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ABSTRACT

PMEG [9-(2-phosphonomethoxyethyl)guanine] and PMEDAP [9-phosphonomethoxy-
ethyl)-2,6-diaminopurine] are acyclic nucleoside phosphonates possessing cytotoxic
properties. Antiproliferative effect of PMEG was demonstrated in various tumor cell lines in
vitro. PMEG also represents an active component of some experimental prodrugs with
enhanced selectivity and efficacy (such as GS-9219). PMEDAP seems to have weaker effect
in vitro compared to PMEG, however it exhibited pronounced antitumor effect in SD-rats
with spontaneous lymphoma. Therefore it was included in the present study as well. The aim
of this study was to describe the interactions of PMEG and PMEDAP with p38 MAP kinase
signaling and its relationship to the apoptosis. We investigated the influence of these
compounds on the expression of four genes encoding p38 MAPK isoforms and whether this
change is translated into the protein. It was found that PMEG up-regulates p38f3 and y mRNA
in CCRF-CEM cells and p38 B and 6 in HL-60 cells. The effect of PMEDAP was less
pronounced than that of PMEG. However, total p38 protein level remained unaffected by
PMEG and PMEDAP. Activation of p38 MAPK cascade was also measured in the cells
exposed to these agents using phospho-specific antibodies. We found that neither PMEG nor
PMEDAP activated p38 kinase signaling pathway and the effect was independent of the cell
line used. Next we evaluated apoptotic effects of PMEG a PMEDAP by monitoring PARP a
caspase 3 cleavage. Apoptosis induction by the compounds was found to be concentration-
dependent. The apoptotic effect was stronger in the case of PMEG, which is consistent with
its higher antiproliferative potency. Finally, cells were pretreated with specific inhibitor of
p38 MAPK SB203580 prior to PMEG or PMEDAP treatments and the effect of the inhibitor
on apoptosis was followed. It turned out that inhibition of p38 MAPK pathway cannot
completely reverse PMEG/PMEDAP-induced apoptosis but it is able to reduce its extent.
These findings suggest that p38 kinase might play a role in the apoptotic effects of PMEG and
PMEDAP. (In Czech)
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therapy



ABSTRAKT

PMEG [9-(2-fosfonometoxyetyl)guanin] a PMEDAP [9-(fosfonometoxyetyl)-2,6-
diaminopurin] jsou acyklické nukleosidfosfonaty se zvyraznénym cytotoxickym ucinkem.
Antiprolifera¢ni aktivita latky PMEG byla demonstrovéna in vifro na fad€ nadorovych
bunéénych linii. PMEG je také ucinnou latkou nékolika experimentalnich proléciv
vynikajicich selektivitou a vybornym protinddorovym ucinkem (napi. GS-9219). PMEDAP
v in vitro experimentech sice nedosahuje u¢innosti PMEG, prokazal vSak silny protinadorovy
uc¢inek na modelu SD-potkanii se spontannimi lymfomy, proto byl rovnéz zafazen do této
studie. Cilem prace bylo na modelu bunéénych linii CCRF-CEM a HL-60 popsat interakce
PMEG a PMEDAP s p38-MAP-kinasovou signalizaci a jeji vztah k apoptose. Byl zkouman
vliv téchto latek na expresi genti kddujicich ctyfi isoformy p38-MAPK a déle zda se tato
zména projevi na urovni proteinu. Bylo zjiSténo, Zze PMEG zvySuje expresi mRNA pro p38p,
vy vbunééné linii CCRF-CEM a isoforem B, 6 v bunécéné linii HL-60, efekt PMEDAP je
v porovnani s PMEG slabsi. Celkové mnozstvi proteinu pro p38 vSak nebylo uc¢inkem PMEG
a PMEDAP ovlivnéno. Dale byl sledovan vliv PMEG a PMEDAP na aktivaci p38-kinasové
drahy pomoci protilatky proti fosforylované formé p38. Bylo zjisténo, Ze ani jedna z latek
kinasovou drahu neaktivuje. Vysledky se neliSily ani v zavislosti na pouzité bunécné linii.
Nasledné byly hodnoceny apoptotické uc¢inky PMEG a PMEDAP sledovanim aktivace PARP
a exekutivni kaspasy 3. Indukce apoptosy byla koncentracné zavisla a apoptoticky tc¢inek
PMEG byl silngjsi nez efekt PMEDAP. Posledni ¢asti prace byla koinkubace bunék se
specifickym inhibitorem p38-kinasy SB203580 a PMEG nebo PMEDAP a byl sledovan vliv
inhibitoru na rozsah apoptosy. Bylo zjisténo, ze apoptosu nelze inhibitorem p38-MAPK zcela
zablokovat, ale lze snizit jeji rozsah. To naznacuje, ze apoptosa indukovand PMEG a

PMEDAP by mohla byt z¢asti spojend s aktivaci p38-kinasové drahy.

Klicova slova: acyklické nukleosidfosfonaty, MAP-kinasy; p38-kinasa; apoptosa,

protinadorova terapie
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1. UVOD

Analogy slozek nukleovych kyselin (nukleosidi / nukleotidll) pfedstavuji skupinu
klinicky vyznamnych chemoterapeutik virovych infekei a nddorovych onemocnéni. Zavedeni
latek nukleosidové povahy do terapie znamenalo ve své dobé zdsadni posun naptiklad v 1écbé
herpetickych infekci — acyklovir (1982) [1], o néco pozdéji byl schvalen azidothymidin (AZT,
1985) pro 1écbu pacientli infikovanych virem HIV. Nukleosidové analogy byly téz mezi
prvnimi latkami, které byly jiZ na pocatku 60. let pouzity k lécbé zhoubnych néadort.
Postupem casu se tato skupina latek rozrostla a dnes zahrnuje celou fadu purinovych a
pyrimidinovych derivat, aktivnich jak v 1écb€ solidnich nddord, tak hematologickych
malignit.

Spoluprace Prof. Antonina Holého (Ustav organické chemie a biochemie Akademie véd
UOCHB, Praha) a Erika De Clercqa (Rega Institute for Medical Research, K. U. Leuven,
Belgie) vedla pied tficeti lety k objeveni malé série acyklickych nukleosidovych analogii typu
DHPA [(S)-9(2,3-dihydroxypropyl)adenin] a pozdéjsimu rozvoji velkého poctu dalSich
nukleotidovych analogti, acyklickych nukleosidfosfonati (ANP) typu HPMPA [(S)-9-(3-
hydroxy-2-fosfonometoxypropyl)adenin]. Tyto latky se staly vyznamnymi protivirovymi
lécivy — DHPA se naptiklad stala slozkou Duviragelu®, popularniho 1éku proti opartim [2].
V neposledni fad¢ tyto dil¢i uspéchy poslouzily jako ukazatel sméru pro vyvoj dalSich
generaci antivirotik strukturniho typu acyklickych nukleosidfosfonati. Tento vyzkum byl
neobycejné plodny a vedl k patentovani a komercionalizaci nékolika dalSich preparatt, jejichz
hlavni vyuziti je v 1é¢bé hepatitidy typu B a v supresivni 1é€bé HIV-pozitivnich pacientt jako
soucast kombinovanych preparati.

Nukleosidové/nukleotidové analogy maji charakter antimetaboliti a jejich hlavnim
zasahovym mistem v bunice je proces replikace nukleovych kyselin. Protiviroveé u¢inné latky
se vyznacuji veétsi afinitou k virovym polymerasam (napf. reverzni transkriptase), zatimco
bunééné replikativni polymerasy neovliviiuji vilbec nebo jen minimalné. Analogy, které
vyraznéji interferuji s bunéénymi polymerasami, jsou ve svém dusledku cytotoxické a pro
protivirovou terapii se nehodi. Jsou vSak dobie vyuzitelné jako protinddorova 1éCiva. Ze
skupiny ANP se cytotoxickym tc¢inkem vyznacuji zejména guaninovy derivat PMEG [9-(2-
fosfonometoxyetyl)guanin] a strukturné podobny diaminopurinovy derivat PMEDAP [9-

(fosfonometoxyetyl)-2,6-diaminopurin], jez jsou také predmétem piedkladané diplomové



prace. NaSi snahou bylo pfispét k objasnéni mechanismu ucinku cytostaticky uc¢innych
acyklickych nukleotida. Jelikoz interakce téchto latek s bunéénymi polymerasami jsou jiz
dobfe znamy, prace byla zaméfena na proapoptotickou bunéfnou signalizaci
zprosttedkovanou MAP-kinasou p38. Teoreticky pifehled zahrnuje jak cast vénovanou
struktufe, metabolismu a biologické aktivit¢ ANP, tak cast zabyvajici se MAP-kinasovou

signalizaci a jejim vztahem k apoptose a protinadorové terapii.



