&pi pouze
za kyselinou asparagovou (Earnshaw et al. 1999). Kaspazy jsou syntetizovany jako
jednoduché polypeptidové fetdzce a jsou to neaktivni zymogeny. Béhem aktivace
je polypeptidovy fetézec roz§tépen na velkou a malou podjednotku, které spolu tvofi dimery.
Pro plnou enzymovou aktivitu jsou nezbytné dvé velké a dvé malé podjednotky (Krammer
1999). Aktivace nastdva dvéma rlznymi mechanismy. Nékteré kaspazy se mohou Stépit
po interakei s jinymi proteiny. Napiiklad kaspaza 8 se aktivuje po asociaci s proteinem
FADD, kaspaza 9 je aktivovédna po interakci s cytochromem c, ATP a proteinem APAFI.
U druhého mechanismu jsou kapézy $tépeny jinymi kaspazami. Nap¥. kaspazy 8 a 9 mohou
Stepit a aktivovat kaspazu 3 (Boldin et al. 1996, Li et al. 1997).

V sav€ich tkanich bylo identifikovano pfinejmen$im 14 riznych kaspaz, které byly
rozdéleny do i kategorii. V prvni skuping jsou kaspazy 1, 4 a 5 uplatiivjici se v zanétlivych
procesech (Salvesen et Dixit 1997). Druha skupina obsahuje kaspdzy 6, 8, 9 a 10. Tyto
enzymy jsou povazovany za signalizaéni kaspdzy, protoZe mohou aktivovat jiné kaspazy
a zahé4jit tim kaskadu (Garcia-Calvo et al. 1998). Do posledni skupiny patfi kaspazy 2,3 a 7.
Tyto enzymy znamé jako efektorové kaspazy, jsou $t€peny jinymi kaspazami, a dale pak $tépi
dali bunééné komponenty. Aktivace t€chto kaspaz zpravidla vede k nevratnému spusténi

apoptozy (Nunez 1998).

Kaspazy jsou zodpovédné za $t¢peni mnoha bunéénych komponent v&etng jadernych
proteind, signalizagnich proteinii a proteinii cytoskeletu. St¥peni t&chto proteinti souvisi
s dramatickymi morfologickymi zménami, které jsou viditelné v pribéhu apoptozy. Kaspazy

také §tépi enzym, ktery odpovida za fragmentaci DNA a to DFF (Krammer 1999).

DFF (DNA fragmentation factor)

Jeden z biochemickych znakd apoptézy je fragmentace genomické DNA. Nejdfive
je chromatin §tépen na fragmenty DNA o délce 50-300 kb, které sleduji strukturu
chromatinovych domén. Toto Sté€peni DNA na velké fragmenty je nasledovano
internukleozomalnim Sté€penim pii kterém vznikaji mono- a oligonukleozomové fragmenty,

které se oznatuji jako ,,DNA laddery* (Arends et al. 1990, Filipski et al. 1990). Jedna
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nazyvan4 jako DFF (Liu et al. 1997), nebo CAD (Enari et al. 1998), nebo CPAN (Halenbeck
et al 1998).

V neaktivni formé je protein DFF heterodimer sloZeny ze dvou 40 a 45 kDa
proteinovych podjednotek nazyvanych DFFB (DFF40) a DFFA (DFF45). DFFB je
katalyticka podjednotka, zatimco DFFA regulaéni podjednotka DFF. Lidsky DFFB je bazicky
protein sloZeny z 345 aminokyselin, zatimeco DFFA je kysely protein z 331 aminokyselin.
DFFA ma dvé rozpoznavaci mista pro kaspdzu 3, zbytky kyseliny asparagové 117 a 224. (Liu
et al. 1997, Liu et al. 1998). DFFB i DFFA nesou na svém N-konci konzervativni doménu
z 80 aminokyselin, kterd se uplatiivje pfi jejich vzdjemné interakci (Lugovskoy et al. 1999).
C-konec proteinu DFFB slouZi jako jaderny lokalizator a delece C-konce DFFB vede
ke kompletni ztrat€ enzymové aktivity (Inohara et al. 1999).

Protein DFFA navadzany na DFFB inhibuje jeho nukleazovou aktivitu. Po na$tépent
DFFA kaspazou 3 je uvolnén aktivni enzym DFFB. DFFA miiZe byt §tépen i kaspazou 7, ne
v8ak kaspazou 6 a 8. DFFA hraje také dvoji roli jako inhibitor a chaperon DFFB. Exprese
DFFB bez soudasné koexprese DFFA vede k vytvafeni neaktivnich agregath DFFB. Z toho
vyplyva, Ze DFFA je nutny i pro spravné sdruzovani s DFFB be&hem jejich syntézy (Liu et al.
1997, Liu et al. 1998).

Protein DFFB uvolnény zkomplexu s DFFA tvofi homooligomery, které tvoii
enzymaticky aktivni formu nukledzy. DFFB vyZaduje pro svoji &innost Mg®* ionty a jako
enzym md optimum v neutrdlnim pH. DFFB je endonukledza specifickd pro dsDNA, ne vak
pro ssDNA ¢1 RNA (Liu et al. 1999, Widlak et al. 2000). Aktivni DFFB pak 3t&pi chromatin
mezi nukleozomy za vzniku mono- a oligonukleozomalnich fragmentii.

Geny DFFB a DFFA jsou exprimovany ve vét§iné tkani a buné&énych linii. Po indukci
apoptozy maji butiky vysokou expresi téchto genil a objevuje se fragmentace DNA (Mukae et
al. 1998). Sakahira et al. (1999) uvédi, ¢ v bun&k exprimujici mutovany kaspaza-resistentni
DFFA se neobjevily po indukei apoptdzy ani oligonukleozomové laddery ani velké fragmenty
DNA.

Degradace genomické DNA na nukleozomélni fragmenty je jeden znejlepSich
biochemickych znakll apoptdzy (Arends et al. 1990). Jedna z fyziologickych funkci apoptozy
je odstranéni poskozenych bunék z organismi a je mozné, Ze mechanismus fragmentace DNA
b&hem apoptézy byl vyvinut aby nedochézelo k pfenosu poskozené DNA do jinych bungk,
nebo k utlumeni autoimunitni reakce. Bylo v8ak také dokazano, Ze buiky mohou projit

apoptozou bez internukleozomalniho §t€peni (Oberhammer et al. 1993).
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2.1.3 Dalsi typy programované bunééné smrti

Typ bunééné smrti, ktery vykazuje morfologické znaky apoptdzy 1 nekrodzy byl nazvan
»aponekroza® (Formigli et al. 2000). Buiiky vykazuji nekroticky fenotyp, vyZaduji ale
aktivaci nékterych geni a syntézu proteinil (Proskuryakov et al. 2003).

Sperandio et al. (2000) popsali formu programované bunééné smrti ,,paraptézu®, ktera
je morfologicky i biochemicky odli$na od apoptézy. Tato bunéénd smrt je fizena aktivitou
kaspazy 9, nezavisle na proteinu Apaf-1. Tento typ bun&né smrti byl pozorovan pfi rozvoji
Huntingtonovy choroby a pfi amyotrofické lateralni skleréze (Turmaine et al. 2000, Dal
Canto et Gurney 1994).

Dalsim typem programované bunééné smrti je neuronova bunééna smrt nezavisla na
kaspazach. Oppenheim et al. (2001) popsali buné&nou smrt u vyvijejicich se savéich neuronti
dokonce i po genetickém odstranéni kaspdz. Volbracht et al. (2001) popisuji apoptotické
zmény a pouze do¢asnou inhibici apoptdzy u neuronovych bungk s inhibovanymi kaspazami.

»Autofagocytéza™ je dal¥im typem programované bunééné smrti, podobny apoptéze.
Tato bunééna smrt je charakterizovana rozdélenim cytoplasmy a organel do dvou- aZ
multimembranovych méchyikd. Tyto méchyiky jsou dopraveny do lyzozomi ve vlastni
buiice a nasledné degradovany (Noda et al. 2002). Mechanismus a morfologie autofagocytozy
je stejny i u tak rozdilnych skupin organismi jako jsou rostliny, zvitata a houby a je zavisly

jak na kontinudlni syntéze proteinu, tak i nepfetrzité piitomnosti ATP.
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2.2 Molekularni detekce genové exprese

Mnoho buné&énych procesti, které se tykaji ristd, diferenciace a pieZivani buiiky
se odrazi ve zménich genové exprese. Zmény v expresi gendl a kvantifikace genové exprese
proto byla vidy v z4jmu vyzkumu. Pro stanoveni genové exprese mohou byt vyuZivany
metody semikvantitativni jako jsou northern blotting, in situ hybridizace, cDNA arrays,
reverzni transkriptdzovd PCR (RT-PCR). V soudasné dobé je hojng vyuZivana kvantitativni
metoda tzv. real-time RT-PCR.

2.2.1 Tzolace RNA

Pro v8echny techniky pouzivané k analyze genové exprese je rozhodujici kvalita
izolovan¢ RNA. Piprava neporufené bundiné RNA, nebo mRNA je prvnim krokem
k usp&dné genové kvantifikaci. Pro vé&rohodné diagnostické pouziti metody real-time RT-PCR
je potfebna RNA o vysoké kvalité a bez zbytkii DNA. Vé&tdina izolatd viak byva
kontaminovéana DNA a proteiny, proto je nutné ofetiit vzorky RNA komeréné dostupnou
DNazou bez RN4az, kterd odstrani zbytky DNA, RNA a hlavng dlouhd mRNA, delsi ne¥
10 kb, velmi snadno degraduje Cinnosti RNéz a proto je nutnd opatrmost pfi manipulaci
s tkdnémy, pii samotné izolaci RNA, nebo jejim skladovani (Swift et al. 2000, Mannhalter et
al. 2000).

2.2.2 Reverzni transkripce

Druhym dileZitym krokem pfi analyze genové exprese je vytvoieni jednofetdzcové
komplementdrni DNA kopie (cDNA), podle RNA fet€zce, reverzni transkripci (RT).
Dynamika, senzitivita a specifita této reakce je zdkladnim pfedpokladem pro uspé&inou real-
time RT-PCR. Reverzni transkripce pfitom byvé zdrojem nejvétsi variability v experimentech
pfi real-time RT-PCR. Reakce musi byt dobfe optimalizovand, zbytky soli, alkoholu, fenolu
a jinych latek mohou inhibovat reakei a sniZzovat tak jeji efektivitu (Fuchs et al. 1999, Swabe
et al. 2000). Dal3im dbleZitym krokem je vybér primerid pro RT. Primery mohou byt genové
specifické, jejich pouZiti eliminuje vznik nezadoucich transkriptl, pro kazdy gen se viak musi
dé&lat zvIa3t reverzni transkripce (Raja et al. 2000). Druhove nespecifické primery mohou byt
nihodné hexamery, nebo poly-T oligonukleotidy, které se pfipojuji na polyadenylovy
37 (poly-A) konec mRNA. Takto vytvofend cDNA je vyuZitelnd pro kvantifikaci mnoha genfi
a vysledky kvantifikace genové exprese ziskané ze stejné RT jsou pak lépe srovnatelné
(Freeman et al. 1999).
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2.2.3 Polymerazova rretézova reakce (PCR)

Polymerazova fetézova reakce (PCR) vyvinutd v 80. letech Kary Mullisem (Saiki et
al. 1985), je metoda enzymatického zmnozZeni nukleovych kyselin v cyklickém procesu, ve
kterém vznikd velké mnozZstvi identickych kopii templatové DNA. Pro prib&h reakce je nutna
piitomnost DNA templatu, jednofet€zcové 1 dvouretézcové, dva oligonukleotidové primery,
které ohraniéuji sekvenci DNA, kiera ma byt amplifikovana, smés &tyf nukleotid trifosfati,
termostabilni polymeréza, Mg®* ionty areakéni pufr. Pribéh reakce spociva v cyklickém
opakovani tii teplotnich kroki (Obr. 4). Prvni teplotni krok je denaturace, pfi které musi dojit
k odd&leni dvou fetézcli DNA. Pro denaturaci je nutna teplota 95° C a trvani denaturace zavisi
na délce templatu. Druhym teplotnim krokem je annealing, jehoZ teplota zavisi na teplot& tani
primerG a méla by byt n&kolik stupiiii niz8i. Poslednim krokem je extenze, kterd probihd
kolem 72° C, coZ je optimalni teplota pro funkci Taq polymerazy (Kubista et al. 2006). Zda se
viak, Ze tato teplota neni Gplné nezbytnd, protoZe pii nékterych aplikacich zaloZenych

na praci s Taqman sondami probiha extenze p¥i 60° C (Holland et al. 1991).
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Obr. 4 Priib&h PCR reakce
(http:/fwww.flmnh.ufl.eduw/cowries/amplify.htmi)

2.2.4 Real-time PCR
Tato nova metoda je modifikaci Polymerazové fetézové reakce (PCR). PCR je vhodna
metoda pro pozd€jsi manipulace s DNA jako je klonovani, genetické inZenyrstvi

a sekvenovani. Jako analytickd metoda m4 vSak klasickd PCR svd omezeni. Po amplifikaci

25



DNA a analyze produktu je obtiZné provést kvantifikaci, protoZze po PCR vznikd v podstaté
stgjné mnoZstvi molekul, nezavisle na plivodnim mnozstvi templatové DNA. Tento
nedostatek byl vyfeSen v roce 1992 zavedenim real-time PCR (Higuchi et al. 1992), Pii real-
time PCR je mnoZstvi vznikajicich produktil v pribéhu reakce pfimo timérné fluorescendnimu
ziteni vznikajici pomoci fluorescence barev, nebo sond, pfidanych do reakce. MnoZstvi
vznikajicich produkti je monitorovano a za predpokladu, Ze v kazdém amplifikaénim cyklu se
zdvojnasobi podet molekul, je moZné dopoéitat plvodni mnoZstvi DNA molekul
amplifikované sekvence ve vzorku (Kubista et al. 2006). Mezi typické aplikace real-time PCR
patii detekce patogentl, analyza genové exprese, analyza SNP a detekce proteind pomoci real-
time immuno PCR. Pii analyze genové exprese musi real-time PCR reakci pfedchézet

reverzni franskripce, reakce se pak oznaluje real-time RT-PCR.

2.2.4.1 Fluorescencéni znaéeni

Nespecifickd barviva

Pro fluorescenéni znaCeni se pouZivaji jak specifické sondy tak nespecificka barviva.
Ve své pivodni praci pouZil Higuchi et al. (1992) b&zné barvivo nukleovych kyselin ethidium
bromid, které vyzafuje fluorescenéni zafeni po interkalaci do DNA fetézee. V soudasné dobe
jsou z nespecifickych barviv nejvice populdrni interkalaéni barviva SYBER Green a BEBO
(Zipper et al. 2004, Bengtsson et al. 2003). Tyto barviva nevydéavaji fluorescenéni zafeni
pokud jsou volng v roztoku, jen pokud se vimezeii do DNA fetézce (Obr. 5). Této viastnosti se
vyuziva pfi real-time PCR. Jak se zvy¥uje mnoZstvi DNA ve vzorku v pribdhu amplifikace,
tak se zvySuje i fluorescencni signdl. Nevyhodou t&chto nespecifickych barviv je, Ze se vaZou
na jakoukoliv dvoufetézcovou DNA, proto je nutné zabrdnit vzniku neZadoucich formaci,
napi'. dimery primerti (Kubista et al. 2006).
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Obr. 5 Real-time PCR s fluorescendnim barvivem SYBER Green
(http://www.takarabiousa.com/html/PCR_RTPCR_INTRO.html)
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Sekvencné specifickd barviva

Jako sekvenéné specificka barviva se oznatuji oligonukleotidy, znadené bud’ dvémi
nebo jednou fluorescenéni barvou. Do prvai skupiny patii sondy jejichZ barviva vytvafi par
donor-akceptor, kde po excitaci donorového barviva je energie prenesena na akceptorovou
molekulu. Mezi nejpouZivangj$i patii hydrolytické sondy, nazyvané také Tagman sondy
(Holland et al. 1991), Molecular Beacons (Tyagi et Kramer 1996), hybridizaéni sondy
nazyvané také FRET sondy (Caplin et al. 1999} a dal$i. Do druhé skupiny patii napt. LihgtUp
sondy (Svanvik et al. 2000).

Tagman sondy

Tyto sondy tvofi kratké oligonukleotidy s fluorescenéni barvou piipojenou na
5" konci, oznatovanou jako reporter a s molekulou zhaSede ptipojenou na 3 konci. ProtoZe
je sonda pouze 15-25 bp dlouha, fluorescenéni barva i zha$e¢ jsou blizko u sebe a proto je
detekovano pouze nizké fluorescenéni zafeni. V pribéhu PCR Taq DNA polymeriza
syntetizuje novy fetézec a svoji exonuledzovou aktivitou degraduje sondu a uvolni tak
fluorescenéni barvu od zhasece. Kazdy cyklus je pak zaznamenano zvy$ujici se fluorescenéni

zafeni (Obr. 6).
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Obr. 6 Real-time PCR s Tagman sondou
(http://www.clinical-virology.org/pages/cvn/sp_gp/cvn_gp how.htmi)

FRET sondy

FRET sondy pracuji na principu pfenosu energie z jedné fluorescenéni barvy
na druhou. Fluorescenni barvy jsou pfipojené na dvou sekvenind specifickych
oligonukleotidech, molekula donoru je na 3° konci prvni sondy, molekula akceptoru na
5" konci druhé sondy. Sondy jsou navrZeny tak, aby hybridizovaly velmi blizko sebe a mohlo

tak dojit k pfenosu energie mezi donorovou a akceptorovou molekulou, kterd pak emituje
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signal o jiné¢ vinové délce. Fluorescenci je tedy moZné detekovat pouze pti hybridizaci obou
sond (Obr. 7).
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Obr. 7 Princip FRET sond
(http://edoc.hu-berlin.de/dissertationen/gaikovitch-elena-a-2003-07-14/HTML/chapter2.himl)

Molecular Beacon

Tyto sondy maji vlasenkovou strukturu s fluorescenéni barvou na jednom konci
a zhaSedem na druhém konci. Tuto strukturu sonda tvoti, pokud neprobéhla jeji hybridizace
na DNA a flurescentni zéafeni tak neni emitovéno. Jestlize sonda hybridizuje k templatové

DNA, vlasenkova struktura zmizi a dochazi k fluorescenénimu zaieni (Obr. 8).
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Obr. 8 Princip sond Molecular beacon

(http://www.clinical-virology.org/pages/cvn/sp_gp/cvn_gp how.htmi)

2.2.4.2 Monitorovani PCR v realném &ase

Pro real-time PCR je nezbytné fluorescenéni zafeni, které odraxi mmnostvi
vznikajicich produktii. B&hem prvnich cykld je signdl slaby a neni mozné ho odlidit
od pozadi. Jak se postupné kumuluje mnoZstvi produktd, fluorescenéni signdl zaéne

exponencidlng nariistat. Po ur¢ité dobg se exponencialni riist zastavi pravddpodobng z diivodu
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vyCerpani nékteré dilezité soucdasti reakce (Obr.9). Mohou to byt primery, barvivo, smés
nukleotidi, nebo i polymerdza. Je typické, Ze tato saturace nastdva u viech vzorkl soudasng.
Proto je nemoZné u klasické PCR zjistit pocateéni mnoZstvi cilovych molekul DNA. U real-
time PCR v8ak lze u jednotlivych vzorkd rozli%it rizny podatek exponencidlni fize a tento
rozdilny ndstup odraZi odlidné mnoZstvi templatové DNA. MnoZstvi amplifikaénich cyklg,
které jednotlivé vzorky potiebuji, aby dosdhly tzv. thresholdu (tj. prahového fluorescendniho
signélu) se oznacuje jako Ct hodnota. Tato Ct hodnota se pak vyuziva ke kvantifikaci rozdilu
mezi jednotlivymi vzorky (Kubista et al. 2006). Ke stanoveni thresholdu vyuZivaji programy

ptistroji rizné algoritmy, lze vak stanovit i manualng.
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Obr. 9 Priib&h exponencidlni k¥ivky pfi real-time PCR
(http://www.rt-pcr.com/)

2.2.4.3 Analyza kvantitativnich dat

V zévislosti na cilech a dalSich aplikaci analyzy se ziskand kvantitativni data

vyhodnocuji bud’ absolutni kvantifikaci, nebo relativni kvantifikaci.