2. PREHLED O SOUCASNEM STAVU PROBLEMATIKY

2.1. Acyklické nukleosidfosfonaty (ANP)

2.1.1. Struktura

V 80. letech byly aktivity fady védct cileny na design a syntézu katabolicky stabilnich,
isopolarnich, popiipad¢ isosterickych nukleotidovych analogi. Jelikoz polarni povaha
nukleotidii zamezuje jejich vniknuti do bunky, isopolarni analogy byly vyvijeny tak, aby atom
kysliku byl pfemistén k nejblizSimu sousednimu atomu o-uhliku. Fosfoesterova skupina
=P-O-C- byla ptetransformovéna na isomerni fosfonometyleter =P-C-O-. V této dob¢ byl téz
identifikovan prototyp acyklickych nukleosidovych fosfonath (S)-HPMPA. (S)-HPMPA,
s Sirokym spektrem protivirové aktivity, je predstavovan jako hybrid mezi (S§)-DHPA (latka se
slabou aktivitou proti DNA a RNA virtim) a fosfonoacetylovou kyselinou (PAA, predchiidce
protivirovych latek fosfonoacetylovych kyselin). Vznikd tedy spojenim PAA s DHPA a
piremisténim karboxylové skupiny [3].

Fosfonometoxyskupina, kterd je jednim charakteristickych strukturnich znakd ANP, je
pfipojena esterovou vazbou pies alifaticky fetézec k heterocyklické bazi (typicky adenin,
guanin, cytosin nebo diaminopurin). P-C vazba fosfonometoxyskupiny neni Stépena
bunéénymi hydrolasami, odolava esterasam a dal$im katabolickym enzymuim.

Vzhledem k pfitomnosti chirdlniho centra na uhliku acyklického fetézce (na obr. 1
oznaceno hvézdickou), je umoznéna existence dvou konfiguraci, R a S. Biologicka aktivita

ANP je typicky striktné enantiospecifickd tj. je vdzana pouze na jeden z téchto dvou

stereoizomeru.
R,
R,
O
{_on
O\/ \
OH

Obr. 1. Obecny strukturni vzorec acyklickych nukleosidfosfonatti. Ry — heterocyklicka baze
(adenin, guanin, cytosin, diaminopurin), R, -CH; (PMP-tada), -CH,OH (HPMP-tada), -H
(PME-tada).



2.1.2. Metabolismus a biologicka aktivita

Intracelularni fosforylace je jednou z velmi dilezitych metabolickych cest ANP, protozZe
jen fosforylované formy jsou terapeuticky aktivni. Acyklické nukleosidfosfonaty na rozdil od
klasickych nukleosidovych analogtl jiz obsahuji fosfat napodobujici skupinu, proto obchdzeji
které zajiStuji nukleosidmonofosfatkinasy (GMP-kinasa nebo AMP-kinasa) a nukleosid-
difosfatkinasy, enzymy pievdzné cytosolické, ale i mitochondridlni lokalizace. Vysledkem
postupné fosforylace ANP je monofosfat (ANPp) a difosfat (ANPpp) piedstavujici analogy
di- a tri-fosfatt [4].

ANPpp funguji jako kompetitivni inhibitory nebo alternativni substraty virovych enzymi
(napt. DNA-polymerasa HSV-1, DNA-polymerasa CMV a reverzni transkriptasa HIV-1)
a nebo bunécnych DNA-polymeras (DNA-polymerasa a, B, v, €). Selektivitu vii¢i jednotlivym
enzymum urcuje charakter baze, pficemz nejvétsi inhibi¢ni potencidl maji guaninové derivaty
[4]. Afinita ANPpp k bunéénym nebo virovym polymerasam podmiiiuje jejich protinddorovy
resp. protivirovy u€inek. ANPpp jsou nejen inhibitory, ale také substraty DNA polymeras a
reverznich transkriptas. To znamend, Ze mohou byt inkorporovany do DNA béhem jeji
replikace nebo opravy, coz vede k terminaci syntézy DNA. V pfipad¢ absence 3’-OH skupiny
v molekule latky jako je tomu naptiklad u latek PMEA nebo (R)-PMPA postaci k ukonceni
syntézy DNA inkorporace jediné molekuly ANPpp (tzv. obligatni terminatory). U latek typu
HPMPC mimikujicich 3’-OH je k ukonc¢eni replikace zapotiebi inkorporace alesponi dvou

blokt ANPpp v fad¢€ za sebou, kdy pokraCovani syntézy DNA zabrani prostorové diivody.

2.1.2.1. Analogy s protivirovou aktivitou

Od acyklického nukleosidu (S)-HPMPA byly odvozeny tfi slouceniny, které byly
schvaleny pro celosvétové klinické vyuziti:

- HPMPC [(S)-1-(3-hydroxy-2-fosfonometoxypropyl)cytosin] - cidofovir (Vistide®),
slouzici pro lécbu zanétu sitnice vyvolanou cytomegalovirem (CMV) u pacientl
s AIDS, pro 1é¢bu polyoma-, papilloma-, adeno-, herpes- a poxvirovych infekci

- PMEA [9-(2-fosfonometoxyetyl)adenin] - adefovir (ve formé oralniho proléciva —
adefovirdipivoxil (Hepsera™)), uzivany pro 1é¢bu chronické HBV infekce

- PMPA [(R)-9-(2-fosfonometoxypropyl)adenin] - tenofovir (ve formé ordlniho

proléCiva - tenofovirdisoproxilfumarat (Viread™)), 1é&ivo proti HIV infekcim
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(AIDS) [3]. V nedavné dobé byl tento preparat schvalen téz pro 1écbu hepatitidy B. Je
také soucasti kombinovanych ptipravkt Truvada® a Atripla®.

Podle spektra protivirové aktivity je mozné ANP rozdélit do dvou skupin: HPMP
derivaty, reprezentovany (S)-HPMPC, jsou aktivni proti riznym typim DNA virti (polyoma-,
papilloma-, adeno-, herpes- a poxviry). Druhou skupinou jsou derivaty PME- a PMP- fady,
reprezentovany latkami PMEA a (R)-PMPA, primarné¢ aktivni proti hepadnavirim a

retrovirum.

2.1.2.2. Analogy s protinadorovou aktivitou

Na rozdil od protivirové terapie, ve které ANP slavi jiz mnoho let ¢etné komercni
uspéchy, na uvedeni protinadorové ucinnych léCiv z této skupiny do praxe se stale ceka.
Informaci o mechanismech protinddorové aktivity ANP je mnohem méné nez v piipadé
protivirovych ucinkl téchto latek, v poslednich letech vSak byly i v této oblasti dosaZeny
znacné pokroky a stale zde probiha intenzivni vyzkum.

Zajimavé je, ze prestoze cidofovir a adefovir jsou primarné aktivni jako protivirova
lé¢iva, byl u nich prokdzan i urcity protinadorovy potencial. Ukazuje se tak, ze Uplna
disociace protivirovych a protinadorovych Uc¢inki je spi§ vzacna a zélezi na tom, ktery efekt
prevladne. Bylo prokézano, ze adefovir (PMEA) je silnym induktorem diferenciace
v n€kolika nddorovych bunéénych liniich in vitro, napt. v bunkach erytrocytarni leukemie
K562 a lidské myeloidni leukemie HL-60 [5]. PMEA vyvolava téz diferenciaci
v choriokarcinomech z krysich bunék RCHO in vivo [6] a pisobi proti ristu nosohltanového
karcinomu (NPC) ve $tépu z tkané laboratorni nah¢é mysi [7]. Nejsiln€jSim inhibitorem ristu
NPC, navozujicim apoptosu je vSak cidofovir. JelikoZ je cidofovir Sirokospektralni latka proti
DNA-virim, zda se byt zvlasté¢ vhodnym chemoterapeutikem u nadori pficinné souvisejicich
s papilomavirovou infekci. Velice nadéjné vysledky byly zatim dosazeny na fadé zivociSnych
modeld. Mezi tyto modely patii napt. nahé mysi, jimz jsou implantovany §tépy (xenografty)
z lidského cervikalniho karcinomu vyvolaného HPV [8], dale potkani model, u nc¢hoz
polyomavirus vyvolava hemangiomy [9] a model nahé mysi, u kterého fibroblastovy riistovy
faktor FGF-2 vyvolavad hemangiosarkomy [10]. Inhibi¢ni efekt cidofoviru na rist téchto
nadorti mize byt nasledkem vyvolané apoptosy (stejné tak i u NPC §téptr).

Mezi cytotoxické analogy s vyrazné vétSim protinddorovym potencidlem patii PMEG [9-
(2-fosfonometoxyetyl)guanin] a PMEDAP [9-(fosfonometoxyetyl)-2,6 diaminopurin]. 1 u

nich vSak nachazime pomérné vyrazné protivirové ucinky. Latka PMEDAP se jak strukturné,
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tak svou biologickou aktivitou nejvice podoba litce PMEA. Obé& dvé jsou inhibitory
retrovirové replikace in vitro [virus lidského imunodeficitu (HIV-1 a HIV-2), virus opiciho
imunodeficitu (SIV), Moloneyho virus mysiho sarkomu (MSV), virus ko¢i¢iho imunodeficitu
(FIV)] [11]. Kromé¢ retrovirti jsou také in vitro a in vivo inhibitory Sirokého spektra
herpesvirt. Latka PMEDAP podana oralné méla napt. vysokou G¢innost u mysi infikovanych
Moloneyho virem mysi leukemie (MLV), Friendovym leukemickym virem (FLV) i mySim
cytomegalovirem (MCMV) [12]. ZvySeny protivirovy efekt si lze udrzet nepravidelnym
davkovanim. Ackoliv ma PMEDAP vynikajici protivirové parametry, diky své cytotoxicité
nebyl v této aplikaci dale sledovan v preklinické fazi farmaceutického vyzkumu. Pro PMEG
bylo zjisténo, Ze potlacuje papilomavirovou infekci u kralika a téz u mysi infikovanych
lidskym papilomavirem HPV-11 (xenografty z kondylomat) [13]. Dale bylo testovano velké
mnozstvi 2‘-substituovanych analogi PMEG proti herpes simplex viru (HSV) a viru HIV.
Jejich Gcinnost zavisi na charakteru substituentu, eventualné na absolutni konfiguraci ve 2°
poloze PMEG. Ukazalo se, Ze tyto slouceniny maji obecn¢ vétsi ucinnost proti HIV nez HSV
[14]. Podobné jako PMEDAP, i latka PMEG byla diky své bunécné toxicité vyloucena z
vyzkumu jako protivirové [éCivo. V porovnani s latkou PMEDAP vykazuje mensi
protivirovou aktivitu, ma vSak vyraznéj$i cytostatickou uc€innost. Diky tomu se PMEG stal
piedlohou né¢kolika typii proléCiv s cilem vyvinout ucinné chemoterapeutikum specificky
zasahujici nadorové bunky pfi minimalni toxicité pro zdravou tkan (viz. kapitola 2.1.2.2.1).

Antiproliferacni aktivita laitky PMEG byla demonstrovana in vitro na lidskych
leukemickych buiikéch, i bunéénych liniich odvozenych od solidnich tumord. Stejné tak
in vivo ve dvou typech mySim transplantovanych tumorti - P388 lymfocytické leukemie a B16
melanomu [15]. Cytostaticky efekt byl prokazan u bunécnych linii lidské erytrocytarni
leukemie K562 a mysi leukemie L1210 [16]. U linie K562 a choriokarcinomu z RCHO bunék
byla pozorovan také indukce diferenciace [16]. Efekt PMEG a PMEDAP na bunécny cyklus a
jejich schopnost vyvolat apoptosu byl sledovan ve velkém poctu nadorovych bunécnych linii,
jako je napt. MOLT-4, HL-60, ML-1 nebo CEM [17]. Experimenty na téchto liniich ukazaly,
ze zmény bunécného riistu jsou pii pouziti nizkych koncentraci analogli reversibilni. Pouzitim
vysSich koncentraci dochazi k indukei apoptosy v disledku zastavy bunééného cyklu v S-fazi.
V souhrnu vysledky téchto studii ukdzaly, Ze latka PMEG ma nejvétsi cytostaticky efekt
z fosfonometoxyalkylpurint.

Rovnéz latka PMEDAP inhibuje DNA syntézu a rast L1210 mySich leukemickych bunék
in vitro [18]. PfestoZe jeji antiproliferacni efekt v in vitro experimentech nedosahuje ti€innosti

PMEG, zda se byt ucinnéjsi v podminkach in vivo. Vyraznd protinddorova aktivita byla
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prokazana u lymfoblastické leukemie Sprague-Dawley (SD) potkanti [19] a byla téz detailné
studovana na modelu spontdnnich T-bunéénych lymfoma SD potkani. Pokles vahy lymfomu
béhem podavani PMEDAP byl doprovazen potlacenim mitotické aktivity neoplastickych
bun¢k a vzristem chromatinové kondenzace, stejné tak vzrostla i jadernd fragmentace. Tyto
vysledky jasné ukazuji, Ze aplikace PMEDAP vyvolava apoptosu bun€k rostouciho lymfomu
in vivo [20].

Vysledky in vitro studii ukazaly, ze PMEGpp jako analog dGTP (dATP) efektivné
kompetuje s pfirozenym substratem pii inkorporaci do DNA fetézce. Bylo téz zjisténo, Ze
PMEGpp inhibuje krysi polymerasy a a € a lidské DNA-polymerasy a a 0, s naslednou
inhibici syntézy DNA v bunce [21]. Dalsi studie prokazaly, ze zékladem cytostatické aktivity
analogu PMEDAPpp je silnd inhibice polymerasy o6 [22]. Oba tyto acyklické
nukleosidfosfonaty mohou mit také funkci fetézcovych termindtorti. Diky chybéjici 3°-OH

skuping se riist DNA fetézce ukonci.

2.1.2.2.1. Proléciva PMEG

Uvazuje se, ze relativné nizsi ucinnost PMEG (proti PMEDAP) v in vivo podminkach
mize byt zpisobena nizsi biologickou dostupnosti PMEG. Tuto zdanlivou nevyhodu je
ovSem mozné elegantn¢ vyfteSit piipravou vhodnych proléCiv - neaktivni prekurzori,
ze kterych vznikd uCinné latka teprve metabolickymi pochody v organismu. V pravém slova
smyslu je uz samotnd litka PMEG prolé¢ivem, nebot’ jeji aktivni slozkou je teprve
fosforylovana forma PMEGpp. Vzhledem k polarit¢ PMEG je vSak zna¢né limitovan priichod
latky bunéénymi membranami. Problémem je i zna¢na toxicita (zvlast¢ pro bunky ledvin,
kterymi je latka vyluCovéana). ZvySeni prostupnosti do bunék a selektivity u¢inku je jednim

z hlavnich divodi piipravy proléciv latky PMEG.

Cpr-PMEDAP:

9-(2-fosfonometoxyetyl)-N’-cyklopropyl-2,6-diaminopurin(cpr-PMEDAP)  je acyklicky
nukleotidovy analog PME série obsahujici cyklopropylovy substituent na N6 pozici 2,6-
diaminopurinové (DAP) baze [23]. Experimenty in vifro na bunéénych liniich a jejich
bunéénych  extraktech  prokazaly, ze cpr-PMEDAP je deaminovan pomoci
N°-metyl-AMP aminohydrolasy na latku PMEG [24], kter4 je dale fosforylovana na aktivni
metabolity PMEGp a PMEGpp — narozdil od latky PMEDAP, kterd neni deaminovana, ale
piimo fosforylovana na PMEDAPp a PMEDAPpp. Diky pomalejsi transformaci zarucuje cpr-
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PMEDAP optimalni antiproliferani uc¢inek. V porovnani se samotnou latkou PMEDAP je
pochopitelné mnohem u¢inngjsi, nebot” je ekvivalentni latce PMEG. Mezi bunécné nadorové
linie, kde byla latka cpr-PMEDAP srovnatelnym induktorem diferenciace jako PMEG, patii
napt. lidska erytroleukemie K562, mysi leukemie L1210 a potkani choriokarcinom

RCHO [25].

GS-9191:

GS-9191 (L-fenylalanin, ~ N,N-[[[2-[2-amino-6-(cyklopropylamino)-9H-purin-9-
ylletoxy]metyl]fosfinyliden]bis-, bis(2-metylpropyl)ester) je dvojité prolécivo nukleotidového
analogu PMEG, zacilené na terapii lidskych genitalnich papilomavirt — ptiivodctim genitalnich
bradavic a zmén na sliznici délozniho hrdla [26]. GS-9191 je aplikovan lokalné piimo do
zasazené¢ tkané, coz zvEtSuje jeji UCinnost, zatimco se snizuje toxicita. GS-9191 je
metabolizovan intracelularné na cpr-PMEDAP a nésledné deaminovan na PMEG. Na svijj
difosfatovy analog je pfeménovan v epitelidlni vrstvé. Antiproliferacni Uc¢inky tohoto
prolé¢iva byly testovany v sériich HPV-transformovanych bunéénych linii, metabolismus a
mechanismus plsobeni byly potvrzeny in vitro. Vysledky vyzkumu ukdazaly, ze GS-9191 je
mnohem silngj8i inhibitor DNA polymeras a, 6 a € v HPV sérii pozitivnich bunéénych linii
nez PMEG a cpr-MEDAP [26]. Piedpoklada se tedy, Ze tato latka plisobi jako prolécivo
PMEG pouzitelné pii1 HPV infekci.

GS-9219:

GS-9219 (dietyl-N,N°*-[({2-[2-amino-6-(cyklopropylamino)-9H-purin-9-yl]etoxy} metyl)
fosfonyl]di-L-alaninat) je dvojité prolé¢ivo PMEG vytvofené jako cytotoxickd latka
prednostné piisobici v lymfocytech [27]. N°-cyklopropyl modifikace PMEG zpiisobuje lepsi
rozpustnost ve vodé. Bisfosforamidatova modifikace neutralizuje negativni fosfatové naboje
PMEG, proto GS-9219 prochazi membranou rychleji nez latka PMEG. V lymfocytech jsou
pak fosforamidatové skupiny hydrolyzovéany katepsinem A na prvni metabolit cpr-PMEDAP,
déle nasleduje deaminace na PMEG a fosforylace na PMEGpp, ktery plisobi cytotoxicky
v délicich se bunkach diky inhibici bunéénych DNA-polymeras [28]. Aktivni forma lé€iva
selektivné pretrvava v perifernich krevnich mononuklearnich bunikdch. Hlavni indikaci GS-
9219 je Non-Hodgkintiv lymfom (NHL). Protinadorova u¢innost GS-9219 byla prokdzana na
modelu péti psh, ktefi méli NHL v pokrocilém stadiu - latka GS-9219 byla dobfe tolerovana a
vykézala zna¢nou aktivitu. Tato studie poskytla podklad pro pravé probihajici klinické studie

s lidskymi pacienty s NHL [29]. Kategorie NHL zahrnuje téz chronickou lymfocytovou
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leukemii (CLL) vznikajici z B-buné¢k. U této formy leukemie byla prokdzana inhibice
opravnych mechanismti DNA CLL bun¢k latkou GS-9219 a schopnost stimulace signalni
cesty pro indukci apoptosy.