Absolutni kvantifikace

Pfi absolutni kvantifikaci se neznamé vzorky porovnavaji s kalibraéni k¥ivkou. Jako
standardy se pak oznaduji vzorky se znamou koncentraci DNA. Pro standardy plati, Ze by
mély byt amplifikovany stejnymi primery jako nezndmé vzorky a se stejnou efektivitou.
Koncentrace standardil také musi byt stanovena velmi pfesn€. Absolutni kvantifikace se viak

pro kvantifikaci genové exprese nepouziva,
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Relativni hkvantifikace

Termin relativni kvantifikace se pouZiva tehdy pokud neni vysledkem absolutn{ &islo,
tj. podet kopii, ale pomé&r (tzv. normalizace dat). Tento pomér se dale pouZiva k vypoétu
rozdilu v genové expresi.

Normalizace dat se miZe provadét vztazenim k celkovému obsahu bun&éné RNA.
Tato metoda vyZaduje pfesnou kvantifikaci izolované RNA, nebo mRNA. Obsah RNA viak
mize byt vjednotlivych buiikach ¢&¢i tkanich variabilni a miZze se ménit i vlivem
experimentalnich podminek (Bustin 2002).

Vice pouZivand metoda je normalizace dat k vybranému referenénimu genu. Pro
vSechny vzorky v experimentu pak musi byt provedena dal$i real-time RT-PCR reakce
pro dany referenéni gen. Pro kaZdy cilovy gen je pak vypoéitan relativni pomér k tomuto
genu. Velmi dilezitym krokem pak je spravny vybér referentniho genu. Zakladnim
pfedpokladem je, aby se jeho exprese neménila vlivem vnéjsich podminek. B&Zné jsou
pouZivany housekeepingové geny jako GAPDH, p-aktin, p-2-mikroglobulin, PBGD,
18S rRNA a 288 rRNA, protoZe jsou to geny nezbytné pro bunétné preziti a vyskytuji se ve
vsech typech bungk (Vandesompele et al. 2002, Goidin et al. 2001, Pfaffl et al. 2004). Mnoho
studii vSak ukazalo, Ze i tyto housckeeping geny jsou regulovany a jejich exprese se méni
vlivem experimentdlnich podminek (Goidin et al. 2001, Schmittgen et Zajkrajsek 2000).
Pravdépodobné tedy neexistuje univerzalni referentni gen s konstanini expresi ve vSech

tkanich a vybér tohoto genu musi byt proveden individualné (Bustin 2000).

Vypocet relativni kvantifikace
Pro vypodet relativni kvantifikace existuji dva nejcastéji pouZivané vypolty a to
srovndvaci 22 metoda (Livak et Schmittgen 2001) a druhéd metoda, kterd zapoditava

i efektivitu jednotlivych reakei, relativni kvantitativni analyza (Pfaffl 2001).
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2.3 Kvantifikace genové exprese v pritbéhu apoptozy

Po indukei apoptdzy v buitkdch dochdzi k expresi mnoha gent Fidicich tento dgj.
Pomoci kvantifikace genové exprese, &i zji§téni zmé&n v expresi t&chto gentl, lze vyvodit rizné
poznatky, tykajici se jak samotné apoptdzy, tak i napf. citlivosti jednotlivych nidorovych

bunéénych linii ¢i pfimo nadorovych bungk pacientli na b&#né pouZivand cytostatika.

2.3.1 Kvantifikace genové exprese u bunéénych linii

Vlivem cytostatik na expresi apoptotickych genl se zabyvali napf. Tkeguchi et al.
(2002a), ktefi ovlivnili bun&fné linie MKN-45, LoVo a PANC-1 Cisplatinou (CDDP)
po dobu 0, 8, 12, 24 hod a sledovali expresi genll BAX, BCL2 a Survivin metodou real-time
RT-PCR. U bunééné linie MKN-45 se statisticky vyznamné zvy$ila exprese genu BAX po 24
hod. V expresi genti BCL2, Survivin nebyly statisticky vyznamné rozdily. U bun&éné linie
LoVo, doslo ke statisticky vyznamnému zvy$eni exprese genu BAX po 12 hod a 24 hod.
Ugenu BCL2 statisticky vyznamné sniZeni exprese po 24 hod, Survivin beze zmény.
U bunééné linie PANC-1 gen BAX beze zm&ny, BCL2 statisticky vyznamné zvySeni exprese
po 12 hod a 24 hod, Survivin statisticky vyznamné zvySeni exprese po 12 hod a 24 hod.

Buiiky bun&nych linif IMR90 a SV40 byly ovlivnéné pomoci 5-FU po dobu 5 dni.
Pomér exprese gentt BCL.2/BAX byl sniZen jako odpovéd na puisobeni 5-FU u IMRY0 bungk
(Suzuki et al. 1999).

Brown et Dunmore (2007) indukovali apoptézu u BRIN-BD 11 bunék a k nékterym
pidali leptin. Metodou real-time RT-PCR méfili expresi genli BCL2 a BAX. Pfidani leptinu
zabranilo vzniku apoptézy, coz korelovalo i se zvySenim exprese genu BCL2.

Builky bun&éné linie odvozené od karcinomu jicnu (OE-19) byly ovlivnéné
simvastatinem. Metodou real-time RT-PCR bylo naméfeno sniZeni exprese genu BCL2
a zvySeni exprese genu BAX (Konturek et al. 2007).

Pusobenim LPS (lipopolysacharid) na psi neutrofily byla oddalena apoptéza. Pomoci
real-time RT-PCR byla méfena hladina genti BCL-XL, BCL2, MCL1 a BAX. Po 9 hod byla
vyrazné zvysena exprese antiapoptického genu BCL-XL (Sano et al. 2005).

Plisobenim SO, o riznych koncentracich 6 hod denné po dobu 7 dni zplsobilo
vyrazné zvySeni exprese genli TP53 a BAX u jaternich bunék krys, naopak doslo ke sniZeni

exprese genu BCL2 (Bai et Meng 2005).
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Xing et al. (2008) indukovali apoptézu u bunék karcinomu Zaludku latkou
LY2940002. Metodou real-time RT-PCR bylo naméfeno zvySeni exprese geni TP53
a PUMA.

Boley et al. (2002) vystavili dvé skupiny my%i, TP53™" homozygoty a TP53*"
heterozygoty, plsobeni benzenu (100 ppm) 3x tydné 10 hodin po dobu 15 tydnl. Z kostni
diené pak byla izolovana mRNA a metodou real-time RT-PCR méfena exprese genil.
Mnozstvi TP53 bylo signifikantné vy$8i u homozygotli neZ u heterozygotii. Kvantitativni
analyza genu BAX pak ukézala, Ze v buiikach kostni dfené ovlivnénych homozygotd je téméf
dvakrat tolik mRNA neZ u bunék kostni diené hetrozygotnich mysi. Gen BCL2 byl pouze
mirné sniZen u TP53*" ve srovnani s TP53™".

Buiiky buné&cné linie RT4 byly ovlivnéné silibininem po dobu 24 hod a 48 hod a byly
pouZity rizné koncentrace silibininu (0, 50, 100 a 200 uM). Hladina exprese Survivinu byla
zjiStovana pomoci real-time RT-PCR. Po 24 hod doslo ke 41 %, 53 % a uplnému vymizeni
mRNA Survivinu pii 50, 100 a 200 uM koncentraci silibininu. Po 48 hod doslo pouze k 8 %
a28 % sniZeni hladiny mRNA Survivinu pii koncentracich 50 a 100 uM, p¥i koncentraci
200 uM doslo ke kompletnimu vymizeni (Tyagi et al. 2003).

Sabbagh et al. (2004) indukovali apoptézu u bungk bunééné linie KOX-14 pfes
receptor TCR. Kvantifikace mRNA byla provedena pro kaspazy 2, 3, 6, 7 a 8. Pouze
u kaspazy 3 bylo sledovano zvySeni mRNA. Metodou real-time RT-PCR bylo naméfeno
2,5 nasobné zvySeni mRNA kaspazy 3 po 4 hod od ligace TCR.

Singh et al. (2006) indukovali apoptozu u Hep-2 bunc¢k karboplatinou a 5-
fluorouracilem (5-FU). Apoptézu predchizel pokles hladiny proteinu BCL2, aktivace
kaspézy 9 a na§tépeni proteinu PARP, protein BAX zlstal beze zmény. Daldi analyza odhalila
i pokles mRNA genu BCL2.

Floros et al. (2006a) ovlivnili buriky buné&né linie HL-60 etoposidem. Metodou RT-
PCR pak byla sledovana exprese genti BCL2, BAX, FAS, kaspazy 3 a BCL2L12. Po 4 hod
ovlivnéni byla naméfena sniZend exprese genu BCL2L12 a ve stejném ¢ase bylo sledovano
zvySeni exprese BAX. U ostatnich genl nebyla zména detekovana.

Malerba et al. (2005) indukovali apoptézu etoposidem a taxolem v HL-60 bunék
aubungk kostni diend. Metodou Western blot byla u bungk kostni dfené zjisténa zvy$end
exprese proteinii TP53 a BCL-X po pisobeni etoposidu, zatimco taxol stimuloval expresi
BAX. U buné&né linie HL-60 nebyla zaznamenana Zadnd zména v expresi téchto proteini.

Floros et al. (2006b) sledovali u bun¢k bunééné linie HL-60 zmény exprese genil

po ovlivnéni topotecanem a methotrexatem metodou RT-PCR. U bun&k ovlivnénych
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topotecanem bylo sledovano sniZeni exprese genti BCL2L12, BCL2 a FAS. Po ovlivnéni
methotrexatem doslo ke sniZeni exprese BCL2 a FAS.

Rozalski et al. (2005) indukovali apoptézu u HL-60 bun&k pomoci amifostinu
samotn¢ho a amifostinu v kombinaci s doxorubicinem, cytarabinem a etoposidem. Exprese
byla sledovéna metodou RT-PCR u genii BCL2, BAX a p65. SniZeni exprese genu BCL2
azvySeni express BAX a p65 bylo sledovano u bungk po ovlivnéni doxorubicinem
a amifostinem.

Floros et al. (2004) u bungk buné&éné linie HL-60 indukovali apoptézu pomoci
doxorubicinu a karboplatiny a metodou RT-PCR sledovali expresi genti BCL2, BAX, FAS,
kaspazy 3, kaspdzy 9 a BCL2L12. Zvy3eni exprese gentt FAS, BCL2L12 a kaspazy 3 bylo
pozorovano po 3 hod a 6 hod po ovlivnéni karboplatinou. Po 12 hod byl pozorovan pokles
exprese téchto gend. Zvyseni exprese u stejuych gent bylo pozorovano i u bungk ovlivnénych
doxorubicinem po dobu 6 hod. Pokles exprese byl pozorovan u gemi BAX, BCL2 a kaspazy 9
po ovlivnéni karboplatinou, zatimeo po ovlivnéni doxorubicinem se exprese nezménila.

Floros et al. (2003) metodou RT-PCR mef¥ili expresi genii BCL2 a BCL2L12
u bun&éné linie HL-60 po indukci apoptézy cisplatinou. Exprese genu BCL2 se kontinualn®
sniZovala, zatimco exprese gemu BCL2L12 se zvysila po 3 hod a 6 hod. Ke sniZeni exprese
pak do8lo aZ po 12 hodinach ovlivnéni.

Pan et al. (2003) indukovali apoptézu u bun&éné linie COLO 205 pomoci HDB.
NejniZzsf viabilita bun€k byla po plisobeni HDB pfi 100 uM koncentraci po 48 hod. Buriky
byly ovlivnéné HDB s touto koncentraci po dobu 0, 4, 8, 12, 24, 36, 48 hod. Exprese byla
mefena metodou Western blot a po 8 hod byla naméfena zvy$end exprese proteint Cyklin D3,
p21 a BAX. Naopak sniZena byla u proteinu BCL-XL a nezménéna ziistala u BCL2 a BAD.

Iguchi et al. (2002) ovlivnili bunééné linie HL-60, Jurkat, Molt-4 a NALIL-1
etoposidem a neocarzinostatinem (NCS) po dobu 24 hod pfi koncentracich 0.01, 0.1, 1
a 10 pg/ml. NCS byl u t&chto bunéénych linif 0¢inn&jdi pfi indukci apoptdzy. U bunék Molt-4
se netvofily typické laddery z DNA jako u ostatnich linii. Pfi stanoveni exprese proteini
DFFB a DFFA viak nebyly zjistény rozdily v porovnani s ostatnimi liniemi.

Singh et al. (2003) stanovili expresi protein(i DFFA, BCL2, BCL-XL a BAX metodou
Western blot u bun¢k vyvijejiciho se moze€ku krys pii hypothyroidnich podminkach. Exprese
proapoptotickych proteini BCL2, BCL-XL byla sniZena, exprese antiapoptotického BAX
zvySena. Byla také zji$téna vyrazna fragmentace DNA a na$tépené produkty DFFA u t&chto

bunék ve srovnani s kontrolou.
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2.3.2 Kvantifikace exprese u tkani pacienti

Mnoho praci se také zabyva porovnavanim exprese téchto geni ve zdravé tkani
od pacienta ve srovnani snddorovymi buitkami. Ikeguchi et al. (2002b) porovnéavali
rakovinné buiky jater od 53 pacientil, buiiky je$té zdravé tkand a butiky zdravych jater
od 5 pacientil. Rozdil vexpresi u t&hto tii skupin nebyl statisticky vyznamny u genti
BCL2/BAX. Zato pomér exprese Survivin/GAPDH byl statisticky vyznamné vy$$i u pacientd
s rakovinou nez u zdravych. Navic pacienti s vysokym pomérem Survivin/GAPDH méli vyssi
vyskyt recidivy.,

Thomas et al. (2002) odebrali 10 lidem buiiky Langerhansovych ostrivk( pankreatu,
které byly urcené k transplantaci. Poté byl m&fen polet kopii mRNA genu BAX, ktery
statisticky vyznamné pievySoval podet kopii genu BCL2. To zfejmé souvisi s nizkou
tisp&inosti transplantace téchto bunék.

McDonald et al. (2005) sledovali exprese geni p73, DFFA, DFFB, TNFFRSF9
a TNFRSI25 u bunék oligodendrogliomu. Bylo srovnano 13 vzorkd sdeleci p raménka
u 1. chromozomu se vzorky bez delece. Pouze u genu DFFB byla zji§téna sniZend exprese.
Exprese byla sniZena i ve srovnani s normalnimi mozkovymi buitkami.

Mahmoud-Ahmed et al. (2006) sledovali zmé&ny v expresi genli pomoci microarrays
umozkovych bunék mysi. Analyzy byly d&lané po 0.25, 1, 5 a 24 hod po ozifeni 20 Gy
apo 5 hod pii ozéfeni 0, 2, 10 Gy. Pro daldi analyzu pomoci real-time RT-PCR byly vybrany
geny Jak3, DFFB, Nsepl, Terfl. ZvySena exprese genu DFFB byla pozorovana jiZz 1 hod
po ozateni.

Nakagawa et al. (2003) u bunék akutni lymfoblasticka leukémie (ALL) a u bun&k
chronické lymfoblastické leukémie (CLL) sledovali exprese genli Survivin a dalgich genti IAP
rodiny. Statisticky vyznamny rozdil v expresi byl u genu Survivin a cIAP2 u bunék CLL
ve srovnani s kontrolou. U bunék ALL byla vy38i exprese, ale pouze u nékterych vzork.

Ikeguchi et Kaibara (2002) odebrali od 57 pacientdl s karcinomem jicnu nadorovou
tkant a pfilehlou nenddorovou tkdn a sledovali expresi genu Survivin u téchto tkani.
U nadorové tkdn¢ byla statisticky vyznamné vy$§i exprese neZ u nenadoroveé. Navic pacienti
s vysokou expresi Survivinu méli hor$i progndzu neZ ti s niz8f expresi. Survivin se tak jevi
jako dobry prognosticky marker pro tento typ rakoviny.

Takeuchi et al. (2005) u 63 pacientl s metastazujicim melanomem mefili expresi gentt
Survivin a Livin, Nizka hladina Survivinu statisticky signifikantné korelovala s celkovym

vy$8im pieZitim.
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Kiepela et al. (2006) méiili expresi genli Apaf-1, prokaspazy 9, 3, 6 a 7 a Smac
u bunék NSCLC pomoci real-time RT-PCR. Tkan byla odebrana od 65 pacientll a exprese
byla mefena u bunék karcinomu i u zdravé tkdng. Exprese prokaspazy 9, 3, 6 byla statisticky
vyznamné vy38i v porovndni se zdravou tkdni plic. Exprese Apaf-1 byla signifikantn& nizs,
exprese prokaspazy 7 beze zmén.

Kfepela et al. (2004) sledovali expresi genii Apaf-1, prokaspazy 3, 7 a 9 u bungk
nemalobunétného bronchogenniho karcinomu. Byla zvySena exprese u gend Apaf-1
a prokaspézy 3, ne viak u prokaspézy 7 a 9, u bunék karcinomu v porovnani s normalnimi
buiikami plic.

Metodou real-time RT-PCR byla mé¥ena exprese gent TP53, BCL2 a BAX v buitkach
metastazi nemalobunéného karcinomu plic (NSCLC). Bylo zjisténo, Ze existuje velkd
variabilita v expresi t¢chto gent (Stark et al. 2007).

Stark et al. (2006) metodou real-time RT-PCR srovnavali expresi genti TP53, BCL2
a BAX v buitkdch karcinomu prsu a v buitkdch z metastizi v mozku. Exprese genu BCL2,

BAX a TP53 byla signifikantn® niZ$i v buiikich metastézi ve srovnani s primarnim nadorem.
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2.4 Bunécné linie Hep-2 a HL-60

2.4.1 Bunécna linie Hep-2

Stabilizovand bunééna linie Hep-2 (Obr. 10) je odvozena zepitelovych bunék
primarniho nédoru hrtanu 56-letého muZze. Bun&éna linie a kultivaéni podminky byly popsané
v praci Moore et al. (1955). Tyto buriky rostou pfisedle na dné& kultivaéni 14hve a mohou byt
lehce uvolnény trypsinem.

Zdrojem bunééné linie Hep-2 pro tuto praci byla Evropskd Sbirka buné&énych kultur
(ECACC), ktera garantuje autenticitu bunék. V n&kterych pracich jsou tyto buitky povazovany
za derivaty HeLa bungk, od kterych jsou neodliSitelné jak morfologicky, tak i tim, Ze maji
totozny DNA {ingerprintig a osahwi markerové chromozomy Hela bungk. Vzhledem
k vyuZiti Hep-2 bungk vtéto préci jako modelové bun&né linie vSak tyto diskuze nebyly

podstatné.

Obr. 10 Bunééna linie Hep-2
{(http://arthritis-research.com/content/4/4/R3/figure/F1)

Indukce apoptdzy u Hep-2 bunék

Pfi indukei apoptozy etoposidem lze sledovat typické morfologické projevy jako je
zakulaceni bun¢k a tvorba pscudopodii. Pozdg&ji se objevuje tvorba puchyikld na povrchu
plazmatické membrany, kondenzace chromatinu a tvorba DNA laderi (Cervinka et al. 1999,
Rudolf et al. 2000a, Rudolf et Cervinka 2005). Imunofluorescenci byla také detekovina
aktivni kaspaza 3 a pomoci imunofluorescenéniho znaceni bylo zji¥téno, Ze na tvorbé
puchyikd se podileji mikrofilamenta (Cervinka et al. 2004), Indukei apoptézy etoposidem
u Hep-2 bunek se také zabyvali Duran et al. (2000). Apoptézu u Hep-2 bunék lze indukovat
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i jinymi latkami jako je K,CrO4 nebo capthotecinem. I zde je moZné pozorovat kondenzaci
chromatinu, fragmentaci DNA ¢&i aktivaci kaspazy 3 (Rudolf et al. 2000b, Rudolf et al. 2004).
Ramirez-Sandoval et al. (2003) také pozorovali kromé morfologickych projevii pfemisténi
proteinu BAX do mitochondrii. Po indukei apoptézy u Hep-2 bunék mutantem viru Herpes
simplex bylo pozorovana aktivace kaspizy 3 a 9, uvolnéni cytochromu c, kondenzace
chromatinu a fragmentace DNA (Galvan et al. 2000, Aubert et al. 2007). Singh et al. (2006)
indukovali apoptézu u Hep-2 bungék karboplatinou a 5-fluorouracilem (5-FU). Apoptézu
predchazel pokles hladiny proteinu BCL2, aktivace kaspazy 9 a nafi¢peni PARP, exprese
proteinu BAX zistala beze zmény. Apoptézu u Hep-2 bun€k indukoval i zinek. V burikach
byla pozorovéna aktivace proteinu TP53, uvolnéni cytochromu c a AIF z mitochondrii i jejich
premisténi do cytoplazmy. Doslo i ke ztrat€ membrinového potencialu mitochondrii (Rudolf
et al. 2005).