2.2. p38-MAP-kinasova signalizace

Nadrodina mitogeny-aktivovanych proteinkinas (MAP-kinas, MAPK) zahrnuje
tf1 serin/threonin kinasové kaskady regulujici bunécnou proliferaci, bunéény cyklus, déleni a
bunécné preziti. ERK (extracellular signal-regulated-kinase) kinasova draha zprostfedkovava
bunécnou odpoveéd’ na rastové faktory a jiné mitogenni podnéty (cytokiny, virové infekce a
karcinogeny) ve smyslu podpory bunétné proliferace a omezeni bunééné smrti. Dalsi dvé
drahy, JNK (c-Jun NH2-terminal kinase) a p38-MAPK jsou typicky aktivovany stresovymi
podnéty (osmoticky nebo tepelny Sok, hyperosmolarita, prudka radiace) a podileji se na
vzniku zanétu a programované bunééné smrti [30].

MAP-kinasy ptedstavuji atraktivni cil a pfedmét intenzivniho vyzkumu farmaceutickych
firem, zaméfeného na hledani molekul inhibujicich MAP-kinasy. Inhibitory p38 jsou
naptiklad vyvijeny a testovany jako l1é€iva zanétlivych onemocnéni. V posledni dobé ale také
nariistd mnozstvi studii ukazujicich, ze aktivace p38-MAP-kinasy je nezbytna pro usmrceni
nadorovych bun€k plsobenim nejriznéjSich protinadorovych latek. Signalni drdha MAP-
kinasy p38 se proto stdva novym cilovym mistem terapeutického zdsahu proti nadorovému

bujeni.

2.2.1. Isoformy a tkanova distribuce p38-MAP-kinas

p38-kinasova drdha (SAPK, p40, RK, CSBP, HOG1) byla poprvé popsand v roce 1994
[31] a nachéazi se v jadie a cytoplazmé aktivovanych bunék. MAP-kinasovd rodina p38
se zahrnuje Ctyii isoformy, p38a, p38pB, p38y, p389, které sdileji charakteristické strukturni
prvky. Nejlépe popsanou isoformou je p38a (MAPK14, SAPK2a), ktera je fyziologicky
nejvyznamngj$i v odpovédich na zanéty. Reguluje diferenciaci a proliferaci v riznych
bunécnych typech, napt. v myocytech, kardiomyocytech, neuronech a adipocytech. Ukazalo
se, ze hraje svou roli téZ v embryonalnim vyvoji - v placentalni organogenesi [32]. p38a je
podobné jako p38B (MAPK11, SAPK2b) exprimovana ve vétSin€ tkani a ty kinasy jsou ze
73% homologni [33]. P38y (MAPK12, SAPK3, ERK6) a p385 (MAPKI13, SAPK4) jsou

vzajemné¢ a sisoformami p38a a p38B identické na 60%. S ostatnimi Cleny
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MAP-kinasové rodiny pak p38-kinasy sdileji 40-45% identitu [34]. p38y je exprimovana
v kosternich svalech, kardiomyocytech a v malignich bunécnych liniich. Expresi p386
nachazime ve varlatech, pankreatu, tenkém stfeve, ve slindch, podvésku mozkovém a §titné
zlaze. Spole¢nym znakem p38a a p38P je citlivost vii€i pyrimidylovym inhibitorim, zatimco

p38y a p38d jimi nejsou inhibovany.

2.2.2. Aktivace a deaktivace p38-MAP-kinasové drahy

p38-kinasa obsahuje dvé domény oddélené hlubokou katalytickou mezerou, kam se vazi
substraty. Amino-termindlni doména tak tvoii aktivacni fosforyla¢ni misto — Thr-X-Tyr
motiv, kde X je pro p38 kinasy Gly (Glu pro ERKasy, Pro pro JNK kinasy) [35].
Mechanismus aktivace p38 spociva v dudlni fosforylaci Thr-180 a Tyr-182 pomoci MAP-
kinaskinas (MAPKK). V odpovédi na extracelularni stimuly se odstartuje sled fosforylacnich
reakci. Na pocatku stoji aktivace MAPKKK, kterd nasledné aktivuje MAPKK pokracujici
aktivaci MAPK (horni sled fosforylacnich reakci). Tyto MAP-kinasy pak aktivuji rizné
substraty, jako jsou napft. transkripéni faktory, dalsi kinasy a cytosolické proteiny (dolni sled
fosforylacnich reakci).

Za specifické aktivatory p38-kinas se povazuji dvé MAPKK — MAPKK3 (oznacovana
jako MAP2K3) a MAPKK®6 (oznafovand jako MAP2K6). Zatimco MAP2K6 je spoleénym
aktivatorem vSech isoforem p38, MAP2K3 neni schopna aktivovat p38f, 1kdyZ je mezi
témito MAPKK 80% homologie [36]. MAPKK4 (horni sled reakci JNK rodiny) slouZi jako
aktivator p38a a p38d ve specifickych buiikdch. Tyto udaje ukazuji, Ze aktivace isoforem p38
muize byt specificky kontrolovana rozdilnymi regulatory a spole¢né aktivovand rGznymi

kombinacemi reguldtord horniho sledu fosforyla¢nich reakci.

2.2.2.1. Horni sled fosforyla¢nich reakei

Existuje mnoho cest, jak aktivovat p38-MAP-kinasy. Jednou z nich je nezavisly aktivacni
mechanismus zprosttedkovany MAPKK — TABI1 [transforming growth factor-f (TGF-f )-
activated protein kinase 1 (TAK)-binding protein]. Aktivace p38 je dosaZena autofosforylaci
p38a po interakci s TAB1 [34].

Dalsi aktiva¢ni mechanismus je zprostitedkovany pomoci TRAF (tumor necrosis factor
receptor (TNFR)-associated factor). TRAF je rodina Sesti cytoplasmatickych adaptorovych

proteinl tvoficich cytokinovou signalizaci. Jeden z €lent této rodiny TRAF2 interaguje
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s ASK1 (apoptosis signal-regulating kinase-1), kterd fosforylaci aktivuje MAP2K3,
MAP2K6, ale i MAP2K4. Dalsi moznou aktivaci ASK1 je pies Fas ligand (transmembranovy
protein patfici do rodiny TNF) aktivujici DAXX (a death-domain-associated protein), ktery je
stresovym podnétem premistén z jadra do cytoplasmy, kde reaguje s ASK1 [36].

Dalsim z aktivatort je téZ skupina proteini nazyvand GADD (growth arrest and DNA
damage-inducible). GADD jsou genové produkty vyvolané stresem, jako je napt. UV zéfeni,
chemické karcinogeny, osmoticky stres nebo hladovéni. Hraji vyznamnou roli v procesech
adaptace na stres zahrnujicich kontrolu riistu, genomovou stabilitu, opravu DNA a apoptosu.
Do této skupiny patiti GADDA45, ktery vaze MEKK4 (také oznacovanou jako MTKI) [37].
Tato vazba vede ke zvétSeni aktivity MAPKK4 a nasledné k aktivaci p38.

Receptory sprazené s G-proteiny mohou téz aktivovat p38-MAP-kinasovou cestu
pfes CDC42 a RACI guanin-nukleotidové proteiny vazici GTP. Tyto proteiny existuji
ve dvou formach — inaktivni GDP a GTP aktivni forma. Aktivni forma evokuje interakci
MLKI1, ktera odstartuje fosforylaci MAP2K4. CDC42 a RACI1 se podili na regulaci
MAP-kinas vazbou PAK (P2I-activated kinases) [38]. Sled fosforyla¢nich reakci je

pro piehlednost popsan na obr. 2.

@ TAK1 ASK1 MLE1 MEKE4

@ MAPIKS  MAPIK3 MAPKZES
D =
cile protein kinasy transkripéni faktory

Obr. 2. Schéma p38-MAP-kinasové signdlni drahy.

2.2.2.2. Dolni sled fosforyla¢nich reakci

Aktivované p38-kinasy reguluji aktivaci tfady substrath — dal§i proteinkinasy a
transkripéni faktory. Prvnim identifikovanym p38a substratem byla Ser/Thr-proteinkinasa
MAPKAP K2 (MAP kinase-activated protein kinase 2). Spolu s piibuznym substratem

17



MAPKAP K3 fosforyluji maly heat shock protein HSP27, tyrosinhydroxylasu a LSP1
(lymfocytarni  specificky protein). 20-30% identitu sdili se substrdtem PRAK
(p38-regulated/activated protein kinase), jehoz kinasova aktivita je regulovana p38a a p38p
fosforylaci na Thr182 [39]. Po fosforylaci téz aktivuje protein HSP27. DalSim kinasovym
substratem p38 isoforem je MNKI1 (MAP kinase-interacting kinase), ktery fosforyluje

activated kinase) jsou aktivovany rastovym faktorem nebo stresem pies ERK a p38 MAP-
kinasovou cestu a zpusobi tak aktivaci CREB (cAMP responsive element binding protein)
[41].

Aktivaéni transkripéni faktor ATF2 je jeden z prvnich identifikovanych transkripénich
faktort, ktery je vhodnym in vitro substratem pro JNK a p38-MAP-kinasy [42]. Transkripcni
faktor ATF6 je zapojeny v genové expresi ANF (atrial natriuretic factor) v srdecnich
myocytech. Aktivita transkripéniho faktoru MEF2C (myocyte enhancer factor) vzrista diky
LPS, fosforylaci p38 kinasy v myocytech, stejné¢ tak jako aktivita faktoru MEF2A [43].
Transkripéni faktor CHOP (C/EBP homologous protein nebo GADDI153), aktivovany
pfevazné p38a spolu s GADD45, zplsobuje stresovy efekt na bunéény rist a diferenciaci
[44]. Dalsi faktory, které jsou aktivovany p38-kinasovou cestou, jsou napt. p53, ELK1, SAPI
a dalsi.

Tato komplikovana sit’ proteinovych interakci je zodpovédna za zmény bunécné aktivity,
jako jsou apoptosa, zastaveni buné¢ného cyklu, produkce cytokinl, bunécna diferenciace,
bunécné starnuti a tumorova suprese [45].

Aktivace p38 je ve fyziologickych podminkach Casto pfechodna a je zpétné regulovana
defosforylaci nékterymi ¢leny MAP-kinasové cesty. Proteiny zodpovédné za defosforylaci
jsou specifické fosfatasy pattici do MAP-kinasové fosfatasové rodiny MKP. N¢kteti zastupci
této skupiny mohou efektivné defosforylovat p38a a p38P, kdezto p38y a p38d jsou odolné
proti vSem zndmym ¢leniim MKP rodiny. Mechanismy, jimiz jsou jednotlivé isoformy p38

regulovany, zalezi na fosfatasovych hladinach a jejich specifité.

2.2.3. p38-MAP-kinasy a apoptosa
Apoptosa je aktivni forma bunécné smrti, kterd hraje vyznamnou roli v odstranéni
zni¢enych nebo poskozenych bunék a je piirozenou soucdsti vyvoje mnohobunéénych
organismii a soucasti regulace imunitniho systému. Apoptosa je vysoce regulovana

programovana buné¢na smrt, ¢imz se liSi od nekrosy, nekontrolované smrti bunék, vedouci
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k bunéénym lézim, zdnétim a dal$im problémim. Morfologické zmény typické pro apoptosu
zahrnuji smr$téni bunky, jadernou kondenzaci, tvorbu membranovych puchyikt, fragmentaci
jadra a odstranéni apoptotickych bun¢k fagocytosou [46].

Apoptosa muze byt vyvolana riznymi stimuly jako jsou virova infekce, bunécny stres
nebo poSkozeni DNA. Citlivost buné¢k na tyto stimuly zavisi na mnoha faktorech,
napft. expresi pro- a antiapoptotickych proteind, sile ptisobicich stimuli a fazi buné¢ného
cyklu. V prvnich fazich apoptosy je aktivovdna skupina cystein-aspartatovych proteas —
kaspas. Kaspasy pak zplsobuji Stépeni bunéénych komponentl jako jsou strukturni proteiny

cytoskeletu nebo enzymy opravujici DNA [47]. Kaspasy mohou téz aktivovat dalsi

.....

......

zodpov&dna za Stépeni jednoho z prvnich identifikovanych substratii kaspas poly(ADP-
ribosa)polymerasy (PARP). PARP je dulezitym enzymem ucCastnicim se oprav DNA [48].
Na aktivaci apoptosy se podili mnoho dalSich signalG pusobicich ptes specifické receptory
(,,death receptors®) typu TNF, FAS, TRAIL (TNF-related apoptosis inducing ligand) a svou
roli zde hraji i mitochondrie a proteiny rodiny BCL2 (B-cell lymphoma 2).

Apoptosa je pfisné regulovany proces a jeho nedostatecna nebo nadmérna aktivace je
zdrojem tfady onemocnéni. ZvySena apoptosa s postupnou ztratou neurontt je napiiklad
spojena s nékterymi neurogenerativnimi chorobami jako jsou Parkinsonova nebo
Alzheimerova nemoc. Naopak nadorové bujeni je charakterizované pfili§ slabou apoptosou.
Diky mutacim v nadorovych bunkach jsou ignorovany normalni bunécné signaly regulujici
rist a nadorové bunky mnohem vice proliferuji a nasledné tvoii tumory. Terapie je znacné
obtiznd, nebot’ mutacemi v apoptotické cesté Casto vznikaji buiiky resistentni vii¢i radiaéni 1
chemické 1écbé. Apoptosa a jeji mechanismus se proto stal jednim ze zajmia vyvoje novych
protinadorovych 1é¢iv.

Uvadi se, Ze role p38-MAP-kinasy v apoptose muze byt jak ve smyslu jeji stimulace, tak
inhibice, v zavislosti na bunécném typu a druhu stimulu. VétSina dosud publikovanych studii
ale charakterizuje p38-MAP-kinasy jako proapoptotické. Bylo prokdzano, Ze aktivace p38-
MAP-kinas je nezbytnd pro indukci bunéfné smrti v nddorovych bunikach vlivem fady
protinadorovych latek jako jsou derivaty retinoidii, vinkristin, vinblastin, taxol, cisplatina
nebo doxorubicin [49]. Vyznamny je i fakt, ze aktivace p38-MAPK vyvolava apoptotickou
odpovéd’ specificky v tumorovych, nikoli v normélnich bunikach [45]. Z latek nukleosidového

typu je popséna klicova role p38-MAPK v apoptose pankreatickych nadorovych bunék

19



indukované gemcitabinem [50]. Naproti tomu, adenosinovy analog kladribin sice v Jurkat
leukemickych bunkéach p38-MAP-kinasu aktivoval, ale inhibice této drahy apoptosu jesté
zvyraznila, coz naznacuje spiSe antiapoptotickou tlohu p38-MAPK za téchto podminek [51].
Ve studii s karbocyklickym cytidinovym analogem cyklopentenylcytosinem (CPEC) byl
kromé klasické inhibice p38-MAPK specifickymi inhibitory proveden také knock-down p38-
MAPK pomoci siRNA (short interfering RNA). Oboji vedlo ke snizeni diferenciace K562

bun¢k a prevenci zastavy bunécéného cyklu vlivem CPEC [52].
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3. CILE PRACE

e Kvantifikovat a porovnat antiproliferacni uc¢inky acyklickych nukleosidfosfonat

PMEG a PMEDAP v bunéénych liniich CCRF-CEM a HL-60 (stanoveni ICs)
V obou bunéénych liniich dale stanovit a porovnat:

e Vliv PMEG a PMEDAP na genovou expresi ¢tyt isoforem p38-kinasy (a, B, v, 0)

e VIiv PMEG a PMEDAP na expresi p38-kinasy na urovni proteinu

e Funkeni stav (aktivaci) p38-kinasové kaskady kvantifikaci fosforylované formy p38-
kinasy

e Apoptotické uc¢inky PMEG a PMEDAP sledovanim aktivace kaspasy 3 a PARP

e Vliv inhibice p38-kinasové signalni drdhy na rozsah apoptosy navozené PMEG a

PMEDAP
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4. MATERIAL A METODY
4.1. Pouzité pristroje a pomicky

4.1.1. Pristroje

e (O, inkubator Hera Cell

e mikroskop Carl Zeiss

e termoblok, vyvojové dilny UOCHB, AV CR
e centrifuga Eppendorf 5417R

e clektronické vahy ADAM, AGT-200

e pH metr PHM 240, MeterLab

e vortex, IKA

e Agilent 2100 Bioanalyzer

e spektrofotometr NanoDlrop® ND-1000

e termocykler DNA Engine Opticon 11® ,Bio-Rad

e spektrofotometr Tecan Genios

e clektrobloter TE 70 PWR, Amersham Biosciences
e roller Stuart

e CCD kamera Fuji LAS 3000

e clektroforetickd aparatura Hoeffer

4.1.2. Pomucky

Automatické pipety, sklenéné pipety, odmérné valce, kadinky, mikrozkumavky, filtracni
papir, pinzeta, 6-jamkové desticky, jehly 20G, 96-jamkové mikrotitracni desticky, PVDF
(polyvinylidendifluoridova) membréna, blotovaci papiry (Whatman), folie
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4.2. Metody a chemikalie

4.2.1. Kultivace a pasazovani bunéénych linii CCRF-CEM a HL-60

Bunééné linie lidské T-lymfoblastické leukemie CCRF-CEM (ATCC CLL-119) a lidské
myeloidni leukemie HL-60 (ATCC CLL-240) byly ziskany z Americké kolekce kultur ATCC
(Rockville, MD). Bunky byly kultivovany pii 37°C pod atmosférou obsahujici 5% CO,. Pro
rist bun¢k bylo pouZito komeréni médium RPMI-1640 doplnéné o ptidavek 10% FCS, 2 mM
glutaminu a smési penicilinu a streptomycinu v koncentraci 0,01%. Pasazovani bylo
provadéno pii dosazeni bun&éné hustoty 1-2 x 10° bunék/ml vyfedénim na koncentraci 0,5 - 1

x 10° bunék/ml do &erstvého média.