2.4.2 Bunééna linie HL-60

Tato stabilizovana bunétna linie byla popsand v roce 1979 v praci Gallagher et al.
a popisuje buiiky odvozené z akutni myeloidni leukémie 36-leté Zeny. Buiiky této bunééné
linie rostou v suspenzi jako jednotlivé buriky, bez tendence adherovat ke sténdm kultivaéni
nadoby (Obr, 11). Buiky jsou vét§inou zakulacené az ovoidni a pfileZitostné tvoii
pseudopodia. Bunéénd linie HL-60 také neexprimuje gen TP53 (Malerba et al. 2005,
Higginbottom et al, 2007). Zdrojem bun&éné linie HL-60 pro tuto praci byla Evropské Sbirka
bunéénych kultur (ECACC), kterd garantuje autenticitu bunék.

Obr. 11 Bunééna linie HL-60
(Gallagher et al. 1979)
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Indukce apoptdzy u HL-60 bunék
Apoptézn u HL-60 bungk Ize indukovat riznymi latkami, Rudolf et Cervinka (2005)

popsali typické morfologické znaky jako tvorba puchyikii na povrchu plazmatické membrany
a kondenzace chromatinu po ovlivnéni bungk etoposidem. Dalsf autoti (Floros et al. 2006a)
sledovali po indukeci apoptézy etoposidem expresi genti BCL2, BAX, FAS, kaspizy 3
a BCL2L12. Bjorling-Poulsen et Issinger (2003) indukovali apoptézu etoposidem a zmény
v exprest genil sledovali pomoci cDNA array. U HL-60 bunék také pozorovali morfologické
znaky jako tvorba puchyikd, apoptotickych tlisek a typické DNA laddery na gelové
elektroforéze. Typické morfologické znaky po indukei apoptozy etoposidem pozorovali
i Kravtsov et al. (1999). Indukei apoptézy u HL-60 bungk etoposidem se dale zabyvali
Grzanka et Grzanka (2003), Zuryn et al. (2007) a Navakauskiene et al. (2004). Indukci
apoptozy topotecanem a methotrexatem a expresi apoptotickych genti stedovali Floros et al.
(2006b), doxorubicinem a karboplatinou Floros et al. (2004), cisplatinou (Floros et al. 2003).
Rudolf et al. (2000b) popsali kondenzaci chromatinu a tvorbu DNA ladderi po indukci
apoptdzy latkou KoCrOy
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2.5 Etoposid

Etoposid je jeden z nejéastéji pouzivanych protinddorovych 1€k ve svitd, Je pouZivan
k 1é¢bé mnoha typh rakovin napf. malobun&éného plicniho karcinomu, sarkomd, leukémii
alymfomil. Primdrnim cilem vbufikach je pro etoposid topoizomerdza II. Tento
nepostradatelny enzym odstrafiuje zauzleni a prekfiZeni v genomu vytvafenim prechodnych
zlomit v dvoufetézcové DNA. Etoposid se vaZe a stabilizuje komplex tohoto enzymu a DNA
(tzv. Stépici komplex). To vede k akumulaci téchto komplext a vytvafeni trvalych zlomi
v genetickém materialu.

Etoposid (4' — demethyl - epipodophyllotoxin 9 - [4, 6 — O -(R) — ethylidene - beta — D
-glucopyranoside], 4' -(dihydrogen phosphate)) je odvozen od podofylotoxinu, latky obsaZené
vrostling Podophyllum peltatum (Noholist Stitnaty), ktera byla pouZivana v lidovém
leitelstvi. Vlastnosti této latky jsou antimitotické a jeji udinek je v zabran&ni polymerizace
tubulinu. V 60-tych letech pak byly vytvofeny semi-syntetické derivaty podofylotoxinu
etoposid a teniposid, které nebyly tak toxické a mély vy$§i protirakovinné u¢inky (Stihelin et
von Wartburg 1991). Etoposid nem4 schopnost zabranit polymerizaci tubulinu a aZ v poloving
80-tych let bylo objeveno, Ze primarn{ bunéény cil pro ctoposid je topoizomeraza II (Yang et
al. 1985).

Topoizomeraza I je viudypfitomny enzym, ktery reguluje topologii DNA tim,
Ze vytvali ve dvoufetézcové DNA prechodné zlomy a vytvaii tim oddélené segmenty DNA
(Burden et Osheroff 1998, Fortune et Osheroff 2000). Obratlovci maji dvé izoformy tohoto
enzymu topoizomerazu Il o a § (Drake et al. 1989). Hladina topoizomerazy II a dramaticky
naristd béhem bun&ného ristu a tato izoforma je zodpovédna za funkei topoizomerazy II
béhem replikace DNA a mitézy (Woessner et al. 1991). Izoforma o byla piivodng popséna
u obratloveti a obecné je povaZovéna za enzym charakterizovany jako topoizomeraza II.

Topoizomeraza II vytvaii spolu s DNA tzv. ,3t€pici komplex* a béhem celého
katalytického procesu dochazi k rozstépeni a znovuspojeni dvoutetézecové DNA. Diky tomuto
mechanismu méZe topoizomeraza II uvolnit svinuti fetézce DNA, a nebo odstranit piekiizeni
a zauzleni v genomu (Burden et Osheroff 1998, Fortune et Osheroff 2000). Tato druhd funkce
je nezbytna pro bunétné preZiti, protoZe pfi absenci enzymu nedochdzi pfi mitdze k odd&leni
deefinych chromozomi a builky nasledné umiraji.

Za normélnich okolnosti jsou tyto $tépici komplexy pomijivé a vytvaii se pouze

v prubéhu katalytického procesu. Proto jsou zlomy na DNA v nizkych mnoZstvich a jsou
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buitkami tolerovany. ZvySeni koncentrace, nebo prodlouZeni Zivotnosti §t€pictho komplexu
muiZe vést mutagennim zménam. (Burden et Osheroff 1998, Fortune et Osheroff 2000). Napt.
pokud se replikaéni vidlicka setka se $tépicim komplexem z topoizomerazy 11 a DNA, miize
se plivodné prechodny zlom zménit na trvaly (Howard et al. 1994). Pokud jsou zlomy
na DNA piili§ vysokém mnoZstvi butika zahdji programovanou bunéénou smrt (Kaufmann
1998).

Stépici komplexy sloZené z topoizomerszy 11 a DNA se stévaji cilem pro etoposid,
ktery se na komplex vaZe pravdépodobné pfes topoizomerazu II (Burden et Osheroff 1998).
Utinek etoposidu spo&iva v zabrandni topoizomeraze 11 ve zpétné ligaci nastépené DNA.
Etoposid tak nejen, Ze zvy$uje mnozstvi $tépicich komplexl, ale také prodluZuje jejich
zivotnost. Latky jako je etoposid, které zvy$uji koncentraci $té€picich komplext jsou nazyvany
jedy topoizomerazy II, protoZe tento nezbytny enzym zméni na potencidlni bunécny toxin
(Wilstermann et Osheroff 2003).
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3. Material a metody

3.1 P¥istrojové vybaveni

Pro real-time PCR by vyuXivan pfistroj Rotorgene 3000 (Corbett Research, Australie).

Ostatni ptistroje patfi do b&Zného vybaveni laboratofe molekuldrni biologie:

laminarn{ box MSC 9 (Jouan, Francie), centrifuga (Hermle, Némecko), mrazici box na -70° C
(Sanyo, Japonsko) a na -20° C (Whirpool, USA), Robo-Cycler Gradient 96 (Stratagene,
USA), elektroforeticky zdroj (OWL, USA), thermoblok (Major Science, USA),
transiluminator (Vilber Lourmat, Francic), spektrofotometr UV 1101 (WPA, Velka Britanie),

vortex, piedvazky, mikrovinna trouba, vany na elektroforézu.

3.2. Chemikalie

Kultivace bungk:

DMEM, RPMI 1640, FCS, Gibco, Némecko

Etoposid (20 pg/ul), Bristol, USA

Izolace RNA:

NucleoSpin RNA II, Macherey—Nagel, Némecko

B-mercaptoetanol, Sigma-Aldrich, Némecko

ethanol 96 % p.a., Penta, CR

Reverzni transkripee:

M-MuLV Reverse Transcriptase RNase H™ (200 U/ul), 10x M-MuLV pufr (500 mM Tris-HCl
(pH 8,3), 80 mM MgCl,, 300 mM KCl, 100 mM DTT), Finnzymes, Finsko

primery oligo dT12.;5, Generi-Biotech, CR

PCR a real-time PCR:

H,O pro PCR, Top-Bio, CR

Thermo-Start DNA Polymerase (5 U/ul), 10x Thermo-Start Standard Buffer, Thermo-Start
MgCly (25 mM), AB gene, UK

dANTP Mix (2,5 mM dATP, dTTP, dCTP, dGTP), TaKaRa, Japonsko

primery pro geny p53, BCL2, BAX, DFFB, PBGD (50 uM), Generi- Biotech, CR
TagMan sondy (100 uM), Generi-Biotech, CR

Elektroforéza

agardza pro DNA elektroforézu, Serva, Némecko

TBE pufr 10x (Tris, kyselina boritd, EDTA)
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Ethidium Bromid (10 mg/ml), Top-Bio, CR

vkladaci pufr, Top-Bio, CR

Marker pUC19 DNA/Mspl (Hpall) Marker,23, MBI Fermentas, Litva
Marker XIV, Roche, Némecko

Obr. 12 Marker molekulovych hmotnosti pUC19 DNA/Mspl (Hpall) Marker,23
(http://www.fermentas.com/catalog/electrophoresis/convphagedamarkers.htm)

Obr. 13 Marker molekulovych hmotnosti XIV
(hitp://www.biocompare.com/itemdetails.asp?itemid=4419)

3.3 Bunécné linie

Butiky dvou stabilizovanych bungénych linif Hep-2 a HL-60 byly poskyinuty Ustavem
lé¢kaiské biologie a genetiky Lékaiské fakulty v Hradei Kralové. Butiky zde byly kultivovany,
ovlivnény etoposidem, sklizeny a uloZeny v -70° C az do dalstho zpracovani. Zdrojem
bundtné linie Hep-2 a HIL-60 byla Evropskd Sbirka bun&¢nych kultur (ECACC), kterd

garantuje autenticitu bungk.

42



Hep-2

Stabilizovana bun&¢na linie odvozend z epitelovych bunék lidského karcinomu hrtanu,
(ECACC, No.-86030501, Porton Down). Buiiky bun&tné linie Hep-2 byly kultivovany
v plastovych lahvich v DMEM médiu s 10 % FCS, penicilinem (100 U/ml) a streptomycinem
(100 pl/ml).

HIL-60

Stabilizovana buné¢na linie odvozend z lidské akutni myeloidni leukémie (ECACC,
No.-85011431, Porton Down). Buiky této bunééné linie byly kultivovany v RPMI 1640
médiu s 10 % FCS, penicilinem (100 U/ml) a streptomycinem (100 pl/ml).

Buriky byly kultivovany ve standardnich laboratornich podminkich v37° Ca § %
CO,. Po 24 hodinach kultivace bylo standardni médium nahrazeno médiem s etoposidem

o koncentraci 10 pg/ml.

3.4 Cytostatikum
Etoposid byl nafedén z origindlnich ampuli do DMEM, nebo RPMI 1640 média

na testovanou koncentraci 10 pg/ml.

3.5 Izolace RNA

Po inkubaci bunék s etoposidem po dobu 6 hod a 12 hod byly buiky sklizeny
a promyty v PBS pufru. Buiiky byly zcentrifugovény a uloZeny v -70° C aZ do izolace RNA.
Ta byla izolovana kitem NucleoSpin RNA IT podle navodu vyrobce. Béhem izolace probiha

i inkubace s DN4zou a tak je zaji§téno, aby izolovand RNA neobsahovala zbytky genomické
DNA.

Postup:
1. Lyze bungk
K bun&éné peleté bylo pfidano 350 pl pufru RA1 a 3,5 pl B-mercaptoethanolu a intenzivné
Zvortexovano.
2. Filtrace lyzatu
Viskozita byla redukovdna a lyzat vyCi§tén pomoci filtrace pfes NucleoSpin filtraCni

jednotku. Ta byla umisténa do sb&mé zkumavky a centrifugovana 1 min p#i 11000 x g.
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3. Nastaveni podminek pro navdzani RNA
K filtratu bylo pfidano 350 ul 70 % etanclu a zvortexovano.

4. Navazani DNA
Pro kaZdou izolaci byla vybrana jedna NucleoSpin RNA Il kolonka a vloZena do 2 ml
zkumavky. Do kazdé kolonky byl pfepipetovan lyzat a centrifugovan 30 s pfi 8000 x g.
Kolonka byla pfemisténa do nové mikrozkumavky.

5. Odsoleni silika membrany
Do kaZdé kolonky bylo pfiddno 350 ul MDB (Membrane desalting Buffer) a centrifugovano
1 min pfi 11000 x g. Odsoleni membrany zefektivnilo rozloZeni DNA.

6. RozloZeni DNA
Do kazdé kolonky bylo pfimo na silika membranu aplikovano 95 pl DNazy a inkubovéno
15 min pfi pokojové teplote.

7. Promyti a usuSeni silika membrany
1. promyti:
Do kolonky bylo piidano 200 pl pufru RA2, ktery inaktivuje DNézu, a centrifugovano
30 s pfi 8000 x g. Kolonka byla pfendéna do nové mikrozkumavky.
2. promyti:
Do kolonky bylo pfidéano 600 pl pufru RA3 a centrifugovano 30 s pfi 8000 x g.
3. promyti:
Do kolonky bylo pfid4ano 250 ul pufru RA3 a centrifugovano 2 min pfi 11000 x g. Kolonka
byla pfendéna do nuklease-free 1,5 ml zkumavky.

8. Eluace vysoce Cisté RNA
RNA byla eluovina v 50 pl H,O (RNase-free) a centrifugovana 1 min 11000 x g.

3.6 Koncentrace RNA

P¥itomnost RNA ve vzorcich byla ovéfena spektrofotometricky pfi vinové délce
260 nm. Koncentrace RNA byla vypocitana ze vztahu uvedeného v publikaci K¥emen a kol.
(1998). Pii vypoltu se vychazi z pfedpokladu, Ze pii A = 1 je koncentrace RNA = 40

pg/ml
C (RNA) = A260 x 40 ug/ml

A — absorbance pfi vinové délce 260 nm

¢ — koncentrace RNA
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3.7 Reverzni transkripce
Pro reverzni transkripci byla pouZita M-Mul.V Reverzni transkriptdza. Do reakéni

smé&si byl pfidan vzdy 1 pg celkové RNA a celkovy objem reak&ni smési byl 20 pl. Postup
reverzni transkripce byl zvolen podle doporuceni vyrobce.

1. do sterilni mikrozkumavky byl napipetovan 1 pg RNA, 3 ul primert oligo dT.1s
a doplnéno do 16 ul vodou RNasa —free
vzorek byl zahi4n na 70° C po dobu 5 min v termobloku
mikrozkumavka byla pfemisténa na led
krétce protfepina

do mikrozkumavky pfidan 1 pl dNTP, 2 pl 10x M-MuLV pufru a 1 pl M-MuLV

e

reverzni transkriptazy
6. obsah zkumavky byl lehce promichan a inkubovéan 60 min pfi 37° —42° C
Po skoné&eni inkubace byla mikrozkumavka s cDNA uskladnéna v -20° C,

3.8 Optimalizace real-time PCR

Pfi optimalizaci real-time PCR byly &erpany informace z manualu firmy Corbett
rescach — Real-time amplification on the Rotor-Gene: Overwiew of the chemistries and
optimizations (Real time summery, version 1.7).

Pt jakékoliv real-time PCR aplikaci je Z4douci dosdhnout 100 % efektivity
amplifika¢ni reakce. To znamend, e pfi kazdém cyklu se zdvojnasobi po&et amplikoni. Jako
fluorescenéni zmaéni byly v této praci pouZivany fluorescenéné znalené sondy nazyvané
jako hydrolytické, nebo také ,,TagMan* sondy.

Pfi optimalizaci real-time PCR reakce a navrhovéni sond a primerd je potieba dodrzZet

nékolik doporuceni.

3.8.1 Vybér primerii a sond
- nejprve je navrZena sonda a k nf jsou navrZeny primery tak blizko, jak je to mozné, ale
bez piekryvani
- délka amplikonu by neméla pfesahnout 400 bp. Idealni délka je 75 — 150 bp. Pii kratd{
délce amplikonu je dosaZeno vy3si efektivity reakce
- obsah GC bazi by m&l byt mezi 30 — 70 %, sekvence bohat¢ na GC baze jsou

nachylngji k nespecifickym interakcim, které mohou redukovat efektivitu reakce
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- vyhnout se sekvencim s identickymi nukleotidy, hlavné s G bazi, opét to miize
ovlivnit efektivitu reakce

- primery a sonda by nemély tvofit dimerové formace a smycky, opét to sniZuje
efektivitu reakce

- primery a sonda by mély byt delsi nez 17 bazi

Pravidla pro sondy:
- teplota tani (Tmy by méla byt mezi 68°a 70° C
- v sekvenci by mély pfevaZovat C baze nad G, vice G bazi redukuji efektivitu reakce
- sonda by neméla byt delsi nez 30 nukleotidh
- neméla by tvofit sekundami struktury
- poslednich p&t bazi na 3’ konci by nemélo obsahovat vice nez dvé G a/nebo C baze,

to by mohlo vést vytvafeni nespecifickych produktu

Pravidla pro primery:
- teplota tani by méla byt mezi 58° a 60° C. To je dileZité, protoZe tyto PCR reakce by
mé&ly probihat pfi annealingové teplott 60° C. P této teplotd je nejvy3si
5" exonukleazova aktivita polymerazy
- poslednich pét bazi by nemé&lo obsahovat vice nez dvé G a/nebo C baze
Sekvence navrZenych primeri a sond byly zkontrolovany v databazi Blast
(www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez). Funk&nost primerti pii annealingové teploté 60° C byla

ovéfena metodou PCR a je uvedena v kapitole Vysledky.

3.8.2 Koncentrace MgCl,

Reakce s TagMan sondami vyZaduje vy$§i koncentraci MgCl, neZ b&Zné amplifikace.
Je to z toho diivodu, Ze Taq-Polymerdza vyZaduje pro svoji 5" exonukledzovou aktivitu vy3si
koncentraci MgCly, vrozmezi 3,5 — 6 mM, obvykle 5 mM. Optimélni koncentrace MgCl,
byla ovéfena metodou PCR u viech genil a je uvedena v kapitole Vysledky (kap. 4.1).

3.8.3 Optimalizace koncentrace primeri a sond

P#i praci s TagMan sondami je nutné nalézt optiméini koncentraci sondy a primerd,
pii které je dosaZeno nejniz§i Ct hodnoty, ale zaroveil nejstrm&jSi zvySeni fluorescence.
Koncenirace primerii se testuje v rozsahu 25 — 900 nM. Koncentrace sondy v rozmezi 10 —

250 nM. Vysledky optimalizace koncentraci jsou uvedeny v kapitole Vysledky (kap. 4.1).

46



3.8.4 Teplotni profil reakce

Po tivodni denaturaci (délka zavisi na typu Taq-polymerazy) se opakuji dva teplotni
kroky: 15 — 20 s pfi 95° C a 45 - 60 spii 60° C. V pfipadé pouzivani TagMan sond
se vynechava teploti krok pfi 72° C. Teplotni profil pouZivany vZdy pro dany gen je uveden
v kapitole Vysledky (kap. 4.1).

3.9 Real-time PCR
Slozeni PCR smési (20 ul):

H,0 pro PCR 8,15 ul
10x PCR pufr 2ul
dNTP Mix (2,5 mM) 1,6 pl
MgCl, (25 mM) 4 ul
Primer F il
Primer R 1l
Sonda 1ul
Thermo-Start Polym. (5 U/ pl) 0,25 ul
¢ DNA 1l
Kalibraéni k¥ivka

Pro zjisténi efektivity reakce a dal¥ich parametrli real-time PCR treakece bylo nutné mit
ke kazdé reakci i kalibraéni kfivku. Ta byla ziskdna z fedici fady cDNA ziskané z RNA

z bungk kontrolni skupiny.

3.10 Polymerazova Fetézova reakce (PCR)
Slozeni PCR smési (objem 25 ul):

H;0 pro PCR 16,75 ul
10x PCR pufr 2,5 ul
dNTP Mix (2,5 mM) 2 ul
MgCl, (25 mM) 2l
Primer ¥ (50 uM) 0,25 ul
Primer R (50 uM) 0,25 ul
Thermo-Start Polym. (5 U/ pl) 0,25 pul
¢ DNA 1 ul
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Pii ovéfovani primert byl pouZit gradient annealingovych teplot v rozmezi 56° - 67° C. Pi

zjistovani optimalni koncentrace MgCl, bylo pouZito rozmez{ 3 — 7 mM (tj. do PCR smési

bylo piidano 3 — 7 pul MgCl,) pfi teploté annealingu 60° C.

Teplotni profil:
95° C/ 15 min

95°C/20s
56°-67°C/60s 34 cykla
72°C20s

72°C/ 1 min

3.11 Elektroforéza

v 60 ml 1x TBE pufiru bylo rozpusténo 0,9 g agardézy. Agardza byla v pufru rozvafena
2-3 min v mikrovlnné troubg

do rozvafené a ochlazené agar6zy byly ptidany 4 ul ethidium bromidu

vznikly gel byl nalit do formy s vloZenym hiebenem na tvorbu jamek. Po ztuhnuti
gelu byt hieben vyndan a gel pouZit k elektroforetickému dé€leni vzorkh

piipraveny gel byl umistén do elektroforetické vany, ktera byla naplnéna 1x TBE
pufrem

na prouzku parafilmu bylo promichdno 10 pl vzorku s 2 pl vkladaciho pufru. Takio
piipraveny vzorek byl napipetovan do jamky v gelu

do jedné z jamek bylo napipetovano 6 pl markeru molekulovych hmotnosti pro uréeni
délky amplikond

elektroforetické déleni probihalo 50 min pii 80 V. Po ukonCeni elektroforézy byl gel

pozorovan pod UV svétlem v transiluminatoru

3.12 Analyza dat

Kvantifikace genové exprese se vyhodnocuje jako relativni, obvykle se vtahuje

k expresi jiného genu. Tento gen se oznaCuje jako referencni gen, nebo jako housekeeping

gen. Exprese referencniho genu by v danych buiikdch, tkdni, nebo buné&né linii méla byt

stala.

V této praci byla relativni genova exprese vypofitina metodou 2880 (Livak et

Schmittgen 2001) a vzorec pro vypoéet touto metodou byl pfevzat z této publikace.
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Vipodet 2732¢

pomgr = 2724

AACt= (Ct target = Ct housekeep.)timeX - (Ct target ~ Ct housekeep.) time0

Ct target — Ct hodnota u genu, jehoZ genova exprese byla studovana

Ct housekeeping — Ct hodnota referen¢niho genu (housekeeping genu)

time 0 — ¢as 0, v tomto ptipadé buiky, které nebyly ovlivnény

time x — €as X, ovlivnéné buriky po n&jaky ¢asovy usek, tzn. v této praci po dobu 0 hod, 6 hod
a 12 hod

3.13 Statistické vyhodnoceni

Buriky byly rozdélené do tii skupin. Prvni skupina byla kontrolni (n=3), tzn. bufiky
bez ovlivnéni etoposidem. Ve druhé skuping byly butiky ovlivnéné etoposidem 6 hod (n=3)
ave tieti skupiné 12 hod (n=3). Kazdy vzorek byl pfi reai-time RT-PCR reakci poustén
v duplexu a pro vypocet relativni exprese byla vybrana primérma hodnota z téchto dvou Ct
hodnot.

Data ziskand po vypoltu metodou paact byla vyhodnocena testem ANOQVA,
v programu QC.Expert 3.0 (TriloByte, CR). Jako statisticky vyznamné bylo povaZovano
p<0,05. Pro nésledné zjidténi statisticky vyznamného rozdilu mezi jednotlivymi skupinami

byla pouZita Scheffého metoda.
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4. Vysledky

4.1 Optimalizace real-time RT-PCR pro jednotlivé geny

4.1.1 TP33

Vvybér primert a sondy

Primery a sonda pro gen TP53 byly navrZeny firmou Generi-Biotech. Pro vybér
primert by vybran lokus NM_000546 o délce 2629 bp, jednad se o sekvence mRNA, tedy

0 sestiihanou variantu genu.

TP53 fw: 5'-ctg ctc aga tag cga tgg tct g-3°

likost produktu = 161
TP33 rv: 5'-tig tag tgg atg gtg gta cag tca-3’ Velikost produktu bp

Sonda: 5'-ccc cte ctc age atc tta tce gag tgg-3”

Tabulka 1

Ovéfeni funkce primerti metodou PCR

Metodou PCR byla ovéfena funk&nost primert, a zkontrolovan pribéh reakce pii
teplotach annealingu v rozmezi 56° - 67° C. Bylo ovéfeno, Ze primery jsou funkéni pii teploté
60° C a netvoii nespecifick¢ produkty. Teplota annealingu 60° C byla dile pouZivana
v teplotnim profilu pro real-time RT-PCR reakci.

Obr. 14 Ovéfeni funkEnosti primert v gradientu annealingovych teplot

Legenda: M XIV- Marker molekulovych hmotnosti M XIV
teploty annealingu 56° - 67° C

NK - negativni kontrola
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Stanoveni optiméln{ koncentrace MgCly

Pro optimalni 5° exonukledzovou aktivitu Taq-polymerazy je nuind vyS8i koncentrace
MgCl,. Metodou PCR byla ov&iena optimélni koncentrace MgCl, v rozsahu 3 mM az 7 mM
pii teplotd annealingu 60° C. Pro real-time RT-PCR byla vybrana 5 mM koncentrace MgCla.

Obr. 15 Ovéteni optimalni koncentrace MgCl,

Legenda: pUC 19 - Marker molekulovych hmotnosti pUC19 DNA/Mspl (Hpall)
gradient MgCl, -3 mM aZ 7 mM
NK - negativai kontrola

Optimalizace koncentrace primerti a sond
Pro optimalni priibéh real-time RT-PCR reakce byly testovany rizné koncentrace

primert a sondy. Jedna se o vyslednou koncentraci v PCR reakéni smési. Cilem bylo dosazeni
nejniz$i hodnoty Ct a zaroven nejstrm&jsi zvyeni fluorescence. Testovany byly kombinace
koncentrace primerd 300 nM, 600 nM a 900 nM a u sondy 100 nM, 150 nM a 250 nM.
Po vyhodnoceni grafu byly pro dali reakce vybrany nasledujici koncentrace:

primer forward — 600 nM

primer reverse — 600 nM
sonda — 100 nM
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Graf 1 Grafické zndzoméni pritbéhu real-time RT-PCR reakce pii riznych kombinacich
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Tabulka 2 Barevné oznaceni dané kombinace koncentraci v pofadi: sonda—primerF/primerR

Teplotni profil reakce:
uvodni denaturace 95° C, 15 min
denaturace 95°C,20s
} 45 cykli
annealing 60°C,60s
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4.1.2 BCL2

Vvbér primert a sondy

Primery byly pfevzaté z prace Ikeguchi et al. (2002a). Pro vybér primert by vybran
lokus NM_000657, o délce 1207 bp, jedna se o sekvence mRNA, tedy o sestithanou variantu

genu.

BCL2 fw: 5'- ttg gee cec gtt get t -37

Velikost produktu = 65 b
BCL2 rv: 5'- cgg tta teg tac cet git ctc — 3 clikost produxtu p

Sonda: 5°- age gtg cgce cat cet tee cag -3

Tabulka 3

Ovéfeni funkee primertl metodou PCR

Metodou PCR byla ovéfena funkénost primert, a zkontrolovan prib&h reakce pii
teplotach annealingu v rozmezi 56° - 67° C. Bylo ovéfeno, Ze primery jsou funk&ni pfi teploté
60° C a netvofi nespecifické produkty. Teplota annealingu 60° C byla dale pouZivana
v teplotnim profilu pro real-time RT-PCR reakci.

Obr. 16 Ovéfeni funk&nosti primert v gradientu annealingovych teplot
Legenda: pUC 19 - Marker molekulovych hmotnosti pUC19 DNA/Mspl (Hpall)

teploty annealingu 56° - 67° C
NK — negativni kontrola
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Stanoveni optimalni koncentrace MgCl,

Pro optimalni 5 exonukledzovou aktivitu Tag-polymerdzy je nuind vy3si koncentrace
MgCl,. Metodou PCR byla ovéfena optimalni koncentrace MgCl, v rozsahu 3 mM az 7 mM
pti teploté annealingu 60° C. Pro real-time RT-PCR byla vybrana 5 mM koncentrace MgCl,.

QObr. 17 Ovéfeni optimalni koncentrace MgCl,

Legenda: pUC 19 - Marker molekulovych hmotnosti pUC19 DNA/Mspl (Hpall)
gradient MgCl; - 3 mM az 7 mM

NK — negativni kontrola

Optimalizace koncenirace primeri a sond

Pro optimalni pribéh real-time RT-PCR reakce byly testovany rizné koncentrace
primerti a sondy. Jednd se o vyslednou koncentraci v PCR reakéni smési. Cilem bylo dosaZeni
nejniz$i hodnoty Ct a zaroven nejstrméj$i zvySeni fluorescence. Testovany byly kombinace
koncentrace primerd 300 nM, 600 nM a 900 nM a u sondy 100 nM, 150 nM a 250 nM.
Po vyhodnoceni grafu byly pro dalsi reakce vybrany nasledujici koncentrace:

primer forward — 900 nM

primer reverse — 900 nM
sonda — 100 nM
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Tabulka 4 Barevné oznaceni dané kombinace koncentraci v pofadi: sonda-primerF/primerR

Teplotni profil reakce:

uvodni denaturace 95°C, 15 min
denaturace 95°C, 155

\JL 45 cykld
annealing 60°C,20s
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4.1.3 BAX

Vybér primert: a sondy
Primery a sonda pro gen BAX byly navrzeny firmou Generi-Biotech. Pro vyb&r
primerti by vybran lokus NM_004324 o délce 891 bp, jednd se o sekvence mRNA, tedy

o sestithanou variantu genu. Pro vyb&r primerd byla zvolena transkripéni varianta B.

Bax fw: 5'- gtc gee ctt tte tac ttt gec ag -3°

Velikost produktu = 124 b
Bax rv: 5'- tce age cea aca gee get co — 37 elikost produktu p

Sonda: 5'- cca atg tcc age cca tga tgg tte tga— 37

Tabulka 5

Ovéteni funkce primerti metodou PCR
Metodou PCR byla ovéfena funkénost primerti, a zkontrolovan pribéh reakce pit

teplotach annealingu v rozmezi 56° - 67° C. Bylo ovéfeno, Ze primery jsou funkéni pfi teploté
60° C a netvoif nespecifické produkty. Teplota annealingu 60° C byla dale pouzivana
v teplotnim profilu pro real-time RT-PCR reakci.

Obr. 18 Ovéieni funkénosti primerd v gradientu annealingovych teplot
Legenda: pUC 19 - Marker molekulovych hmotnosti pUC19 DNA/Mspl (Hpall)

teploty annealingu 56° - 67° C

NK - negativni kontrola
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Stanoveni optimalni koncentrace MgCly

Pro optimalni 5” exonukleazovou aktivitu Tagq-polymerazy je nuind vyS3{ koncentrace
MgCl,. Metodou PCR byla ovéfena optimalni koncentrace MgCl, v rozsahu 3 mM aZ 7 mM
pfi teploté annealingu 60° C. Pro real-time RT-PCR byla vybrana 5 mM koncentrace MgCls.

Obr. 19 Ovéfeni optimdlni koncentrace MgCl,

Legenda: pUC 19 - Marker molekulovych hmotnosti pUC19 DNA/Mspl (Hpall)
gradient MgCl; - 3 mM az 7 mM
NK - negativni kontrola

Optimalizace koncentrace primert a sond

Pro optiméalni pribéh real-time RT-PCR reakce byly testovany riizné koncentrace
primerd a sondy. Jedna se o vysiednou koncentraci v PCR reakéni smési. Cilem bylo dosaZeni
nejniz8i hodnoty Ct a zéroveri nejstrm&j3i zvyieni fluorescence. Testovany byly kombinace
koncentrace primera 300 nM, 600 nM a 900 nM a u sondy 100 nM, 150 nM a 250 nM.

Po vyhodnoceni grafu byly pro dalsi reakce vybrany ndsledujici koncentrace:
primer forward — 300 nM

primer reverse — 300 nM
sonda — 100 nM
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Graf 3 Grafické znizornéni prib&hu real-time RT-PCR reakce pfi riiznych kombinacich

koncentrace primert a sondy
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Tabulka 6 Barevné oznaCeni dané kombinace koncentraci v pofadi: sonda—primerF/primerR

Teplotni profil reakce:

uvodni denaturace

denaturace

annealing

95° C, 15 min
95°C,10s
60°C, 405

} 45 cykit
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4.1.4 DFFB

Vvbér primert a sondv

Primery a sonda pro gen DFFB byly navrZzeny firmou Generi—Biotech. Pro vybér primerii
by vybran lokus NM_ 004402 o délce 3034 bp, jedna se o sekvence mRNA, tedy o sestithanou

variantu genu.

DFFB fw: 5'- aag att act tcc cca gtgttc ¢ — 37

Velikost produktu = 121 b
DFFB rv; 5°- acc tgt gge tcg tga aat g¢ -3’ P P

Sonda: 5°- ctc acc ttg gge cag gectgg ¢ -37

Tabulka 7

Ovéfeni funkce primerd metodou PCR

Metodou PCR byla ovéfena funkénost primerti, a zkontrolovan priibéh reakce pii
teplotach annealingu v rozmezi 56° - 67° C. Bylo ovéfeno, Ze primery jsou funkéni pfi teploté
60° C a netvofi nespecifické produkty. Teplota annealingu 60° C byla dale pouZivana
v teplotnim profilu pro real-time RT-PCR reakci.

Obr. 20 Ovéieni funk&nosti primert v gradientu annealingovych teplot
Legenda: pUC 19 - Marker molekulovych hmotnosti pUC19 DNA/Mspl (Hpall)

teploty annealingu 56° - 67° C

NK — negativni kontrola
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Stanoveni optimdlni koncentrace MgCly

Pro optimalni 5" exonukledzovou aktivitu Tag-polymerazy je nutnd vy3&i koncentrace
MgCl,. Metodou PCR byla ovéfena optimélni koncentrace MgCly v rozsahu 3 mM az 7 mM
pii teploté annealingu 60° C. Pro real-time RT-PCR byla vybrana 3 mM koncentrace MgCls.

Obr. 21 Ovéfeni optimalni koncentrace MgCl,

Legenda: pUC 19 - Marker molekulovych hmotnosti pUC19 DNA/Mspl (Hpall)
gradient MgCl, - 3 mM az 7 mM

NK —negativni kontrola

Optimalizace koncentrace primert a sond

Pro optimalni prib&h real-time RT-PCR reakce byly testovany rizné koncentrace
primert a sondy. Jednd se o vyslednou koncentraci v PCR reakéni smési. Cilem bylo dosaZeni
nejnizsi hodnoty Ct a zaroveil nejstrmé)si zvySeni fluorescence. Testovany byly kombinace
koncentrace primerd 300 nM, 600 nM a 900 nM a u sondy 100 nM, 150 nM a 250 nM.

Po vyhodnoceni grafu byly pro dalsi reakce vybrany nasledujici koncentrace:
primer forward — 900 nM

primer reverse — 900 nM
sonda — 150 nM

60



Morm. Fluoro.
0,5

=

Threshold

o 's 1o "5 20 25 30 35 40 Cyele
Graf 4 Grafické znazornéni priibéhu real-time RT-PCR reakce pfi rliznych kombinacich

koncentrace primerd a sondy

150-300/300 [ 19 | [ 250-300/300
150-300/600 | 20 | = | 250-300/600
150-300/900 | 21 250-300/900
150-600/300 | 22 250-600/300
150-600/600 | 23 250-600/600
150-600/900 | 24 250-600/900
150-900/300 | 25 250-900/300
150-900/600 | 26 250-900/600
150-900/900 | 27 | Bl | 250-900/900

100-300/300 | 10
100-300/600 | 11
100-300/900 | 12
100-600/300 | 13
100-600/600 | 14
100-600/900 | 15
100-900/300 | 16
100-900/600 | 17
100-900/900 | 18
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Tabulka 8 Barevné oznaceni dané kombinace koncentraci v pofadi: sonda—primerF/primerR

Teplotni profil reakce:

uvodni denaturace 95° C, 15 min
denaturace 95°C, 1058

} 45 cykla
annealing 60°C,40s
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4.1.5 PBGD

Vvbér primert a sondy

Primery a sonda pro gen PBGD byly navrzeny firmou Generi—Biotech. Pro vybér primerd
by vybran lokus NM 000190.3, o délce 1526 bp, jednd se o sekvence mRNA, tedy

o sestithanou variantu genu.

PBGD fw: 5'- acc ate gga gec ate tge aag — 37

PBGD rv: 5'- ecc acc aca ctc ttc tct ggea— 37 Délka amplikonu — 106 bp

Sonda: 5'- cec tea tga tge tgt tgt ctt tca ccc aa— 37

Tabulka 9

Ové&feni funkce primerd metodou PCR

Metodou PCR byla ovéfena funkénost primerd, a zkontrolovan pribéh reakce pfi
teplotach annealingu v rozmezi 56° - 67° C. Bylo ové&feno, Ze primery jsou funkéni pfi teploté
60° C a netvol nespecifické produkty. Teplota annealingu 60° C byla dale pouZivina
v teplotnim profilu pro real-time RT-PCR reakci.

Obr. 22 Ovéfeni funkénosti primert v gradientu annealingovych teplot
Legenda: pUC 19 - Marker molekulovych hmotnosti pUC19 DNA/Mspl (Hpall)

teploty annealingu 56° - 67° C
NK - negativni kontrola

62



Stanoveni optimalni koncentrace MgCl,

Pro optimaln{ 5" exonukleazovou aktivitu Tag-polymerazy je nutna vyssi koncentrace
MgCly. Metodou PCR byla ovéfena optimalni koncentrace MgCly v rozsahu 3 mM az 7 mM
pii teplot& annealingu 60° C. Pro real-time RT-PCR byla vybrana 5 mM koncentrace MgCls.

Obr. 23 Ovéfeni optimalni koncentrace MgCl,

Legenda: pUC 19 - Marker molekulovych hmotnosti pUC19 DNA/Mspi (Hpall)
gradient MgCl, - 3 mM az 7 mM
NK - negativni kontrola

Optimalizace koncentrace primerd a sond

Pro optimalni priob&h real-time RT-PCR reakce byly testovany rizné koncentrace
primerd a sondy. Jedn4 se o vyslednou koncentraci v PCR reaké¢ni smési. Cilem bylo dosaZeni
nejniZsi hodnoty Ct a zdroven nejstrmé&j$i zvySeni fluorescence. Testovany byly kombinace
koncentrace primerti 300 nM, 600 nM a 900 nM a u sondy 100 nM, 150 nM a 250 nM.

Po vyhodnoceni grafu byly pro dalsi reakce vybrany nasledujici koncentrace:
primer forward — 300 nM

primer reverse — 900 nM

sonda — 100 nM
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Graf 5 Grafické znadzornéni prib&hu real-time RT-PCR reakce pfi rGznych kombinacich

koncentrace primerd a sondy
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Tabulka 10 Barevné oznaceni dané kombinace koncentraci v pofadi: sonda—primerF/primerR

Teplotni profil reakce:

uvodni denaturace 95°C, 15 min
denaturace 95°C,20s

} 45 cyklt
annealing 60°C,60s
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4.2 Experimentalni ¢ast

V experimentalni &asti prace byla indukovéna apoptéza pomoci etoposidu u dvou
stabilizovanych bunéénych linif Hep-2 a HL-60. Builky byly rozdélené do t¥i skupin. Prvni
skupina byla kontrolni (n=3), tzn. buitky bez ovlivnéni etoposidem. Ve druhé skupiné byly
buiiky ovlivnéné etoposidem 6 hod (n=3) a ve tieti skupiné 12 hod (n=3). Metodou real-time
RT-PCR pak byly kvantifikoviany zmény v expresi genii TP53, BCL2, BAX a DFFB.
Vypotet relativni exprese byl provadén metodou 24" (Livak et Schmittgen 2001). Jako

referen¢ni gen byl pouzit gen PBGD.

4.2.1 Ovlivnéni bunécné linie Hep-2 etoposidem

4.2.1.1 Exprese genu TP353

MNarm, Fiuoro.