4.2.2. Inkubace bunék s latkami (PMEG a PMEDAP)

Latky PMEG a PMEDAP byly syntetizovany Prof. Holym dle publikovaného postupu
[53]. Byly pfipraveny zasobni 15 mM, 3,5 mM a 0,35 mM vodné roztoky. Buiiky (CCRF-
CEM nebo HL-60) byly nasazeny na 6-jamkové desti¢ky v koncentraci 10°/ml a ponechany
pies noc v inkubatoru. Nésledujici den byly k buitkam ptidany laitky PMEG a PMEDAP
(koncentraéni fady — viz. niZe) a inkubovany 72 h pii 37°C a pod atmosférou obsahujici 5%
CO,.

V pokusech, kde byl pouzit inhibitor p38 kinasy SB203580 (4-(4-fluorofenyl)-2-(4-
metylsulfinylfenyl)-5-(4-pyridyl) 1H-imidazol), byl nejprve k bunééné kultute pfidan inhibitor
a po 1 h preinkubace (37°C) byly ptidany latky PMEG (3 uM) a PMEDAP (10 uM) Dalsi

postup zpracovani bun€k byl stejny jako u bunék bez inhibitoru.

Koncentraéni fady:
PMEG 0-01-03-1-3-10uM
PMEDAP 0-03-1-3-10-30uM
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4.2.3. Stanoveni antiproliferacni aktivity latek a dalSi zpracovani bunék

Chemikalie
e Trypanova modf

e PBS (phosphate buffered saline)

Po skonceni inkubacni doby byly buiky spocitany pod mikroskopem v pocitaci
Biirkerové komiirce po obarveni Trypanovou modii (1:9). Pocty zivych tj. neobarvenych

bunék byly zaznamenény a pouZity k sestaveni proliferacnich kiivek a stanoveni ICso.

Pro dalsi zpracovani materialu (izolace RNA, immunoblotting) bylo potfebné mnozZstvi
nebarvenych bunck odsttedéno na centrifuze 5 min, 250 x g, 25°C. Peleta byla promyta 1 ml
PBS a opét stoCena za stejnych podminek. Supernatant byl odstranén a pelety byly v
mikrozkumavkéch skladovany pfti -80°C.

4.2.4. I1zolace RNA

Pro izolaci RNA =z peletizovanych bunc¢k byl pouzit komeréni kit RNeasy Mini
(Qiagen). Jeho vyhodou je pomérné rychla purifikace RNA vysoké kvality za pouziti malého

mnozstvi startovniho materialu (1-2 x 10° bungk)

Chemikalie:
e kit RNeasy mini
- RLT pufr
- RWI puft,
- RPE pufr
- RNase-free DNase
e 70% etanol v RNase-free vodé
e 80% etanol v RNase-free vodé

e lyofilizovana DNasa + RDD pufr pro natedéni (Qiagen)

DNasa byla nafedéna RDD pufrem (1 vzorek: 10 ul DNasa + 70 ul RDD), zamichéna
a ponechdna na ledu pro pozdéjsi pouziti. K peleté¢ buné€k bylo ptidano 350 ul lyzaéniho RLT
pufru, vortexovano a 5x protdhnuto jehlou 20-gauge. Dale bylo pfidano 350 pl 70% etanolu a
promichéno pipetou. 700 pl vzorku bylo naneseno na kolonku umisténou v 2 ml sbérné

zkumavce, centrifugovano 15 s (12 000 x g). Eluat, byl odstranén a zkumavka byla znova
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pouzita. Na kolonku bylo naneseno 500 pl promyvacitho RW1 pufru a centrifugovano 15 s
(12 000 x g). Eluat byl opét odstranén a zkumavka byla znova pouzita. Za tcelem separace
zbytkové DNA bylo pfimo na kolonku naneseno 80 pl roztoku DNasy a inkubovano 15 min
pfi laboratorni teploté (20-30 °C). Pak byla kolonka promyta 500 upl pufru RWI1 a
centrifugovana opét 15 s (12 000 x g). Zkumavka byla znovu recyklovana a poté stejnym
postupem promyta 500 pl RPE a nasledné dvakrat 500 ul 80% etanolu. Kolonka pak byla
opatrn¢ prenesena do nové 2 ml zkumavky a byla odstiedéna 2 min maximalni rychlosti.
Kolonka byla vlozena do nové 1,5 ml zkumavky a oteviena ponechéna 15 min na vzduchu za
ucelem vysuSeni. Poslednim krokem bylo vymyti purifikované RNA z kolonky pfidanim 40
ul RNase-free vody a centrifugaci 1 min (12 000 x g). Eluat byl rozpipetovan do dvou

alikvotii - 10 a 30 pl a uschovan pii -80 °C pro dalsi pouZiti.

4.2.5. Kontrola kvality RNA

4.2.5.1. Hodnoceni integrity RNA

Integrita RNA byla provedena s vyuZitim Lab-On-A-Chip technologie na pfistroji
Agilent 2100 Bioanalyzer. Za timto ucelem byl pouzit pfislusSny RNA 6000 Nano Kit
obsahujici Cip a reagencie pro analyzu RNA fragmentl. Kazdy RNA ¢ip se sklada ze sady
vzajemné propojenych mikrokandlki, pfes néZ se vzorky pohybuji elektroforézou. Fragmenty

nukleovych kyselin se déli v zavislosti na jejich velikosti.

Chemikalie:
e Agilent RNA 6000 Nano gel Matrix
e RNA Nano Dye Concentrate

e RNA 6000 Nano Marker
e Agilent RNA 6000 Ladder

550 ul RNA 6000 Nano gelu bylo zfiltrovano ptes spin kolonku 10 min, 1500 x g a
rozdéleno po 65 pl do mikrozkumavek. K 65 pl gelu byl piidan 1 pl fluorescencni sondy
(RNA Nano Dye Concentrate). Gel byl dikladné¢ promichdn na vortexu (10 s) a
centrifugovan 10 min, 13000 x g. Pfipraveny gel byl pomoci Eipové stanice dodavané
k pfistroji nanesen na Cip a natlakovan pistem do kandlk. Dale bylo do vSech jamek

naneseno 5 pl markeru (RNA 6000 Nano Marker) slouziciho jako standard. Nasledné byl do
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jednotlivych jamek pipetovan 1 pl vzorku nebo roztoku fragmenti RNA o definované
velikosti (RNA 6000 Ladder). Cip byl horizontalné vloZen do specialné upraveného IKA
vortexu a tfepan 1 min pii 2400 rpm. Pak byl vlozen do bioanalyzéru Agilent 2100 a
po ukonceni separace byla v jednotlivych vzorcich vyhodnocena integrita RNA pomoci

parametru RIN (RNA Integrity Number).

4.2.5.2. Spektralni hodnoceni ¢istoty a koncentrace RNA

Nukleové kyseliny absorbuji v UV oblasti (s maximem pii 260 nm), proto je mozné

na zaklad¢ jejich spektralnich charakteristik hodnotit jak Ccistotu, tak koncentraci RNA.

Vzorky byly analyzovany pomoci spektrofotometru NanoDrop® ND-1000, ktery meéfi
absorbanci 1 pl vzorku s vysokou pfesnosti a reprodukovatelnosti. Cistota RNA byla
stanovena z poméru mezi hodnotami absorbanci pifi 260 nm a 280 nm (A260/A280)
s ohledem na kontaminanty absorbujici pfi této vlnové délce, napt. proteiny a fenoly. DalSim
hodnocenym parametrem byl pomér A260/A230, ktery ukazuje na znecisténi vzorku etanolem
nebo raznymi solemi. Pokud jsou hodnoty pomérit A260/A280 a A260/A230 vétsi nez 1,8 je
vzorek pouzitelny pro nasledné analyzy (syntéza cDNA, PCR). Hodnota A260 pak umoznuje
kvantifikovat koncentraci RNA ve vzorku. Vysledné hodnoty jsou udany v jednotkach ng/pl.

4.2.6. Syntéza jednovlaknové cDNA

Reverzni transkripce je proces, pfi némZ se podle templatu RNA syntetizuje
jednovldknova cDNA (komplementarni DNA). Pro syntézu jednovldknové cDNA byla
pouzita reverzni transkriptasa SuperScript I © (Invitrogen) a jako primer byl pouzit
oligo(dT)2.18, ktery je vysoce specificky pro mRNA. Jako templat bylo pouzito 0,5 pg

izolované celkové RNA.

Chemikalie:
e 0ligo(dT);2-15 (500 pl/ml)
e dNTP mix (10 mM dATP, 10 mM dTTP, 10 mM dCTP, 10 mM dGTP)
e RNase-free voda
e 5x First Strand Buffer
e 0,] MDTT
e Protector RNase inhibitor (40U/ul, Roche)
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e reverzni transkriptasa SuperScript II (200U/pul)

Byl ptipraven premix oligo(dT)2.1s @ ANTP v zévislosti na poctu vzorki. Na kazdy
vzorek bylo pocitdno 1 pl primeru + 1 pl ANTP mixu. Na zdkladé¢ koncentrace RNA
namétené na NanoDropu byl napocitan objem RNA vstupujici do reakce a dopocitan objem
RNase-free vody do 10 pl. Déle byl pfipraven RT mix - 4 pl reak¢niho pufru (5x First Strand
Buffer), 2 ul 0,1 M DTT a 1 pl inhibitoru RNas (Protector RNase Inhibitor) (40U/ul). Do
mikrozkumavek bylo pipetovano 0,5 ng RNA, 2 pl premixu oligo(dT)2-13 a RNase-free voda.
Smés byla promichana, stoCena na centrifuze a inkubovéna pii 65 °C po dobu 5 min
(annealing primeru). Po uplynuti doby inkubace byly vzorky s roztoky rychle schlazeny na
ledu a kratce odstredény. Ke kazdému vzorku bylo pfiddno 7 pl RT mixu, smés byla jemné
promichana a opétovné odstfedéna. Nasledovala inkubace pii 42 °C, 2 min. Ke kazdému
vzorku byl ptfidan 1 pl (200 U) reverzni transkriptasy SuperScript II. Inkubacni smés byla
jemn¢ promichana, kratce stocena na centrifuze a inkubovéna pii 42 °C po dobu 5 min.
Nakonec byly vzorky zahtaty na 70 °C, 15 min (denaturace transkriptasy a rozlozeni RNA

templatu), zchlazeny na ledu, kratce stoCeny a skladovany pfi -20 °C.