0,25]

0,15|
01|

0,05

Threshold

1<

' I N9 s bn hg 30 =5 40 Cycle

kontrola - 1 etoposid6h-1|: | | etoposid 12h- 1
kontrola -2 | E ] | etoposid 6h-2 | B | etoposid 12h -2
kontrola - 3 | [ | etoposid 6 h - 3 B | ctoposid 12h-3

Tabulka 11 Barevné oznaéeni jednotlivych k¥ivek
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kontrola | etoposid 6 h | etoposid 12 h

0,94 2,1 1,85

AACE 1,01 2,04 1,61
1,05 2,57 1,57

primérna hodnota 1 224 1,68

Tabulka 12 Hodnoty vypo&itané metodou 224!

skupiny statisticky rozdil
kontrola a etoposid 6 h vyznamny
kontrola a etoposid 12 h vyznamny
etoposid 6 h a etoposid 12 h | vyznamny

Tabulka 13 Statistické vyhodnoceni

exprese genu TP53

ARNR RS
AN
R R

2exp. -(deltadelta Ct)

SUCEERRARRARER

v

kontrola eto 6 hod eto 12 hod

Graf 7 Grafické znazornéni 27*4“* hodnot u jednotlivych skupin. Mezi *, #* a ##* byl
statisticky vyznamny rozdil (p<0,05).

Shrnuti:

7 uvedenych vysledkl vyplyva, ze u bundk ovlivnénych etoposidem po dobu 6 hod
do8lo ke statisticky vyznamnému zvy3eni exprese genu TP53. U bungk ovlivnénych 12 hod

byla exprese statisticky vyznamné vy3§i neZ u kontrolnich bungk, v porovnani s bustkami

ovlivnénych 6 hod viak doslo ke statisticky vyznamnému sniZeni exprese tohoto genu.
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4.2.1.2 Exprese genu BCL2

Nertm. Fluora.

0,25)
02|
0.15]

0,1

0,05

19

Threshald

kontrola - 1 etoposid 6 h - |

etoposid 12 h- 1

kontrola - 2 etoposid6h -2

etopostd 12 h - 2

kontrola - 3 etoposid 6 h - 3

etoposid 12 h - 3

Tabulka 14 Barevné oznageni jednotlivych kiivek

kontrola | etoposid 6 h | etoposid 12 h

0,9 3,71 6,59

-8ACt 1,09 3,18 4,14

1,03 2,83 6.5

praméma hodnota 1.01 304 5.74
Tabulka 15 Hodnoty vypoéitané metodou 2724

skupiny statisticky rozdil
kontrola a etoposid 6 h vyznamny
kontrola a etoposid 12 h vyznamny
etoposid 6 h a etoposid 12 h | vyznamny

Tabuika 16 Statistické vyhodnoceni
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exprase genu BCL2

2exp. -{deltadelta Ct)

kontrola eto 6 hod eto 12 hod

Graf 9 Grafické znazornéni 22 hodnot u jednotlivych skupin. Mezi *, ** a *** byl
statisticky vyznamny rozdil (p<0,05).
Shrnuti:
Z uvedenych vysledki vyplyva, ze u bun¢k ovlivnénych etoposidem po dobu 6 hod
doslo ke statisticky vyznamnému zvy3eni exprese genu BCL2. U bunék ovlivnénych 12 hod
byla také statisticky vyznamné vy$§i exprese ve srovnani s kontrolnimi butikami, stejné tak

byla vyS8i exprese i ve srovnani s buiikami ovlivnénych 6 hod.

4.2.1.3 Exprese genu BAX

Naorm. Fluoro.
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0,05
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o Iz Mo s 20 P e '35 50 Cyole

Graf 10 Grafické znazornéni prib&hu real-time RT-PCR reakce pro expresi genu BAX

kontrola - 1 etoposid 6 h - 1 etoposid 12 h -1
kontrola - 2 etoposid 6h -2 etoposid 12 h -2
kontrola - 3 etoposid 6 h - 3 | Bj | etoposid 12 h - 3

Tabulka 17 Barevné oznaceni jednotlivych kfivek
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kontrola | etoposid 6 h | etoposid 12 h

0,94 1,13 1,49

2-AACK 1,1 0,81 1,17
0,97 1,1 0,96

prumeérna hodnota 1 1,01 121

Tabulka 18 Hodnoty vypogitané metodou 224

skupiny statisticky rozdil

kontrola a etoposid 6 h nevyznamny

kontrola a etoposid 12 h nevyznamny

etoposid 6 h a etoposid 12 h | nevyznamny

Tabulka 19 Statistické vyhodnoceni

exprese genu BAX

2exp. -(delta deita Ct)
i

0.5 -

kontrola eto 6 hod eto 12 hod

Graf 11 Grafické znézornénf 274 hodnot u jednotlivych skupin.

Shrnuti:
Z uvedenych vysledkd vyplyva, Ze u bungk ovlivnénych etoposidem po dobu 6 hod
nedoslo ke statisticky vyznamnému zvy$eni exprese genu BAX. K malému zvySenf exprese

doglo u bungk ovlivnénych 12 hod, nebylo to viak zvySeni statisticky vyznamné,
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4.2.1.4 Exprese genu DFFB

horm. Fluoro.

0 Threshold
-

T 5 1o

etoposid 12 h- 1
etoposid 12h -2
etoposid 12 h - 3

kontrola - 1 etoposid6 h - 1
kontrola - 2 etoposid6h - 2
kontrola - 3 - etoposid 6 h - 3

Tabulka 20 Barevné oznaCeni jednotlivych kiivek

kontrola | etoposid 6 h | etoposid 12 h

0,93 1 0,72

H-AACE 1,06 1,27 0,97

1,01 1,36 0,59

pramérné hodnota 1 121 0,76
Tabulka 21 Hodnoty vypoc&itané metodou prAAct

skupiny statisticky rozdil
kontrola a etoposid 6 h nevyznamny
kontrola a etoposid 12 h nevyznamny
etoposid 6 h a etoposid 12 h | vyznamny

Tabulka 22 Statistické vyhodnoceni
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exprese genu DFFB

2exp. -(deltadeita Ct)

eto 6 hod eto 12 hod

kontrola

Graf 13 Grafické znazornéni 27 hodnot u jednotlivych skupin. Mezi * a ** byl statisticky
vyznamny rozdil (p<0,05).

Shrouti:

Z uvedenych vysledkd vyplyva, Ze u bunék ovlivnénych etoposidem 6 hod doglo
ke zvySeni exprese genu DFFB v porovnéni s kontrolni skupinou. Toto zvySeni viak nebylo
statisticky vyznamné. Po 12 hod ovlivnéni doslo u této skupiny bungk ke sniZeni exprese
genu ve srovnani jak s kontrolou, tak i s buitkami ovlivnénymi 6 hod. Zde sniZeni exprese

bylo statisticky vyznamné jen pfi srovnéni se skupinou ovlivnénou 6 hod.

4.2.1.5 Exprese genu PBGD

Morm. Fluoto.
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Graf 14 Grafické zndzornéni pribéhu real-time RT-PCR reakce pro expresi genu PBGD

kontrola - 1 etoposid 6 h - 1 ctoposid 12h-1
kontrola - 2 etoposid 6h -2 etoposid 12 h -2
kontrola - 3 etoposid 6h - 3 etoposid 12 h -3

Tabulka 23 Barevné oznaeni jednotlivych kiivek
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Shrnuti:
Gen PBGD byl vybrén jako referenéni gen. Pomoci tohoto genu byla vypoéitana

relativni exprese viech vyde uvedenych geni.

4.2.2 Ovlivnéni bunécné linie HL-60 etoposidem

4.2.2.1 Exprese genu TP53

Buné&éna linie HL-60 neexprimuje gen TP53, proto nemohla byt provedena

kvantifikace genové exprese.

Obr, 24 Exprese genu TP53 u bun&éné linie HL-60 a Hep-2

Legenda: pUC 19 - Marker molekulovych hmotnosti pUC19 DNA/Mspl (Hpall)
| HL60 — bun&éna linie HEL-60
Hep2 — bunééna linie Hep-2

NK —negativni kontrola

72



4.2.2. Expese genu BCL2

Norm. Fluoro.

04

01

1=

Threshald

Graf 15 Grafické znazorngni priib&hu real-time RT-PCR reakce pro expresi genu BCL2

kontrola - 1

etoposid 6 h- 1

etoposid 12 h- 1

kontrola - 2

etoposid 6h -2

etoposid 12 h -2

kontrola - 3

etoposid 6h - 3

etoposid 12 h -3

Tabulka 24 Barevné oznageni jednotlivych k¥ivek

kontrola | etoposid 6 h | etoposid 12 h

0,87 0,66 1,49

2-AACt 1,18 0,59 1,3
0,97 0,55 1,47

prumérna hodnota 1,01 0.6 1,42

Tabulka 25 Hodnoty vypo&itané metodou 2744¢

skupiny

statisticky rozdil

kontrola a etoposid 6 h

vyznamny

kontrola a etoposid 12 h

vyznamny

etoposid 6 h a etoposid 1

2h

vyznamny

Tabulka 26 Statistické vyhodnoceni
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exprese genu BCL2

o
S

2exp. -{deltadeltaCT)

kontrola eto 6 hod eto 12 hod

Graf 16 Grafické znazornéni 224" hodnot u jednotlivych skupin. Mezi *, ** g **# byl
statisticky vyznamny rozdil (p<0,05).

Shrouti:
Z uvedenych vysledkt vyplyva, Ze u bunék ovlivndnych etoposidem 6 hod doslo

ke statisticky vyznamnému sniZeni exprese genu BCL2 v porovnani s kontrolou. U bun&k
ovlivaénych 12 hod byla statisticky vyznamng vy3si exprese neZ u kontrolnich bungk, stejng

tak byla statisticky vyznamné vy3§i exprese i ve srovnani s buitkami ovlivnénych 6 hod.

4.2.2.3 Exprese genu BAX

Idorm. Fluoro.
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Graf 17 Grafické znazornéni prib&hu real-time RT-PCR reakce pro expresi genu BAX

kontrola-1 | | | etoposid 6 h - 1 etoposid 12 h - 1
kontrola - 2 etoposid 6 h - 2 etoposid 12 h -2
kontrola - 3 etoposid 6 h - 3 ctoposid 12h -3

Tabulka 27 Barevné oznateni jednotlivych kiivek
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kontrola | etoposid 6 h | etoposid 12 h

0,79 2,15 2,69

H-AACt 0,91 2,23 2,45
1,37 1,73 2,45

primérna hodnota 102 2,04 253

Tabulka 28 Hodnoty vypotitané metodou 224

skupiny statisticky rozdil
kontrola a etoposid 6 h vyznamny
kontrola a etoposid 12 h vyznamny
etoposid 6 h a etoposid 12 h | nevyznamny

Tabulka 29 Statistické vyhodnoceni

exprese genu BAX

2o0xp. -{deltadeltaCT)

kentrota oto 6 hod eto 12 hod

Graf 18 Grafické znazornéni 2**“ hodnot u jednotlivych skupin. Mezi * a ** byl statisticky
vyznamny rozdil (p<0,05).

Shrauti:

Z uvedenych vysledkd vyplyvé, Ze u bun&k ovlivnénych etoposidem po dobu 6 hod
doslo ke statisticky vyznamnému zvySeni exprese genu BAX. Statisticky vyznamné vy$si
byla exprese genu BAX i po 12 hod ovlivnéni v porovnani s kontrolni skupinou, ne viak

ve srovnani s buiikami ovlivnénymi 6 hod.
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4.2.2.4 Expese genu DFFB

Marm. Fluoro.

Threshold o _, .

kontrola - 1

e

etoposid 6 h - 1

etoposid 12 h - 1

kontrola - 2

etoposid 6 h - 2

etoposid 12 h - 2

kontrola - 3

etoposid 6 h - 3

etoposid 12 h - 3

Tabulka 30 Barevné oznadeni jednotlivych kiivek

kontrola | etoposid 6 h | etoposid 12 h
0,91 0,73 0,71
o-8ACt 1,34 0,58 0.89
0,81 0,51 1,36
primé&ma hodnota 1,02 0.61 0,99
Tabulka 31 Hodnoty vypoéitané metodou 2744¢
skupiny statisticky rozdil
kontrola a etoposid 6 h nevyznamny
kontrola a etoposid 12 h nevyznamny
etoposid 6 h a etoposid 12 h | nevyznamny

Tabulka 32 Statistické vyhodnoceni
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exprese genu DFFB
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kontrola eto 6 hod eto 12 hod

Graf 20 Grafické znézornéni 2”**“' hodnot u jednotlivych skupin.

Shrnuti:
Z uvedenych vysledki vyplyva, Ze u bunék ovlivnénych etoposidem po dobu 6 h doglo
k mirnému sniZeni exprese genu DFFB, tato zména viak nebyla statisticky vyznamnd.

U bunék ovlivnénych 12 hod nedoslo ke zméng exprese tohoto genu.

4.2.2.5 Exprese genu PBGD

Norm. Fluoro.

0.2

01

0,05)

Threshold

12

Graf 21 Grafické znédzorméni pribshu real-time RT-PCR reakce pro expresi genu PBGD

30 I35 lan

Cycle

kontrola - 1

etoposid 6 h - 1

etoposid 12h-1

kontrola - 2

etoposid 6 h - 2

etoposid 12h-2

kontrola - 3

etoposid6h - 3

etoposid 12 h -3

Tabulka 33 Barevné oznaleni jednotlivych kiivek
Shrnuti:

Gen PBGD byl vybrén jako referenéni gen. Pomoci tohoto genu byla vypot&itana

relativni exprese viech vy$e uvedenych gent.
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5. Diskuze

3.1 Indukce apoptiozy

U bunek bunééné linie Hep-2 a HL-60 byla indukovéana apoptéza pomoci etoposidu
o koncentraci 10 pg/ml. Buiiky byly ovlivnény etoposidem v jedné skupiné 6 hod a v druhé
12 hod. Tieti skupina slouzila jako kontrolni tzn. tyto buiiky nebyly ovlivnény. Poté byly
buitky uskladnény v -70° C aZ do izolace RNA.

Préce tak navazuje na pfedchozi vyzkum na Ustavu lékaiské biologie a genetiky, kde
byla testovana schopnost etoposidu indukovat apoptézu ubun€k rdznych nadorovych
bun&énych linii, véetné bund&nych linif Hep-2 a HL-60 (Cervinka et al. 1999, Rudolf et al.
2000a, Cervinka et al. 2004, Rudolf et Cervinka 2005). V t&chto pracich viak byly sledovany
hlavn¢ morfologické projevy apoptézy.

Etoposid

Etoposid je jeden z nejéastéji pouzivanych protinadorovych 1€k ve svété. Je pouzivan
k 1¢€b& mnoha typh rakovin napf. malobunétného plicniho karcinomu, sarkomil, leukémii
a lymfomu. Etoposid je derivatem podophyllotoxinu, p¥irodni latky z rostliny Podophylium
peltatum. Primarnim cilem v burtkich je pro etoposid topoizomeraza II. Tento nepostradatelny
enzym odstrafiuje zauzleni a piek¥iZzeni v genomu vytvafenim piechodnych zlomm
v dvoufetézcové DNA. Etoposid se vadZe a stabilizuje komplex tohoto enzymu a DNA
(tzv. 3tépici komplex). To vede k akumulaci t&chto komplex a vytvafeni trvalych zlomi
v genetickém materidlu (Baldwin et Osheroff 2005).

Ftoposid miiZe indukovat apoptézu u riznych bunéénych linii (Jakubowicz-Gil et al.
2002, Higginbottom et al. 2007, Parihar et al. 2008} a to véetné bunécnych linii Hep-2 a HL.-
60.

Hep-2

Indukci apoptdzy u bunék bune¢né linie Hep-2 etoposidem, o koncentraci 10 pg/ml, se
ve své praci zabyval Cervinka et al. (1999). U bungk bylo moZné po 4 - 8 hod od ovlivnéni
pozorovat typické morfologické znaky apoptdzy, jako je zakulaceni bunék a tvorba puchyikid
na povrchu plazmatické membrany. Byla také zaznamendna zména v membranovém

potencialu mitochodrii a tvorba DNA laddera, které vznikaji pii internukleozomdlnim $té€pent
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DNA. VySe uvedena koncentrace etoposidu se ukdzala jako dostadujici k indukei apoptozy.
Rudolf et al. (2000a) pozorovali zakulaceni bun&k a tvorbu puchyiki v rozmezi 2 - 6 hod
od ovlivnéni a po 8 hod od ovlivnén{ bylo moZné pozorovat rytmické kontrakce oznatované
jako membranovy blebbing. Cervinka et al. (2004) detekovali i aktivni enzym kaspazu 3.
Rudolf et Cervinka (2005) pozorovali tvorbu puchy¥kid (blebbing), které se objevovali od 4 -
14 hod od ovlivnéni etoposidem, priméma doba trvani byla 6 hod. Indukei apoptézy u Hep-2
bunék pomoci etoposidu o koncentraci 5 pl/ml a 50 ul/ml se také zabyvali Duran et al.
(2000). U bungk se objevily typické morfologické znaky apoptdzy jako je zakulaceni bunék

a fragmentace jadra.

HL-60

Indukei apoptdzy etoposidem, o koncentraci 10 pl/ml, u bunék bun&éné linie HL-60
popisuji Rudolf et Cervinka (2005). Tvorba puchytki na povrehu plazmatické membriny se
objevila jiZ po 1 hod od ovlivnéni, maximélng viak po 4 hod, primétné trvala 2 hod. Indukei
apoptozy u HL-60 bunék etoposidem se zabyvali i dal§i autofi. Higginbottom et al. (2007)
indukovali apoptdzu u HL-60 bunek etoposidem o koncentracich 1 ul/ml a 10 ul/ml a jako
znak apoptozy uvadéli nastépeni kaspazy 9. Kravtsov et al. (1999) pouzili k ovlivnéni HL-60
bunék etoposid o koncentracich 1, 2.5, 5, 10 a 20 pmol/L. Jako nejadinn&j$i se pfi indukci
apoptozy ukézala koncentrace etoposidu 10 umol/L, p#i které bylo moZné pozorovat i typické
morfologické znaky jako je zmenfovani bunck a tvorba puchytkii na povrchu plazmatické
membrany. Tento jev byl nejvice pozorovan mezi 4 - 8 hod po ovlivnéni. Po 8 hod bylo také
zjisténo nejvice apoptotickych bungk (61 %). Dal$i z apoptotickych znakd, které bylo mozZné
pozorovat byla tvorba DNA ladderii, kieré bylo mozné pozorovat po 4 hod az 16 hod
od ovlivnéni etoposidem. Eliseev et al (2003) popisuji morfologické zmény jako je tvorba
puchytki, kondenzace chromatinu a fragmentace DNA po ovlivnéni HL-60 bunék 50 uM
ctoposidem. Zuryn et al. (2007) indukovali apoptézu v HL-60 bunék etoposidem o 20 a 200
uM koncentracich a Bjarling-Poulsen et Issinger (2003) indukovali apoptdézu inkubaci HL-60
bunék 30 uM etoposidem po dobu 5 hod.

Z t&chto poznatkl vyplyva, Ze etoposid, o koncentraci 10 pl/ml, je vhodné
cytostatikum pro indukci apoptézy u bunélnych linii Hep-2 a HL-60. Buiiky maji
morfologické projevy typické pro apoptézu a cilem prace bylo proto zjistit, zda tyto
morfologické projevy jsou doprovazené zménami v expresi gentl, které se podileji na vstupu
bun¢k do apoptdzy, nebo na jejim prabéhu. Kvantitativni zména v expresi vybranych genil

byla méfena metodou real-time RT-PCR.
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3.2 Kvantifikace exprese genu TP53

Hep-2

Po analyze exprese genu TP53 u bunéné linie Hep-2 po indukei apoptézy bylo
zjisténo, Ze u skupiny bun€k ovlivnéné etoposidem po dobu 6 hod doSlo ke statisticky
vyznamnému zvySeni exprese ve srovnani s kontrolni skupinou. U bunék ovlivnénych 12 hod
doslo ke statisticky vyznamnému sniZeni exprese ve srovnani se skupinou ovlivnénou 6 hod.
Exprese genu TP53 viak byla stale statisticky vyznamné vy$$i neZ u kontrolni skupiny.

Ke zvydeni exprese genu TP53 miize vést n&kolik divodd. Plsobenim etoposidu
na buiiky dochézi k vytvafeni trvalych zlomu v fetézci DNA. Tento jev se projevi zejména
pii replikaci a builky proto zastavuji bunéény cyklus v G2 fézi. Protein TP53 je vyznamny
regulator transkripce mnoha gend, z nichZ jednu skupinu tvofi geny, které reguluji bunsény
cyklus v obou kontrolnich bodech G1/S 1 v G2/M (Bunz et al. 1998). Pt zastaveni bunééného
cyklu v G1/8 fazi je cilem regulace transkripce gen p21 (Harper et al. 1995). Pro vstup buiiky
do mitdzy, tj. kontrolni bod G2/M, je nejdilezit&j$i komplex cyklin B-Cdkl, kde TP33 slouzi
jako regulator transkripce cyklinu B (Innocente et al. 1999). Regulace transkripce gend,
fidicich bunéény cyklus, pak miZe byt jednim z vysvétleni zvySeni exprese genu TP53.

TP53 se viak podili i na regulaci transkripce genti, které fidi vstup bunky do apoptozy.
Mezi transkripéni cile TP53 patii také rodina BCL2 genfi. Mezi pozitivné regulované pati
gen BAX, ktery je proapoptoticky (Miyashita et Reed 1995), regulace transkripce mlze viak
byt i negativni napf. u genu BCL2 (Miyashita et al. 1994b). ZvySeni exprese genu TP53 tedy
odpovida indukci apoptdzy u ovlivnénych bunék.

Zvyseni exprese genu TP53 po indukei apoptozy potvrzuji i dalsi prace. Kvantifikaci
exprese genu TP53 se zabyvali napf. Xing et al. (2008), ktefi indukovali apoptézu u bunék
karcinomu Zaludku latkou LY2940002 (phosphoinositide-3-kinase inhibitor). Metodou real-
time RT-PCR namé¥ili zvySeni exprese genu TP53. Vyrazné zvySeni exprese genli TP53
a BAX a sniZeni exprese BCL2 u jaternich bun&k krys po plisobeni SO, namé&fili Bai et Meng
(2005). Malerba et al. (2005) indukovali apoptézu etoposidem a taxolem u HL-60 bunék a
u bunék kostni diené. Metodou Western blot byla zjisténa zvySend exprese proteinu TP33

a BCL-X u bunék kostni dfeng po piisobeni etoposidu.
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HL-60

Bunééna linie HL-60 neexprimuje gen TP53. Defekini funkce TP53 neni mezi
nadorovymi burikami nic neobvyklého, uvadi se Ze az 50 % primarnich lidskych nadort nese
mutaci v tomto genu (Hollstein et al. 1991). Indukei apoptozy u téchto bunék tedy gen TP53
nemuZe zprostfedkovat. Jednu z moZnosti jiné indukce apoptézy popisuji napf. Higginbottom
et al. (2007), kteti objevili nékolik novych alternativnich mist pro fosforylaci u cyklin
dependentni kindzy 1 (Cdk 1) asociované s cyklinem A. Zd4 se, Ze tento proces je spojen

s indukef apoptdzy u HL-60 bunék po ovlivnéni etoposidem.

5.3 Kvantifikace exprese geni BCL2 a BAX

Geny BCL2 a BAX patii do rodiny BCL2 gend, které hraji v apoptéze dileZitou
regulacni roli. BCL2 patii do skupiny ktera inhibuje apoptézu, BAX je pro-apoptoticky (Chao
et Korsmeyer 1998). Protein BCL2 je asociovan s membranami mitochondrii, zatimco BAX
je ve své neaktivni fazi lokalizovan v cytoplazmé, po aktivaci se pfemistuje do mitochondrii
aumozni tak uvolnéni cytochromu c¢ (Wolter et al. 1997). Dalsi charakteristikou BCL2
proteind je jejich schopnost tvorby homo- i heterodimerd, kterou zajiStuje a-helix BH3
domény (Minn et al. 1998). Na regulaci aktivity pro- a anti-apoptotickych BCL2 proteinti
existuje n¢kolik bunéénych mechanismil. Anti-apoptoticky protein BCL2 je schopen tvofit
dimery s pro-apoptotickym proteinem BAX a neutralizovat tim jeho aktivitu. Jako
heterodimer je BAX neaktivni, ale jakmile miZe tvofit homodimery je schopen indukovat
apoptdézu (Gross et al. 1998). Dalsim mechanismem je zména poméru pro- a anti-
apoptotickych BCL2 proteind. Pokud je mnoZstvi BCL2 proteinu vyssi, nebo stejné jako
mnozstvi BAX, dana buiika je chrinéna pied apoptézou. Naopak pokud je mnozstvi BAX
proteinu vyssi nez BCL2 ma burika vétsi pravdépodobnost zacit s apoptézou. Zmeéna exprese
tak méZe inhibovat, nebo naopak podpofit apoptézu (Adams et Cory 1998).

Pfi indukci apoptézy se proto na Grovni genové exprese piedpoklada sniZeni exprese
genu BCL2, nebo zvydeni exprese genu BAX. Tento pfedpoklad potvrzujf 1 vysledky vice
autori napt. Brown et Dunmore (2007) indukovali apoptézu u BRIN-BD 11 bun¢k a k jedné
skuping bunék piidali leptin. Pfidani leptinu zabranilo vzniku apoptdzy, coZ korelovalo 1 se
zvySenim exprese genu BCL2. Buiky bunééné linie odvozené od karcinomu jicnu (OE-19)

byly ovlivnéné simvastatinem. Metodou real-time RT-PCR bylo naméfeno snizeni exprese
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genu BCL2 a zvySeni exprese genu BAX (Konturek et al. 2007). Buiiky bunéénych linii
IMR90 a SV40 byly ovlivnéné pomoci 5-FU po dobu 5 dni, coZ sniZilo pomér exprese genii
BCL2/BAX u IMR90 bungk (Suzuki et al. 1999). Plsobeni SO, zplisobilo vyrazné zvyieni
exprese genu BAX u jaternich bunék krys, naopak doslo ke sniZeni exprese genu BCL2 (Bai
et Meng 2005). Pan et al. (2003) indukovali apoptézu u bunééné linie COLO 205 pomoci
HDB. Exprese byla méfena metodou Western blot a po 8 hod bylo naméfeno zvySeni exprese
proteinu BAX, protein BCL2 zlstal nezmé&nén. Singh et al. (2003) stanovili expresi proteint
BCL2 a BAX metodou Western blot u bunék vyvijejictho se mozeku krys
pii hypothyrotdnich podminkach. Exprese proteinu BCL2 byla sniZena, exprese BAX

zZvysena.

Hep-2

Po analyze genové exprese genu BCL2 u bunééné linie Hep-2 po indukci apoptodzy
bylo zjisténo, Ze u skupiny bunék ovlivnéné etoposidem po dobu 6 hod doslo ke statisticky
vyznamnému zvyseni exprese ve srovnani s kontrolni skupinou. U bun¢k ovlivnénych 12 hod
doslo také ke statisticky vyznamnému zvySeni exprese, a to jak ve srovnani s kontrolni
skupinon, tak se skupinou ovlivnénou 6 hod.

Kvantifikace genové exprese genu BAX ukazala, Ze u bungk ovlivnénych etoposidem
po dobu 6 hod nedoslo ke statisticky vyznamnému zvySeni exprese. K malému zvySeni
exprese doslo u bunék ovlivnénych po dobu 12 hod, nebylo to v8ak zvySeni statisticky
vyznamné.

ZvySeni exprese genu BCL2 a exprese genu BAX beze zmén neodpovidd pivodnim
pfedpokladiim. Apoptédza je vak komplexni d&j a i kdyZ morfologické znaky mohou ukazovat
na probihajici apoptézu, exprese téchto dvou gent tomu nemusi odpovidat. Na indukci
apoptozy se také mohou podilet jiné geny BCL2 rodiny, které vitéto praci nebyly
analyzovany.

Literarni adaje zabyvajici se indukei apoptézy u Hep-2 bunék etoposidem, nebo
expresi gentt BCL2 a BAX nejsou ¢asté. Balasubashini et al. (2006) se zmifiuji o poklesu
BCL2 proteinu po indukci apoptézy u Hep-2 bun€k pomoci jedu z ryby Perutyna ohnivého
(Pterios volitans). Singh et al. (2006) indukovali apoptézu u Hep-2 bunck karboplatinou a 5-
fluorouracilem (5-FU). Na {rovni proteini pak zaznamenali pokles hladiny BCL2, protein
BAX ziistal beze zmény.

Podobné vysledky, ale u bungk bunééné linie PANC-1, zaznamenali napf. i Ikeguchi

et al. (2002a), ktefi se zabyvali vlivem cisplatiny na expresi apoptotickych genti u riznych
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bunéénych linii. U bunééné linie PANC-1 namé#ili zvySeni exprese genu BCL2 po 12 hod
a 24 hod, gen BAX ziistal beze zmény. U buné¢né linie MKN-45 se zvy$ila exprese genu
BAX po 24 hod, exprese genu BCL2 se nezménila. U bun&&né linie LoVo, doslo ke zvySeni
exprese genu BAX po 12 hod a 24 hod, u genu BCL2 sniZeni exprese po 24 hod. Tyto
vysledky ukazuji, Ze kazdd bunétnd linie miZe na indukci apoptézy jednim druhem

cytostatika reagovat riznou expresi gentl.

HL-60

Po analyze genové exprese genu BCL2 u buné&éné linie HL-60 po indukci apoptozy
bylo zjist€no, Ze u skupiny bungk ovlivnéné etoposidem po dobu 6 hod doslo ke statisticky
vyznamnému snizeni exprese ve srovnéani s kontrolni skupinou. U bunék ovlivnénych 12 hod
doslo naopak ke statisticky vyznamnému zvySeni exprese a to jak ve srovnani s kontrolni
skupinou tak se skupinou ovlivnénou 6 hod.

Kvantifikace genové exprese genu BAX ukézala, Ze u bunék ovlivnénych etoposidem
po dobu 6 hod doSlo ke statisticky vyznamnému zvyS$eni exprese. U bunék ovlivnénych
12 hod byla statisticky vyznamné vys§i exprese nez u kontrolnich bunék, nebyla vSak
statisticky vyznamné& vyss§i ve srovnani s buitkami ovlivnénych 6 hod.

Tyto vysledky odpovidaji piivednim pfedpokladiim o vyvoji exprese té€chto dvou genti
po indukei apoptdzy. 1 vysledky ostatnich autorti jsou podobné, ale i zde plati, Ze exprese
téchto dvou gent se 1i3{ podle typu pouZitého cytostatika na indukci apopt6zy.

Floros et al. (2006a) naméfili zvySeni exprese genu BAX po 4 hod od ovlivnéni
bunécné linie HL-60 etoposidem. Exprese genu BCL2 se nezménila. U stejné bunééné linie
pak naméfili sniZeni exprese BCL2 po indukci apoptdzy topotecanem a methotrexatem
(Floros et al. 2006b). Rdzalski et al. (2005) nameéfili sniZeni exprese genu BCL2 a zvySeni
exprese BAX po ovlivnéni HL-60 bun&k doxorubicinem a amifostinem. Iloros et al. (2004)
u bunék bunééné linie HL-60 indukovali apoptdézu a zaznamenali pokles exprese gend BAX
aBCL2 po ovlivnéni karboplatinou, zatimco po ovilivnéni doxorubicinem se exprese
nezménila. Po ovlivaéni cisplatinou bylo zaznamenéno sniZovani exprese BCL2 (Floros et al.

2003).
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5.4 Kvantifikace exprese genu DFFB

vvvvvv

endonukledza nazyvand DFF. V neaktivni formé je DFF heterodimer sloZeny ze dvou 40 a 45
kDa proteinovych podjednotek nazyvanych DFFB a DFFA. DFFB je katalyticka podjednotka,
zatimco DFFA regulatni podjednotka DFF. Protein DFFA navézany na DFFB inhibuje
nukledzovou aktivitu a po naSt€peni DFFA kaspdzou 3 je uvolnén aktivni enzym DFFB (Liu
et al. 1997). DFFB uvolnény zkomplexu s DFFA pak tvo¥i homooligomery, které tvoii
enzymaticky aktivni formu nukleazy. Aktivni enzym pak $t&pi chromatin mezi nukleozomy
za vzniku mono- a oligonukleozomalnich fragmenti (Liu et al. 1999).

Kvantifikaci genové exprese DFFB se zabyvali napf. McDonald et al. (2003), kiefi
sledovali expresi gentt DFFA a DFFB u bungk oligodendrogliomu. Pouze u genu DFFB byla
zjiSt€na sniZena exprese ve srovnani s normalnimi mozkovymi buiikami. Mahmoud-Ahmed et
al. (2006) sledovali zmé&ny v expresi genl mozkovych bungk my3i po indukei apoptdzy
ozafovanim. Pomoci real-time RT-PCR byla naméfena zvySena exprese DFFB jiz 1 hod
po ozatfeni.

Vice praci je vSak zaméfeno na detekci proteimi DFFA a DFFB a ov&ovani jejich
funkénosti, ¢ na expresi na trovni proteint. Iguchi et al. (2002) nepozorovali tvorbu
typickych ladderd z DNA po indukci apoptdzy etoposidem a neocarzinostatinem u Molt-4
bunék. Pii stanoveni exprese proteind DFFB a DFFA viak nebyly zjidtény rozdily
v porovnani s ostatnimi liniemi. Luciano et al. (2002) indukovali apoptézu u T a B
leukemickych bunéénych linif. U B leukemickych bunéénych linii nebyla pozorovana DNA
fragmentace. Pfi sledovani exprese proteini DFFA a DFFB bylo zjidténo, Z¢ u T bungk
dochazi k vysoké expresi DFFB v poméru k DFFA. U B bun&k tomu bylo naopak tzn. vy$si
exprese DFFA a velmi nizkd DFFB. Park et al. (2005) indukovali apoptézu sulindakem
u bungk bunééné linie HT-29. Prokazali translokaci AIF a endonukledzy G z mitochondrii do
jédra a DFFB z cytosolu do jadra. Neobjevila se viak oligonukleozomélni fragmentace DNA,
pouze 3t&€peni DNA na velké fragmenty. Tyto vysledky ukazuji, Ze translokace DFFB

a endonukledzy G nestaci k oligonukleozomaln{ fragmentaci DNA v této bunééné linii.
Hep-2

Kvantitativni analyzou genové exprese genu DFFB bylo zji§téno, Ze u bunék

ovlivaénych etoposidem po dobu 6 hod dollo k mirnému zvySeni exprese genu DFFB
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v porovnani s kontrolni skupinou. Toto zvy3eni viak nebylo statisticky vyznamné. U skupiny
bun€k ovlivnénych 12 hod do§lo ke sniZeni exprese genu ve srovndni s kontrolni skupinou
1 s buitkami ovlivnénymi 6 hod. Statisticky vyznamné bylo toto sni¥eni pouze pfi srovnani se

skupinou bunék ovlivnénych 6 hod.

HL-60

Kvantitativni analyzou exprese genu DFFB bylo zji#téno, Ze u bunék ovlivnénych
etoposidem po dobu 6 hod doglo k mirnému sniZeni exprese genu DFFB, tato zména viak
nebyla statisticky vyznamna. U skupiny bunék ovlivnénych 12 hod nedoslo ke zméné exprese
tohoto genu.

Z uvedenych vysledkd vyplyva, Ze exprese genu DFFB, je v obou bund&énych liniich
pomérné stila a neméni se ani po indukei apoptdzy u téchto bun&k. Exprese gend nic
nevypovida o funk&nosti proteinu, v publikacich je viak popsana tvorba DNA laddert jak
u Hep-2 bungk (Cervinka et al. 1999), tak i HL-60 bungk (Kravtsov et al. 1999, Bjorling-
Poulsen et Issinger 2003, Rudolf et al. 2000b).
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6. Zavér

U dvou stabilizovanych bunéénych linii Hep-2 a HL-60 byla indukovana apoptoza
pomoci etoposidu. U kaZdé bunééné linie byly 18 skupiny bunék. Prvni skupina kontrolni,
tzn. builky, které zistaly bez ovlivnéni. Druhou a tfeti skupinu tvofily buiiky ovlivnéné
etoposidem po dobu 6 hod a 12 hod. Po ovlivnéni byly butiky sklizeny, byla izolovana RNA,
reverzni transkripci prevedena na cDNA a provedena kvantifikace genové exprese metodou
real-time RT-PCR. Pro kvantifikaci genové exprese byly vybrany geny TP53, BCL2, BAX
a DFFB. Jako referen¢ni gen, ke kterému byla vztaZena genova exprese t&chto gendl, byl
pouZit gen PBGD.

Po kvantitativni analyze genové exprese genu TPS53 bylo zjisténo, e u buné&éné linie
Hep-2 doslo ke statisticky vyznamnému zvySeni exprese po 6 hod ovlivndni ve srovnani
s kontrolou, po 12 hod se exprese sniZila, stile v8ak byla statisticky vyznamné vy$§i nez
ukontrolni skupiny. Gen TP53 fdi jak zastaveni bundéného cyklu, tak vstup bundk
do apoptdzy, zvyseni jeho exprese proto odpovida indukei apoptézy u Hep-2 bungk. Bun&éna
linie HL-60 neexprimuje gen TP53, proto nemohla byt provedena analyza.

Kvantifikace exprese genu BCL2 u bunééné linie Hep-2 ukazala, e jak po 6 hod tak
po 12 hod doslo ke statisticky vyznamnému zvy3eni exprese tohoto genu. Naopak exprese
genu BAX zistala beze zmény. U HL-60 bun¢k doflo ke statisticky vyznamnému poklesu
exprese BCL2 po 6 hod ve srovnani s kontrolni skupinou, po 12 hod doslo ke zvySeni exprese
ve srovnani jak se skupinou ovlivnénou 6 hod, tak skontrolou. U genu BAX doslo
ke statisticky vyznamnému zvySeni exprese po 6 hod ovlivnéni, po 12 hod toto zvySeni bylo
statisticky vyznamné jen v porovnani s kontrolou. Exprese genti BCL2 a BAX se u t&chto
dvou bun&énych linii znacné lisi, indukci apoptozy spife odpovida exprese gend u HL-60
bunék. U Hep-2 bun&k viak mohlo dojit k expresi i jinych proapoptotickych gend, které v této
praci nebyly analyzovany. Jednd se zfejmé& také o rtizné reakce téchto nadorovych bungk
na plisobeni etoposidu.