4.2.7. Polymerazova retézova reakce v realném case (real time PCR)

Metoda real time PCR na rozdil od klasické PCR umoznuje kontinualn¢ monitorovat
ptirdstky DNA béhem kazdého cyklu. Vyuziva se fluorescencni sondy (SYBR Green), ktera
se nespecificky véaze na syntetizovanou dvojvlaknovou DNA a uroven detekované
fluorescence pak odrazi mnoZzstvi nasyntetizované nukleové kyseliny. Vysledkem je
charakteristicka amplifikaéni kiivka. Cislo cyklu, kdy hodnota fluorescence poprvé presahne
hodnotu pozadi (baseline) se oznacuje jako C; a je nepiimo umérné mnozstvi amplifikované
DNA ve vzorku. Metoda vyzaduje pouziti specidlniho termocykleru vybaveného
fluorescencnim detektorem. K vlastnimu provedeni PCR reakce jsme vyuzili komercné
dodavaného premixu RT? qPCR Master mix (SABiosciences) zalozeného na Hot-Start

polymerase. Dale jsme pouzili validované primery od stejné firmy.

Chemikalie:
e RT?qPCR Master mix
L4 ddeO

e RT’ qPCR Primer (MAPK 11, MAPK12, MAPK13, MAPK14, ACTB)
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cDNA byla 5x nafedéna pomoci RNase-free vodou. Déle byla pfipravena smés pro PCR

— 12,5 pul premixu (RT? gPCR Master mix), 10,5 pl vody, 1 pl jednotlivych primera (RT*
qPCR Primer). Smés byla v chlazeném stojanku napipetovdna do PCR stripti a byl kni
pfidano 1 pl nafedéné cDNA (templat). Stripy byly uzavieny vickem, vortexovany, stoceny a
vlozeny do termocykleru DNA Engine Opticon n® (Bio-Rad). Ptistroj byl naprogramovan
nasledovné:

95°C - 10 min

95°C-10s

55°C-35s

72°C-30s

(40x)

72°C - 2 min

55°C —-95°C (po 0,5°C) - kiivka tani

Kvantifikace exprese jednotlivych genti byla provedena relativné ve vztahu
k neovlivnéné kontrole pomoci AACt metody s normalizaci na jeden referenéni gen B-aktin

(ACTB).

Vypocet:

A genovée exprese = 2" (-AACt) = 2" {-{[Ct(2)P-Ct(1)P] — [Ct(2)K-Ct(1)K]} }
Ct(1) - hodnota Ct referencniho genu (ACTB)

Ct(2) - hodnota Ct genu pro MAP kinasy

Ct(1)K a Ct(2)K - hodnota kontrolniho vzorku Ct(1) a Ct(2)

Ct(1)P a Ct(2)P - hodnota ovlivnéného vzorku Ct(1) a Ct(2)

4.2.8. SDS-PAGE proteinii a immunoblotting

Metoda immunoblottingu kombinuje separacni ucinnost gelové elektroforesy se
specifitou detekce na bazi vazby antigen-protildtka. Probih4d v nékolika krocich: separace
proteint elektroforézou v polyakryamidovém gelu za denaturujicich podminek (SDS-PAGE),
pfenosem rozdélenych proteini z gelu na PVDF (polyvinylidendifluoridovou) membranu
(western blotting), blokovanim nespecifickych vazebnych mist membrany, inkubaci

membrany se specifickou protilatkou (primarni protilatkou), dale inkubaci s druhou znacenou
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protilatkou (sekundarni) proti imunoglobuliniim zvifeciho druhu primarni protilatky a detekci

specifickych antigenii pomoci znaceni.

4.2.8.1. Priprava vzorku (lyza bunék)

Chemikalie:
e RIPApufr - 50mM TRIS-HCI
- 1% Nonidet-40
- 150 mM NaCl

- 0,5% deoxycholat sodny
- 0,1% SDS
e Protease inhibitor coctail (Sigma)

e Halt® phosphatase inhibitor coctail (Pierce)

V den zpracovani byl Cerstvé pfipraven lyzacni RIPA pufr s inhibitory fosfatas a proteas (na
kazdych 100 pl RIPA pufru bylo poéitano 2,5 ul protease inhibitor coctail a 1 pl Halt®
phosphatase inhibitor cocktail). K bunéénym peletdm byl pfidan lyzaéni pufr s inhibitory
vmnozstvi 150 pl na 107 bundk, vzorky byly dikladn& vortexovany, propipetovany a
ponechany na ledu po dobu 30 min s ob¢asnym vortexovanim. Dale byly vzorky stoceny
v pfedchlazené centrifuze 25 min, 16 000 x g, 4 °C. Supernatant byl rozd€len po 40 ul a

zmrazen na -80 °C. 10 pl bylo ponechdno na stanoveni proteini.

4.2.8.2. Stanoveni proteinu metodou BCA

Metoda vyuziva kyseliny bicinchoninové (BCA) ke spektrofotometrickému stanoveni
celkovych proteinil. Proteiny reaguji s Cu®” v alkalickém prostfedi. M&d piechazi na Cu’,
ktera redukuje BCA za vzniku modrého zabarveni (562 nm). Intenzita zabarveni je pfimo

umeérna mnozstvi bilkoviny.

Chemikalie:
e Roztok A - NaHCOs;
- NayCOs
- BCAv 0,1 M NaOH
e Roztok B - 4% CuS04.6H,0
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e hovézi sérovy albumin (BSA)

e destilovana voda

Vzorky byly nafedény tak, aby byla koncentrace bilkovin v rozsahu 0,2-1 mg/ml
(5x nafedény vzorek). Dale byl pfipraven pracovni roztok smichanim roztoku A a B v poméru
50:1. Do kazdé jamky na 96-jamkové mikrotitracni desticce bylo pipetovano 25 pl
nafedéného vzorku nebo standardu BSA (0-1000 pg/ml) (pfiprava viz tab. 1) a 200 pl
pracovniho roztoku. Slepy vzorek obsahoval pouze ¢inidlo a vodu. VSechny vzorky byly

pfipraveny v triplikatech.

Tab. 1. Ptiprava standardi BSA ze zdsobniho roztoku o koncentraci 1 mg/ml.

c BSA (pg/ml) V BSA (ul) V H20 (ul)
0 0 25
200 5 20
400 10 15
600 15 10
800 20 5
1000 25 0

Desticka byla protiepana na vortexu a inkubovédna 30 min pii 37°C v suchém bloku.
Absorbance byla zméfena na spektrofotometru Tecan Genios. Od vSech hodnot byla odectena
hodnota slepého vzorku. Na zéklad¢ absorbanci standardi byla sestrojena kalibracni pfimka a

metodou linearni regrese byla vypocitana koncentrace bilkovin.

4.2.8.3. SDS-PAGE

Elektroforéza v ptitomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS) je elektromigracni metoda
vyuzivajici pohybu nabitych ¢astic v elektrickém poli. SDS se na proteiny vaze v konstantnim
poméru, ¢imz jim udéva jednotny zaporny néboj. Po naneseni vzorku (proteinu) na gel a
umisténi gelu do elektrického pole, dochazi k migraci proteinli ke kladné elektrodé (anodg)

vyluéné dle jejich molekulové hmotnosti (mensi molekuly se pohybuji rychleji).