Analyza exprese genu DFFB u Hep-2 bungk ukézala, 7ze do$lo k mirnému nardstu
exprese po 6 hod, ne vSak statisticky vyznamnému. Po 12 hod exprese tohoto genu klesla
v porovnani s kontrolou 1 se skupinou ovlivaénou 6 hod. U bun&né linie HL-60 nedoslo
ke zméné exprese tohoto genu. Z téchto vysledkl vyplyvi, ze exprese tohoto genu je v téchto

buné¢nych liniich stald a vyznamné se nemeéni ani po indukei apoptdzy.
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Poket intracpiteitilnich & stromdlnich NK bungk v invagiwifin timoru po chematerapii ve

vztahu ke stupzi regresivnich =i po chemoterapli dle Chevallicrovy klasifikace:
Chivellier 3| Chovallier
mpax. | podm | mex, | prim

inuraepilciaml NK buiky | 020 | 0%0 | 020 | 00
stromalai NK bahky 12| 0£0 |4%i0 | Ok}

Podet intraepitelidinich a stromalnich NK bungk v normdind prsnf Hize po chematerapii ve
vatahu ke stupni regresiviich zmin po chematerapii dlg Chevaliierovy Kasifikace:
Chovather 1| _Chevallies 2 { Chovellierd § Chenvelierd
max. | prdm | max. max. X,
intuncpiteliang K buily | 123 [ 123 (&3 101 (1E1| 0£0 J020] 0£0

stromdlal NI by TE{| 00 |0x0) 0%0 (00} D0 | T3] 0£0

Polet intraepiteli&inich a stroméinich NK buntk v frvazivrs) pred ch pil
e odpovidi na chemoterapi

PR non pCR
max. | privm | max, i pnim,
intracpiteAl WX bufky [0£0:0%0 | 620020
wtromaind NK budky 1241020 [0%1) 0D

S



Srovnani pofta intrazpitelifinich a stromalnich makrofigh v normdlnd prsni Hize pied a po

chemoterapii:
pled NCHT NCHT

RAX. prim. L pnin
i cpie RAb maloolagy 0% E0_ 1 a1l )
€D 68 iniracpieldini mokrofégy | 8% ) GEIL 1
sum!nrmmrmr [y + 2l £41 1%
CDﬁasummInimkmfﬂa' 4049 1616 EIEY) EEZ)]
Polty intraepi luminélnich} makrofagl v difatovangich wvodech prsni Hizy
po chematerapii:
I mae,
i ntelish k 324&45
T 68 intraepiteliblnf mak 43 :fF%
Poket intragpiteliinlch a stromalnich makrofagh v invagivedn tumoru pied chemoterapii ve
vztahu ke trmdnd celularily tiummory po chemoterapii:

aniZend eclularily zménado 5 % mviten] copulasity

X, max. | onim mAax, poom,
inlszepatel s makroldgy P2 [ E 26 ={ E3 G0
CD68 intmepselidlnl makrofigy | 56 2+ g£3 47 10t %7
stromiln] makro gy TEI5 | Ol { Tx11 1 TE ¢
1) 63 stromilnd malyofagy 125288 | 4944 | B3I £41 | 37234 ] 1605120 | 5537
Polel intrzepiteliatnich a stromélnich makrofagl v # timorst po ch pii ve
vatahu ke prmind celufarily tumornpo chemoterapii; :

sattend eololarity zmiins do 5 % Zvyien! sclulanty

X, ma, P MaX.
inraepilelAkd Taloligy ZE7 01 SE 157 [E3) rg:n
CL) 58 intracpitelising makroffigy Tx12 FEY] 18+ 15 S&10 1026 T4
stromdlnf makrofigy 35£38 1%2 35435 1x1 S0 88 [E)

39 £36 102482 | 2722 | 17501 | 39425

CI) 68 stomdin naloofigy 103+ 83

Polet intraepitelidinich a stroméalnich makrofagh v il

{ prsi Hldge po ch pii ve
vatahu ke emidnd celularity frunori po chemoterapit:
saident celularity Fmina do 5 %5 2xident cehufanity
ok, max. | [ .
intracpitelislal malkerofd 0] 0 D&a 327 &
CD 58 intmepitelidinl makrofigy. 12 4% 2+3 457 &
stromdlnl makrofigy 26 1+ GED 13426 +
CD &8 stromd Inl imaknotagy 36357 H*15 4631 13£10 FEEXE ]
Polet intzaepiteliélnich a stomalnich makrofagi v f Lt tuzreors pied ch pif ve
~vztahu ke stupni regresivnich zmén po chemoterapii dfe Clievallierovy klasifikare:
Chevallier | Lhevallier 2
X, i, MAIX, prém
infrecpitelifind makrofipy dx] 00 & | 0+0
CD 58 intmepitelidini makrofdgy | 27£33% T13£33 [ 10210 [
siromilel makyofigy TES X1 =7 120
€D 63 suomilnt nakrofdgy 18142 | 59450 ] 185 116 | 44 £33

*¥ysokh hoxdnota v kategoni Chevallior § u maxinsialch intracpitclibinleh hotnot CD 68 pezitivaich makrofigh
je 2ptscbema jednim

dern 1 velmi vyzokim podtem maksol!
Chevaliter 3 Chevallier 4
max. PO TRX.
123 | 0= T2 | 0&0
§ER | 4% §E5 1 3%
0+ ¢ 1 724 1 0L
32 x0T [aT =33 (10685 ] J0£56 |

Poget intraepitelédinich a stroméinich makrofigl v &

h apii ve

fumori po

vziahu ke shoni regresivnich zmén po ch ii die Chevallierovy klasifikoce:
Chevallier 3 Chevalier
max. max.
mtacpitelAln ukrofgy £8 iE T= 0=
CL 68 Inacpieldinl makrolagy | 10%10 | 3% W17 ] 3%
SuomAlrE makrofigy WwESE | =& Z3£35 | 1%
CI368 sirombini makrofegy WSLE) | 30E73 | 161 %75 | 31%25
Potet intraepitelidlnich a stromdatnich makrofagll v normdind prsuf #éze po chemoterapii ve
watabu ke shupni regresivnich zmin po shemoterapli die Ghevedfierovy kasifikace:
Chenalltier | Chevallier 2 Chevallier 3 Chevallier 4
mee UK. priim . e i,
imrepitelisinl makrofs 7+3 [ 001240 [ 42 "—1";5“':559.1 T8¢ 00
CDGE intraepitelihinl makroldgy | 5 & EL|16x33 | 4% TES Tz OE [ 1%
stomélnl makroligy A5£62 [ 142 [26236 Y 28 2% ] g+l | 0%
CD €8 atromaInlmokrofpy S2E103 [ 747 56250 X 10 | 2T+35 I REB (4895 ] 13219

Podet intraepiteliinich a stroméalnich makrofagl v i

die edpovédi na o

turoru pied chemoterapii

PR on poR
RHX. . prim
iptreepilelidlng makrotdgy 01 [ I3 00
10 6¥ intmepitehilinl saksofdgy ¢ 27 £ 33% 13423 kEX 35
stromalnl makrofdgy 2x3 [E T 15 [EX
LD6Y stromaint rakeoldgy 132i82] 39£30 1752 | 48+41

*Vy3okE bodnota v Eategerii pCR b maximalaich indmepiie b hich hodnot CL3 68 pozitivaieh makrofigajo
zplsobena jednim pipadem s velmi vysokym podlem makvafigd

Srovnéni pofta intraspitelidlnich a

ilnfeh dendritickych bunék v mormdind prsaf fidze

pred 2 po chemoterapii;
po NCHT

CD Ea intrnepitelalni dendnificks baty *2 [(FY]
C138] intreeputelislnt dendnlickd bufiky [FETY [ET
S 100 mntrzepeiclial | derdriticke budtoy 1 &0
€I 18 stromdlad dendritickd bufily 1 =0
CD 83 swromdinl dendriveks bultky 3+3 X
5100 atroqmdlng dendritieks busky Q1 *0

apil:

Toax,

CL} 1a intrzepitelislnd dendnickd bufey

X

CD33 intracpuichiing dendritieké buitky

LX)

3 100 introepstelisinl dendritickd bubky

0

TN 5

Poliet it

a

Polty intraepiteliflnch dendri Eck?ch bundk v difatevansch vivodech prenf Ydzy po
Ny .

h dendritickycl bundk v Envazivenim fumoru

pied chemoterapii ve vazhu ke zménd

)

dy demer 50 chemoterapiiz

sniZeni cehdanty | zméns do 5 % | zvyieal celudan

ey, | prom, | max, | prome | max, _'_;.l
€D 30 inraepitelibini dondribché by | 142 | 020 [3%61 0£1 & *
CD 33 intmepiteitilnd dendptickd buily | 94 ) 020 [0£0} 030 & +
S 1604 dclislnt dendritické butdy | 021 | 00 [0£0] G0 + &
C1) in stromdInf donelntickd bufley Y22 ] 00 |13 ) 0%} & )
CD 383 siromiinl dezdniticks bufiky 1x3 | 0| |25 0] + ]
5100 Lot dendritickd butby 210 § 0£0 |00} o0 +3 &1

Podet intraepitelidlnick a stroméinich dendritickych bunk v invazienin bemors
po chemoterspii ve vztahu ke zmdnd celnlarity fumoru po chemoterapii: -

snizent cefulanity 7 2ming da 5 % | 2videnl cehlarity
CDias itslialng dendnticke 123 |0 EE3 % 47 )
CD 43 intracpriclbin dendriiekd bufticy | 01 | 0+ [(E] * * +
|.S 100 intraepitehialaf dendriucké budy | 041 | 0% [ * x 3
CD La sromdinf dendrilickd butioy 315 [0 Sx14) 2% 3
CD 37 slromalnl dendniticks buhky TEXN XS [ X2 & 19422
5 10G stromdInt dendritiekeé budky Sxlg | 1 4%5 & E

Potet intraepitelidlnich a stromélnich dmdn'tic.:kych bun&k v normdind prsnitize

po chemoterspii ve vataiu ke zrmdné celtil tepnorys po chemoterapli;

snizend cclulan| zmtns do 5% 1 zvyten] cdularnity

X 1. max. m . m
[CO Tu inlmepiielials dondfitekd by | G£0 | 020 | 3£3 [ 1*3 ) 0&1 | G20
CD 383 intracpitelidlng Gendnlicks bunky | 00 | _a& 00 | 0%0 ( 0%0 | G20
5 100 irtracpitefiini dendritické fbey | D0 | 0% 2x] [ 10| 0x0 | G20
€1 Ta sromdind dendnlickd buky =0 ] OF %2 |Dx| { 00 | 020
CLI%3 slromdin] dondriticke bty EY AT L1 [J&L] 245 | Gx]1
5 100 slroméInl derrritieké buky X V1§12 120 244 [T 143

Podet intrazpitefidlnich & stromdlnich dendritickych buntk v invazivains fumorne
pivd chemoterapii ve vishu ke stupni regresivnich zmin po chemoterapii die Chevallieravy

Masifikace;
Chevallier 1 | Chovallier 2 | Chevsllierd | Chevallierd
max, | prim. | mex, | pibm. | max ) awax. | prilea.
CD 3a inbreepitelisin dendnibiekd budky | E£2 [ 0%1 | 6%7 |1%2 32631+ ) =0
{1 CD33 introzplteBalng dendrilické buitkv | T2 D206 | 122 | 020 [0=13 0% ¥y 0
§ 108 tntrogpstelilnl dendnitické bunky |00 |0£0| %1 |00 018 0% Y FY
CD 'ta stromalnt dendnilicks buniey +T[0%0] 428 [E%1|0£1({0% ) ip
CDB3 siromiin] dendriticke bofio +d |00 [ 623621 [2£4( 0% E EY]
S 100 stromd ol dendilicke Buiiky, GETIO£E] 127 [020 1221021 {3213 020
Potes intracpitetidlaich Sntch dendritickych bundk » vz P
po chemoerapii vo vzishu ke stupni reg ich zmén po cf pii dfe Chievallierosy
Husifikace. e
A w
CD Tn Wiaepiie 817 dendiiloks bty | 23 [0£1 [ 2% 31
CDEZ intreepitslisinl donidnticks budiy | 0+ 0| o +§
S 100 inkracpitehllni dendpilicks bufk T 2T =0
'CD ia sromdlnl dendsiicke aky £ T 6210 | 1=2
CD 43 stromaln{ dendritické buitky FEYNEI IR ANEY
5 100 strom#ind deninficke bunky ix FELCRNEY)
Podet intraspitelitinick a siromainich dandritickyeh bundk v morradiud prontEize
po chentoterapii ve vztahu ke stupni regresivnich zm#n po chempterapii dle Clevallierovy
hiasifikace;
Chevallier [} Chevallier 2 | Chevaliier 3 | Chevnllisrd
max § prdm. | max, pcim. | max. | pedm, X, P
CD I3 intracpitehalnl dendriichs by [ 124 10 %0 020 |0& 22 [ 0% 0] 0%
CL383 intraeptelislaf dendnilické budky 020 [OX0 {0+ E 200 & s
5 10G intracpitelidinl dendritické bufly § G2@ | G%0 04 L& E1TQ% & &
€L )3 stromalnf dondnticke buhky %3 [GE0 1% & []0x010 3
L1553 stromalnl dendrilicks buficy SEG|FEI [ 1E3 0% £110&114 &
§ 100 stromd{nf dondriticks budky ZEZ| A0 O*0J0E0 1 4Es I T+1]1 %
Podet intraepitelidlnich a Alnich dendritickych bunik v invazivnin aumsra
pied ch it dle odpovidi na cf il
pCR ot pCR.
- ™A, prame | max. | pown
CI T2 inleapikaliflng detidritichs butky | 1 & Y 3 Fy
CI 83 intraopitelidin dendritickd biky | 14 [ £ +
S 300 intracpileliélnd dendritické buiky | 04 a3
CD Iz stromatni dondsilieks By ¥ %
CD B3 stomiind dendriticks busly 4+4 a4
$ 200 stromalnd dendritickd buiicy F [\F) 2

{




Histiocyly
Srovadni pottu intrazpitelidtnich 2 scomélnich makrofigh vinvazivmin turmory pred a po
chemoterapii:
TRed NCHT, po HCHT

e, m&m max podm,
Tntnepiehaln makrothgy T3 [T P 3
CDGS Imaeprelln makTolegy | 10£31 | 310 [¥3E] 16
swominl makro[EY TEig 01 SE 45 ¥
COGE strorlal makssldgy TIHE99 | I0E42 | 108EM | J0E32

i potiu int

chemoternpii gzda.gg'uze maximilnt hodnotyy:

intracpitetisinl makrofégy T+12

nekza vinv, twponk |
cd NCHT NCH

T

15

CD 68 intreepite)uinl makrofgy

T I )

Srovnéni poltu intrzepitelislnich akrofigh v in sif komporenté mmon pied apo

hemoterapii (zde pouse Alni hodnoty):
insitd
Tied NCET |_po NCHT
intacpate haltmakrot il 10 24
CD 68 inunepitolitmmakroligy | 13438 | 18421
Srovnéni podtw intraepitelidinich a stromélnich makrofigh vin fimorne 8 in sifi
komponentou rebo bex né pred chemoterapii;
s insitukomponentou § boz in situ & ety |
T paim, max, prim
Intraesitelidlng makroligy [ 0% X 60
CD G nimepitohiainl makrofigy ¥ 3 % 3% 10x22 | 5411
SUOmANT AkTOTIEY i [y TELS 0x1
CD 63 supmdinl makaolagy TI4 587 | 44£45 | 1332108 | S0%42
Srovnén pediu inttacpitelidtnich a stromélnich makrofagh v imvaghln fiunors s in situ
komponentou nebo bez nipo ¢hemotorap!
4 in silu kompenentot
max. prim.
Tntracpiteliftod makrafdgy [E3] £
CD &8 mracpicldinl maksofigy | G5 =
stromilnl makrotsay . EYEYS B
CD &4 stromali skrofagy TOFEM | 27 %25 | 1oidd | 32£36

lidlnich makroffiglt v nekrdze ¥ invagivnin tumora pied a po

Srovndni po¥ta intraepitelidlnich a stronmdinich makrofégh v imvazimim twmord s nekrézani

nebo bez nich pred chemoterapil:

£ rekedzou v inv. tumonu | bz neketey v iy, fumon
mak. _prm A prm.
IntraepitelA I makTotagy 32 0x0 e G0
CD68 intracpiieliainl makraffgy | T3 6 2432 10=23 SEL
strorndlnt makrolSgy FFEYY] 12 =5 [ Y]
D 68 siromalnl malooliz 16655 | 45428 | (03495 | S0=45
Srovniéni poftu intragpitelislnch a stromalnich makrofigit v invazfimin hunoru s nekrdzami
nebo bez mich po chematerapii:
s nekndzou v inv. tumeru § bez nekmgy ¥ inv. tumom
JTEAK, max.
inmepitelialal makrofigy 3x7 0% e [
CO5Y mtrscrieTlel mokToftgy | 1527 TE et 1%
stromélnl ke 3%E16 iE 9L T
CD 5 swomilal nakeofigy 102537 1 93 £33 1 i05E%8
Srovnini po¥itu intragpt cha inick makeofigh v invativmirs franore vdobading
a lobulirnl karcinomu pied chemoterapii®:
JAAIN karcinor: | TbUANE kercmom
T mAx, prim.
intaepiie i makrots gy 1£3 Gx] | 0=0
CO&8 Teldind mekvoligy | 748 SE13 V5210
siromatn malcrafiay TEDR 325 | 01
CD 68 stromalnl nalkrofigy 134250 | 39540 | 93472 | 43 %41
Srovndni podia intraepitelidlnich a Alnich makrofigh v irvacivain tumers v duktdinim
o Jobaldriim kereinomy po chemoteraplitc
duladin karinom |_Jobul{mi karcinom
X, po. max.
introepitelialad roaknafd gy 23: | O+ =11 00
CD 68 inracpliclidby makoolégy | B27 | 2 % E
SiromAy makrofbgy HEFAMES 36£41 3
68 stonminl malrofigy T00E 75 | 28522 | 105+ 110 { 27 %32

*pta tylo l_nhu-'y byly \p{szmy tomary Wrazns regresivd zokolnd, nediferencovant kersinomy, umory s rysy

duktlntmi i

& ostatni vziendi3i jednothy

Dendriticke buiiky

fumora

Srovnni podtu intraepitelialnich # stromdlnich dendritickych bunik v irsazivl
pied 2 pa chem ik
[ phed NCEHT po NCHT
prax, Ax, [y
T 18 introepitelainl dendrigoks buhky 3 ¥ 2£5 [EY)
€183 intracprichalnl dendnticke buily + =0 [(ET) 00
S 100 Tmrcpilcliba dendrilicke budlky 3 & T3 =D
CO Ia swromalnl icke bty E Y EENT £3
CTIY83 stroméini dendriticke 3 + T1Z19 E32
S 100 stromdint dedntické buhky * % 339 E¥]

Srovnint pofiu intraepitelidtnich d

sifu kompunendon: nebo bez ul po

chematerapii

xin zitu komponentou | bez in st kenponerty
poim,

L, A% prtm.
€D 1z inkmcpitehialnl dendnticke butky 2% 0=l 2% axl
CD 83 intraepitefilnf dendritickié bultky | 0 0£Q [{FY &
S 100 intrecpitelifinl dendeitiskd 13 = [ e &
CD |z stomalni dendtiticke buhky 3 =4 4417 &
1353 siromainf detcdrilickd budtky RE £ 1475 *
5 100 stzemdtef dendnlicks buniy EE: + GE11 12

iz

CD la intrmepiteli3ing dendriticks buih
CD 83 intencpiteildlng dendrilioks budley

G

3
3
k

5 100 inwraepitelalnd dendntické budiiy

O

o

Srovnéni poftu intraepitelidlnich a

s nekedzomi nebo bex nich pited chem

endsitickych bundk v i..u situ konponent® tumoru pied a
po chemoterapii (zde ponze maxdmalnt hodnoty):

in gity
pred NCHT | po NCHT

 COTa s Seorieh bty £ 0% Y5
| D3 truuepiteliinl dendriiekd busdty [ 03 Y]
Mdcﬂdﬁckﬁ udiky 0% *2
Srovnéni pokt intraepitelidlnich a stromilnich dendritickjch bundk v inveziswln fumoru s in
situt kowsp tou nebo bet nf pied cb pil:

s in situ komponentou | bez insity komponenly

raax. DI nax, prvan.

€D T8 mimepitabaint dendribeké bully | 0% [IFY) 2x3 )
T 83 infmepiteGAlnl dendriticke bufky | G E3 F3 *
$ lwmmmulihlnidcndnﬁckéhu&'y EEY PE: * 3
€13 T swomll demdrilické by i 03 x %
T 53 stromuind deradiitoke buiky kY 0% = £
S 100 stromnalnd dendnbek bultky [ 0% EY G
Sravndni podtu intracpitelidinich a sromalni

¢h dendritickych bundk v invagivirbn fumoric s in

Srovndni podt intracpiteliflnich dendritickych bun€k v nekrdze v invazivnitn turnoru pied a
o chemoteripii (2de ponze maximdind hodnogy):
neknizs ¥ invar tumoeny
~Pled NCHI |_po HCHT

stromlnich dendrifickych bundk v invagimins butmorst

s rekrbzal ¥ ez, fomoru | bez nekndzy v invaz tumonm
X, max L
€13 1a infracmitelislaf dendrigels buhky EEE] 0 & [¥]
G 87 intracpitcliSnl dendiiticks butiky [EX] 4 & 0
| 5 100 intracpielidini der kG bulky 1 O & o & =0
ﬂumm&mmﬁﬁckéhﬂky PES G + [(EY]
CD 83 stromsdInf dendnticks bufiky FES 1% * [}
_Si_)strom.bi:ﬂdclerilickﬂbuhk‘ G E3 1£2 00
Srovnéni pottu intraepitelidinich 2 stromalnich dendritickjch unék v invazivnintumoris
$ nekrdzami nebo bet nich po ¢h ii*:
2 nokrdzen v inv. Lunony | ey nekeozy v Y. tumons
nax. iy max. privm,
CD & mtrzcpitclidlol dendrivekd 5% * 1% k]
€D 83 introcpiteliilal dendnticke o 1+ & EY [FE
£100 & itelisind dendnticks buiiiy 2 = 1% 00
£ In stromdlni dendritichd budky S = 4+ H 13
D83 stromalnt Serinieks BUBky 24328 * 102 18 12
5 100 stomsind dendiritické biky Y3 = 5+ 1£3

Srovaini po¥m intraepitelidlnich g

TSSRI] Fsroimom | Tobuiimianiaom

v \‘fn:zn!
duladintod i lobufamim? & ostatrd v2denlj3i joduotky

max. prom | max. |

CD 1a intracpilelidlnd dendiineke buiky FE] [ X3 Q £

CD 83 intraepitelisla dendnitické bufky | O [ EY [ :

S 100 intmepitelitinl dendritiche budicy 1 Ed o :

D) 13 siramilnd dendsilieks bahky G Y o 3

CD B3 stromalni dendritieks bufiky 13£22 = 1% =

& 100 stromSini dnticke by §£9 & FES Q£0

*pro tyta tabuliy byly vytuzeny tumary ivnd ZnnEnd, ned: vand &

stromalnich dendritickych bungk v invaghmim fumore v
duktdhidm o Jobitérnim karcinomes pied chemoferapii*:
A JubiSinf karcinom { lebulimikarcinom

max 1 SETTNR
CO) 13 iircpilelisind dendrificks buky | 3£ F¥) [
CD 83 intmepitehidlnd Eadnieks uiky | 01 =0 &
5 100 nmepReliblol Geoanliore barky | Q1 X0 [y
CD 18 somilng dendriuke bonky =Y =0 g 0%
CIY81 stromaln! dendiiticks by EET Ei £ 0%
5 100 strommdlng dendsitioks buftic) 2E8 +Q 1l 9%
Sravnini pottu intraepitelidlnich # stromalnich dendritickych busdk v invazivnin tumori ¥
Yukedlrim a fobuidrnim karcinonst po ch :

tumory 8 rysy



Lymlocyty

Srevani podtu intraepitelidinich a swomatnich lymfooytd v imvasivnin turore pied apo
chemoterapii:

NCHY po NEHT
A, P, max. |
inl.msz'lcl.ilh‘ﬂ Tvmfocity EEY] FEX) 710 3L4
€01 intmepric] sl Iy mfoey T8 34 [ EEY
stromilnl iymfecyty 3442393 [ 60478 | 6402613 Sailﬂd
CD 1 stromiln! lymfoeyty 220& 178 | 45£49 13556370 | 41290

Srovakni podtu intrapitelisinich lymfocyth v in sitie komporientd tumor pied a po

chemoterapii {zde pouze maximalnj hodnoty):

in ity
ed NCHY NCHT
e o 321 3428
TD3 intrepilctisal lymioevty | 5%8 | 947

Srovnini poty intraepitelidlnich a stromdlnich lymfocytl v invazivatm timaors s in situ
komponentou nebe bez nipied chemoterapli:

£ insitz komponenlow § bez insits DAY
max FEiT, [y privn.
intrseprtelidint lymfocyty 3£3 22 5%5 £3
CD 3 intnepitelidlal Iymfocyty 3%3 23 T£9 +3
stromiinf venfoeyy 269215 F 45234 [ 356x4N) | 61483
CI 3 stromdln lymibeyty 1582187 § SO&50 | 204177 | 44449
Srovnini poltu intraepiteliéinich a stromé&fnich lymdocytd v i s trumore s én site

komponenton nebo et nf po chemoterapii:

2 in ¢itu kotoponcntou { bez in sity komporerty

T prim. X pram.

intrecpitetifing lymfocyly Sx6 2% 932 45

CL} mtmepilelidlntiymioeyly | 8410 1= 1E16 3xd
strotdind iymfocpty S40254] | 33223 [ NSE664 | TAA1TS
€D 3 sromalnl lymfoeyty Io6E302 30232 | $09+4813 | 492117

Szovndni poStu intragpiteliddnich lynifocyth v sekrdre v lievazivnim fumoriu pied a po
chemoterapii (zds pouze maxinsdln hodnoty):

sekrbea v invaz, fuman

pled NCHT | po NCHT
intrepitehdin Iymboeyty 11236 18+ 25
C2 3 intmepiteliatnl lymsocyty [E3] 11

Srovnint pottu intraepitelidlnich a stromalnich lymfocyhl v invazivniin tusmoru s nekrd)
rebo bez nich pied chemoterapii:

£ relrézou v invie, timonu | bez nedadzy vinvaz, tomoens
max. T
intraepiteliging | ymfe 5+3 EEY) 5* EE
CD3 intmepitelidlnl lymiocyly [FY] FEY] T+ x5
stromdlnt lymieyty 333 +541 FEESL 325 £ 366 524352
CD3 stromalni lymlocyty 228 £ 18% 46 + 50 21834 170 454350
Srovnénd podiu intracpitelifinich a stromlnich lymfocytd v invazivnim fumori s nekirdzni

rebo bez nich pe chemoterapil:

intrzepitelidin lymioeyty 14419 Y TR JE5
{1 €D 3 intruepitelitin vmfocyty PEX] HEY] w17 3x8
2tromalni Tvmfooyty 60639 | IBE4F | 65562 S0E 144

2 neksdzoll v inv. fumoru £ bez rekrdzy v inv, tsmory
ThoX. MAx. Frim

CD'3 stomslnd lymfocyty 3284382 | 36=29 | 37317 41197

Srovndni pobta itefiélnich a stromalnich lymfocyth v ivagivibn fusmars v dutiln
a lobulérndim karcinoma pied chemoterapil®:

duktélnd korsinom 3 Jobuliimt keselnem
i | peint max. polm.
inuracpstelisin lyméc SE% & 242 &
CD 3 intmepitelidfnfypiocviv { 77 £ 4=7 &
tro; o 350£385 | 57467 25238 | 41433
CD'3 stromaln lymfocyty 231X 193 [ 444451 166 151 | 36 230
- § postu i elidloieh o Anick lymbocytd v invazivied it v duktiind

a lobiuddrnin fearetomn po chemoterapii*:

duictalnt karcinom | lobuldrnd karcinom
MAX, Pl max. palbm
intceepitelistnd lymfaeyty TELL 34 59 [EX1
CL3 3 intrecpitelibinl lymfoevty | 3414 13 5+9 [EX]
stromind frnfoeyty 6612643 1 Go£165 | 5352426 | 17+ 311
CD ¥ stromalnd fymbpeyty 3L IGE (451 3082212 [ 1616
pmth&ﬂkyb;i)-\ﬂm) fumory viveand ivnd mymitnind, acdilk é Jarei LKLY £ Yy

cGinimi § jobulimims a oslalnd vzaendil] jednotly

NK buiiky

Sroviént pocty intreepitelidlnich a stromdlnich NK bungk v tnvagividn dunory pied apo
chemaoterapii:

pred NCHE po NCHT

max.

inbraepitelising NK 00 040 0%¢ Q0
stromélnl NE butky 0x2 040 P 40

8 wu intraepitelizinich NK bundk vmsm; kontgonent® tumoru pred 2 po
p

chemoterapii (zde pouze maximélni bodno!
in sty
A NGIT | po NCHT

MCHAID WK butky | 0% 1 020

Srovnani politu intracpitelilnich a stromdlnich NK bunk v invacivnirm urnori sin it
korponientan neba bet il pied chematerapil;

s insit komponentou § Gz in ity kemponend

08X, pram
inlracpitcliabnt NK butky | 00 LX) 00 | 0%0
sizomdlng NI bufiky EEY) LEY ix2 | 0&0

Srovnani podtu intraepitelidlnich a stromainich NK bungk v luvazivebin fumora 5 in sif
Kkonponentou nebo bet ni po ct apii;
8 in 9ilu ke mentou | bez in ilu komponenty
Max. i, max,

intracpitclidbng MK buitky | 030 00 00 [(E1

stromiint NE buly x4 0x0 PEY] g+0

Srownini podta intracpitelialnich NK bundk v nekrézev mmmﬂﬁn frmor pied & po
chemoterapii {zde poure maximilni hodno

PRed NCHT | po NGHT

intrzepiteliding NI Qx [ E]

Srovadni podtu intraepitelidinich a stromélnich NK bundk v invaziviim fumwre s nekrézani
neba bez nick pited chematerapil:

s nekrdzou vimnz. luwory | bez nekodzy vinvaz, lumor
X, nax.
intraepcielidlnl NK buiky ax0 0x0 ] 049
stromni NK bufiky 0x] Q£ ¥ D&

Stovnini poltu intraepitelidinich a stromdliich NK bundk v mvaumim fumorn s nekedvand
niebo ber nich po chemoterapii:

3 nckndzau v iny. umaru | bez sekndZy v iny. [Umom:
X, prim X, pobmn.
intrecpitelitni MK buiky 020 [ET] 0D DEX)
stromdlal NEK buiiky Y] 0x9 27 Q&0

Srovndnd podtu intraepitelidlnich a Alnich NK bunék » & tumory v dukedlng

a lobulirnim karcinomu pied chemokerapii*:
duktAlnt karcinom

lobd.lém!lu.mmm
max | e ]
intracpitelidtng NK 0xQ ; D0 Q&0 QxQ
sicomilnl NE butiy 0x2 | D&0C Y] [ET

Srovnini podt intraepitelidlnfch a stromalnich NK bun&k v invarivain tanors vduktilnin
a Jobuldrnim kerepoms po chemoterapii*;

Julading kneemnom § lobuldmé karcinom
max. | piim | max.

intracpitelishng NK bullky | G#9 00 o2 00
stromalnl WK by 2%7 [EX] (3} 0x0
*pro tylo tabadky byly vyfazeny tumary ¥iraznd ZIrcadng, redife ¢ knrcinomy, Wmovy § 1YY
dukthlnfmi | lobuldméms a ostatnd v2hendjSi jednolicy




Neutrofilni a eozinofilai granulocyty

Srovisni podn intraepitelidlnich a stromalnich granulocytii v & tumory pied a po
chemoterapi
‘pied NCHE PO HCHT
max. pokm. 3 /max. i
LTI ooty § 3214 156 7 14
inlracple T3l cormatily £ 0F 0%0 1) TE0
steomiinl nowrofily £17 . 1630 BEEE | 4%7
stromalnd somnofify 0+ 0% 27 00

Srovnani podtu intraepitelialnich granulocytl v in situ komponent® tumor pied a po
chemoterapli (zde poure maximaln( hodnoty):

in sihy
[Fea NCHT | po NCHT
intrecpeteliSlal pewtroiily %0 I+
intracpilslibni cozinofily [N Q%

Srovndni podtu i itetidlnich a stromalnich granulocytd v & fizmmoru s in sit
Komporenton nebo bezni pied ch apii:
 in sitw kemponentou § bex in situ komponenty |

T, prim. max,

G
inrepitelidll neuirolily | 0£¢ FET] 315 x5

inimmepiiclln neutrofily [ 1331 SED &1 GEh
| intracpitelifing eozinofily [ 020 EX 0 020
atrgmdln] neutrotily tE 45 4239 E14 FEY)
| Gtmmsiid cozinafily 0 £0 EY] Gx0

inuaepitelifinl eozinolily | Qx0 &0 [FI1 [F3Y)
Stordlal neylrofity EEX] [E3] xS | 518
slromaint coznolly =0 00 [y 020
Srovndni polte i iteligdaich a Alnich granufaeytit » &n itvt feasiori S En sittt
Ko z:a!anntba!mn!po h pii:
2 instlu komponzntat | bez in situ Rompotenty
X, rim, max. | priln
ZED T= * X3
04 0 &+ *
BHIT. L 5% 1E£15 £
T£32 [ 3% %

Srovnini poftu intraspitelidlnich geenwlocytd v nelodre v invazivaim fumoru pied a po

chemoterapii {zde pouze maximélni hodnoty):
nckedza vinvaz, henan

edNCHT ] _poNCHT
i telidlnl poulrolily T 942300 FEY]
intraepiteli&inl eozinalily GxD GED

Srovndnd potty intraepitelidlnich a sromélnich geanulocyth v vagividn fumora § nekrdzani
ebo beg nich pred chemolerapii: )
1 pekydrzou v invaz. hmons | bez nekrozy v invar, fumoru

A prim. X, P,

| _nebo ez nicii po chemoterapis.

Srovadni poftu intracpitetidinich a stromélnich granwloey i v invazivaim tisnora s nekrdzami

2 acknbzon v inv. Tumory | bez nckrdzy v inv, tumom
AN, O, AN,
W lidlnl netatrofily | T2 o &7 1id
inteaepitclidinf cozinofily | 0% D& = [ET]
stromiind ntulrofily +4. 2 3 &34 47
siromélnd couinolily &0 [ES £ G0

Srovndni poltu mt.mplte]léimch astromalnich granuocytit v invaziviinm tusmore v dukadlnin

4 fobuldrim karell pied ch apift:

duktifnd karcinom [ Tobulimf karcinom
max. | prim, | poaw prim.

aepE i nerolily | 224 | 186 | 0=1 | 0%

intmepitetislnd cozinofy | 04 90 } 0 +

steomdlnd vevtrofily 017 | 35 | 64 &

siromdind eozimofily 0% GEQ | Q21 X

Srovnini potiu i itelialnich a strommilnich granulocyth v irevagivntia turmori v dukedl)

a lobtelirntn kareinomu: po chemoterapii*;
Sulaalni barcinom | Jobubimi kercinom.

ncpiE sty | 1x2 | 0% T 03
Inimcpilinl co7ingily | G0 | 0% 0% o
siramlal neutralily 20540 | 343 | 18233 | 3
shwnﬁhllnuwimﬁh' 258 | 0% 5E [

pm tytor ubﬂky byly vytazeny tumory vivezat regresived nndnind, nodiferencovand keroliamy, QImery £ 1ysy

In{md § Jobalimimi 5 ostalni veiendj¥! jednotly

Zimé busky

vaném poétu intracplictiglnich a stromalnich mastocytil v Invativim tumsru pred ape
pled NCHT o NCHT

ax, prim L5t prim.
inimepiclidinl mastocyty 00 90 G2 ax0
siremiln] maslocytly X [EX] 1010 3+

Srovndnd podou intrzepitelidlnich a stromdinich mastocytl v invazivaim tumone s ba siftu
komp toi rebo bey nif pled chemoterapii:

s & situ K mentow | bez in situXon LY
max. j ﬁ_@ MBX. %
%0 EX 240 q£0

5:4 | 11 YY)

Srovnéni pedi intreepitelidlnich a stroméalnich mastoeyth v invazivaim tumora s i sitie
komponentos tebo bez ni po chemoterapii:

3 o situ ki nentou § bez i siv kompanen|
max. . X .
introepileiAlE mastocyty Gx( o0 HER Q&G

somalnl mastooyly jAx1d | 434 &7 | 1&3

Srovndni podiu intmepitelidinich mastocytli v nelrdze v invativaim tumorst pied a po

chemaoterapii {z<ls pouze maximalni hodnoty):
DekTdza v invaz, lumons
gted NCHT | po NCHT

§ inraepiieliginl mastosyty [EX] 00

Srovaini pottuy intraepitelidlnich a stomdlnich mastocytil v invaziviaim tintores neledyami
rtebo bez nich pied chemoterapii: ’

s icksdzou ¥ invaz. (uman: | bz nekrbzy v invez, tumory

intraepitelislnl pastocyty G0 9x0 0xi [EX]

max. piigr T, poim.
i.n):lg!'!c'lidlmma.s vty Q0 [EY) GEQ 00
stromAin| 232 11 326 Ext
Srovndnt poftu intraepitelialnich a stromdinich G vinvaziveiin tumor S nefrozanmi

rebo beg nich po chemoderapii:

s nckrbzon v inv. lumons | bez sekmay v iy, tumorns
. prim max. prom
Trurepiteliding mastocyty | 0@ |° 00 [E¥) 00
stromdlnf nustocyly 9xG | TEI [FEXY) EFY
Srownni poftu intracpitelidinich a strowdlnich 1l v invagivilm turnori v duiddintm

@ lobuldrnim karcinonus pied chemopkrapii*:
cuktilnf Jarcinom i lobubee] karcinom
max.

stromélng mastocyty 57 JES] 54 2+1

11.) P

Srovnini podtu intraepitelidlnich a i v
o fobuldenim kercinomu po chemoterapii®:

Tumora v dufdiln

duktéing karcinom | lobalimd Lateinom
TN, R
waraepuiclidlol mastocyty [ 00 0£0 [EX] Qx5
stromalni mastocyty 1i=11 { 3£3 | 844 32

*pto tyta tabull:y byly vytezeny Wwroary viTazod regn Zmiodng, iedi 4 ke TD0TY § Iysy

acinrd | fobalazmioe 8 ostatal vedentjil jodnotky




Diferenciflnf razpoket
: i

wpenf zéndtlivych ¢lementi ﬁ]ﬂaepitels'élné_a ve slromate

by
v invazivni fumoru pied 2 po terapii:
pled NCHT | po NCHT
intreepaletidinl makrofdey | 3% 10 TE15
Inmepelelit yml GiEZ0 | 8okl
TrlraepHE NI e viotity 3317 SE12
intracpiisliA il sezmoly [ [
Trrsepite A TE I
stromalnd malge ligy £ EE
stromalnl ymfoevty W 8012
stromalal peutrojily 67 8%
stromdlal coznofity 0£0 FEY
stromald masiocyty EET] SER
Srovnd dnik i zén&tlivich el o Jiink a ve

p L
imvagiverin Sumarcs 8 in sl konponenton

nlnepitel iblnl makreligy

sinsiy

itellnd rakrold; E3 1210
intmepite Al lymlocyty 218 K +0
inhgﬁ"ﬂi‘w nulrofily & 6418
intrucpile Il cozimohily T [
irdracpsle hidlnl mastocyty 6218 | &
stromdlni makrofigy 1£1 2+
sizomdind lysmfocyly 935 89+ 9
stromilal neutrofily 3+ 67
sirondlnd cozinofly [FS [FY)
stramalnl masocyTy 3x 3£5
@ i pre Loiho

nebo bez nf pied :hemutempu
4 insit ketnponentou | bez in it kamponcaty

peni zindtlivych elementil intragpiteliding a ve stromatu

EESE]

v mvwm.’m fumori §in silu komponento

EESS

mtzmepitelisbal lmfocyly 21+20 23421
imtsnepwteliing teutrofly 4+ E5 N
intpaepitelislal eozitiofiy [3 [
antraepiteliShl pustonty ik 3k2
stramAln mukroftay KE] 1x
stromuilnd dymlocy 1929 30 13
slromalnd peutrofil! 87 +
stromglnl cozinohily Dl oE]
siromaln masteeyly 16£7 B

S nekrbzou v invaz tumosu nekIGEy ¥ Ve, (unor
intracpitelilnd niakrofgy 815 EX]
intrrepiteliAlnt lymfoeyty Tok3d 12
intrepiteliiint neudrofily 1639 FE3
§ uleliAln cozinolily * Y
intracpitelislng F 2%
stromiinl makrofdgy 2%3 I
stromalnt lymfacyty BEX12 WEE
strmdlof neutofily 2x11 S35
stromilal eozinofily [E11] [E
stromdlnd taatocyTy 3£6 34

3 pekrdzou v iny. kimmory | bez nekeézy v inv, Rumoru

intraepriclidlnd roskroligy 410 Gk [4
intracpitelidlnd fymfocyty S &1 Bok 21
inrsepiteliSlnt neutrofily 2%k 513
inarsepitelidlnt cozinoliy [F3 Ok

i told lnf masioc LET] 3&10
stroman] makyofigy 9£ 1 34
stromain jymfocysy ESL] £
strowding neutrolily L) x
stromiind cozinofily ey =
stromA&h mas| 1% EE

stromiIné neulrofil

strosnilnt ecinnolily

stromiln mastocyly.

*pau by10 Lo By Byl Vyfazeny Sty vytazsd rogfca vl
watetnl vEicntjil fodsotiy

duktdlil kareinon: | bobulfml Lareinom
&x 15 41}
52 & 16 8518
* 7313
4 [t
* 4441
£ )
81£1] 79L9
8+ 73
[Es T£3
727 12£7

imnknd, aulformeioh

r niebo ber nf po chemoterapii:
ety § bez insitu kemporncnty

Srovndn( procentuélatho zastoupend #indtlivych elementi intraepiteliiing a ve stromalu
inverlvning fumoru s nefrdgand hebo bet rich gred cherhoterapii:

Srovnén procentudlntho zastoupeni 2Andilivich elementd) intraepitelifing a ve stromatu ’
v invazivalin fimoris s pekrdzami nebo bex rich po chemoterapii;

Srovnini protentudtaho zastoupeai Zinftfivych elementd intraepiteliding a ve stomata
v invaziviim tumory v dektdlnim a lobulérnim karcipone pied chemoterapii®;

duladdng karcinor | obuldml kereinem

intreceiteliflnt makrofgy dxil 2
Jrur:zEl.r.lmlr:E Iymiocysy EIEST] 92+ [}

Mlchﬁl:ﬂmﬂmhiy 215 iz
intraepitclidlnd cozinofily G 0
Imracpite At moslotvty [ 3&10
stromilnd cuktafigy HED 34
stromAlnd dymfoeyty KWES 822 1G
stromélnl neulzolily G£T £
stromilal eozinafily Q=0 a
stromilnl masloovty x4 [E3
Srovndat procentullniho zastoupeni zéntlivych elementd intraepitelidlng 2 ve stromata

v inyazivaim fumors v duddinim a lobuldrnin karcinonse po chematerapii;

karvinoray, baruory 5 ryvy duktikbats i bobulinlai



	DP 1
	DP 2
	DP 3