Chemikalie:
e 5x vzorkovy pufr
- 0,3 M TRIS-HCI pH 6,8
- 5% SDS
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- 50% glycerol

- 2,5% B-merkaptoetanol

- 0,05% bromfenolova modr
e akrylamid (AA) - na 100 ml

- 30 g akrylamidu

- 0,8 g bis-akrylamidu
e 10% APS — 10 mg persiranu amonného na 100 pl HPLC vody
e TEMED (tetrametyletylendiamin)
e 1 M TRIS-HCI pufr pH 8,8 — 100ml

- 50ml2 M TRIS

- 25ml H,0

- 4M HCI —tprava pH na 8,8
e 1M TRIS-HCI pufr 6,8 — 100 ml

- 50ml2 M TRIS

- 25ml H,O

- 4M HCI — tprava pH na 6,8
e 12% separacni gel

- 6ml30% AA

- 5,51 ml IM TRIS-HCI pH 8,8

- 3,35ml H,O

- 82 ul20% SDS

- 50 ul 10% APS

- 10 ul TEMED
e 5% zaostiovaci gel

- 1ml30% AA

- 750 pl 1M TRIS-HCI pH 6,8

- 4,2ml H,O

- 28,1 ul20% SDS

- 30 ul 10% APS

- 6 ul TEMED
e isobutanol
e marker molekulové hmotnosti (Sigma)

e 10x ELFO pufr
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0,25 M TRIS
- 1,92 M glycin
- 1% SDS

Byla sestavena aparatura pro nalévani gell, za pouziti spacerti o tloust’ce0,75 cm a
hiebink? pro 10 jamek. Cerstvé pripraveny separaéni gel byl opatrné napipetovan do vysky
pfiblizné 4,5 cm, pfevrstven isobutanolem a ponechan polymerizovat 45 min. Po ztuhnuti
separacniho gelu byl isobutanol odsat filtranim papirem a nad separacni gel byl nalit
zaostfovaci gel, zasunut hiebinek a polymerace probé&hla dalSich 30 min. Na sklech byla
fixem vyznacena poloha jamek. Gely byly upevnény v elektroforetické aparatuie, do niz byl
nasledné nalit 1x ELFO pufr a byly vytdhnuty hiebinky. Gely byly ekvilibrovany 30 min pfi
110 V. Do pufrem vyplachnutych jamek bylo napipetovano 15 pl vzorkd, které byly nafedény
vzorkovym pufrem na koncentraci proteinu 3 pg/ul a povareny 5 min pii 99°C. Jedna jamka
obsahovala namisto vzorku 5 pl denaturovaného markeru. Elektroforéza byla spusténa na 100
V 20 min pak bylo napéti zvySeno na 150 V. Elektroforéza byla ukoncena v dobé&, kdy barva

vzorkového pufru dorazila na ¢elo gelu.

4.2.8.4. Diskontinualni semi-dry blotting

Tato metoda je =zalozena na pfenosu (z angl. ,blotting) proteinl
z polyakrylamidového gelu na PVDF membranu. Pfenos je umoznén diky blotovacimu
zatizeni, kdy dojde k pfenosu proteini z gelu na membranu ptsobenim elektrického pole.
Semi-dry (,,polosuchy®) blotting je charakterizovan minimalni spotfebou pufrt, rychlosti a
moznosti pouziti nékolika rozdilnych pufr vradmci jednoho transferu — diskontinudlni
blotting. Limitaci je maximalni molekulovd hmotnost transferovanych proteinti okolo 150

kDa, vétsi proteiny se touto technikou transferuji Spatné.

Chemikalie:
e katodovy pufr - 25 mM TRIS (pH 9.,4)
- 40 mM g-aminokapronova kyselina
e anodovy pufr II - 0,3 M TRIS (pH 10,4)
e anodovy pufr | -25 mM TRIS (pH 10,4)
e metanol
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Po ukonceni elektroforézy byly gely presunuty do katodového pufru, kde byly
ekvilibrovany po dobu 15 min. Hydrofobni PVDF membrana (4,5 x 8 cm) byla ponoiena na 1
min do 100% metanolu, proplachnuta destilovanou vodou a ekvilibrovana v anodovém pufru
II po dobu 10 min. Blotovaci papiry (Whatman) nastithané na 4,5 x 8 cm byly na 30
s ponofeny do katodového pufru (3x/blot), anodového pufru I (2x/blot) a anodového pufru I
(1x/blot). Blotovaci sendvi¢ byl skladan zdola nahoru v nasledujicim potadi: 2 x papir
v anodovém pufru I, 1 x papir v anodovém pufru II, membrana, gel, a 3 x papir v katodovém
pufru. Blotovaci ptistroj (TE 70 PWR, Amersham Biosciences) byl nastaven na 180 mA (pro
dva sendviCe blotované najednou) a doba transferu na 45 min. Po uplynuti této doby byly
membrany fadné oznaceny, vysuSeny na vzduchu (30 min) a skladovany v lednici po dobu

max. 1 mésice.

4.2.8.5. Blokovani membrany a inkubace s protilatkami

Tato metoda je zalozena na detekci proteini na zakladé interakce
se specifickymi protildtkami. Inkubace membrany byla provadéna specifickou primarni
protilatkou a s HRP-konjugovanou sekundarni protilatkou (vSe Cell Signaling Technology,

USA).

Pouzité primarni protilatky (v§e krali¢iho puvodu)

e anti-phospho-p38

e anti-p38

e anti-PARP

e anti-cleaved caspase 3

e anti-B-actin

HRP-konjugované sekundarni protilatka (kozi)

e anti-krali¢i IgG

Chemikalie
e 10x TBS - 25 mM TRIS
- 150 mM NaCl
-2mM KCI
-pH 7,4

33



e IxTBS-T -50 ml 10x TBS
-2,5 ml 10% Tween-20
- doplnit HPLC vodou do 500 ml

100 ml blokovaciho pufru bylo piefiltrovano pies filtracni papir a pfiddno 500 pl
Tweenu-20. PVDF membrany s proteiny byly aktivovany metanolem a umistény do 50 ml
zkumavky tak, aby byly proteiny pfistupné protilatkdm. Za pokojové teploty byly blokovany
s 15 ml blokovaciho pufru po dobu 45 min na rolleru (rychlost 50). Po uplynuti této doby byly
membrany 3 x promyty 20 ml TBS-T po dobu 5 min, pfi laboratorni teploté. Dale byly 1 h
inkubovany s roztokem pfislu§né primarni protilatky 1:1000 v blokovacim pufru. Poté byly
bloty 3 x promyty 5 min TBS-T a inkubovany 1 h, pfi laboratorni teploté s ptisluSnou HRP-
konjugovanou sekundarni protilatkou 1:1000 (pfipadné 1:2000) v blokovacim pufru. Poté
byly membréany 3 x promyty ve 20 ml TBS-T po dobu 5 min a na zavér 1 x ve 20 ml TBS.

4.2.8.6. Chemiluminiscen¢ni (ECL) detekce

Chemiluminiscencni ECL detekce je technika vyuZzivajici reakci kifenové peroxidasy
(HRP) navazané na urcity antigen s luminolem obsaZenym v ECL ¢inidlech v pfitomnosti
zesilovace (enhanceru). Vysledkem je emise svételného kvanta, které je mozné zachytit
na filmu nebo CCD kamerou. Proti kolorimetrickym technikdm detekce je ECL mnohem
citlivéjsi a navic neznehodnocuje membranu, kterou je mozZné po odstranéni protilatek pouzit

k detekci jiného antigenu.

Chemikalie:

e SuperSignal® West Femto Maximum Sensitivity substrate (Pierce)

Chemiluminiscencni substrat byl Cerstvé pfipraven smichanim roztoki A a B v poméru
1:1. Membrany byly inkubovany se substratem po dobu 1 min, nasledné vloZeny do folie a
vyfoceny CCD kamerou (Fuji LAS 3000). Membrany byly typicky exponovany 30 s (s
upravami dle aktudlni intenzity signdlu). Obrazky byly uloZeny v digitdlnim formatu a

intenzita prouzkii nasledn€¢ vyhodnocena programem QuantiScan (Biosoft).
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4.2.8.7. Odstranéni protilatek z membrany

Chemikalie:
e TBS
e metanol
e HPLC voda

e Restore® Western Blot Stripping Buffer (Pierce)

Membrany po ECL detekci byly znovu aktivovany metanolem, promyty TBS a 10-20
min inkubovany s 10 ml stripovaciho pufru na rolleru. Poté byly membrany promyty HPLC
vodou a bud'to ihned pouzity k detekci dal$iho antigenu nebo vysuSeny na vzduchu a ulozeny

v lednici pro dal$i pouziti.

4.2.9. Statistické zpracovani vysledku

Vysledky byly statisticky zpracovany pomoci programu SigmaStat (SPSS). Rozdily mezi
experimentalnimi skupinami byly hodnoceny testem ANOVA (Analysis of Variance), a to na

hladin€ vyznamnosti 0,05.
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5. VYSLEDKY

5.1. Stanoveni antiprolifera¢nich u¢inkii PMEG a PMEDAP
v bunécnych liniich CCRF-CEM a HL-60

Latky PMEG a PMEDAP patii mezi cytostaticky G¢inné acyklické nukleosidfosfonaty.
Inhibice bunécné proliferace se vSak mize svym rozsahem 1 vyrazné liSit v zavislosti na
bunééném typu a experimentalnich podminkach (zejména inkubacnim case). Proto bylo
nejprve piikroceno v ramci optimaliza¢nich experimentl ke stanoveni antiproliferacni aktivity
PMEG a PMEDAP na bunéénych liniich CCRF-CEM a HL-60, které¢ byly zvoleny jako in
vitro model pro tuto diplomovou praci.

Bylo zjisténo, ze po 72 h inkubace bun¢k s PMEG a PMEDAP je dosazeno vyrazné
inhibice proliferace, kterd vykazuje charakteristickou koncentra¢ni zavislost v rozmezi
koncentraci 0,1- 10 uM. (obr. 3 a 4). Hodnoty ICsy pro PMEG byly stanoveny na 1 uM
(CCRF-CEM) a 1 uM (HL-60) a hodnoty ICso pro PMEDAP byly 6 uM (CCRF-CEM)
a 5 uM (HL-60). Je tedy zjevné, ze PMEG je cytostaticky ucinnéjsi nez PMEDAP
a ucinek téchto latek se vyrazné nelisi v zavislosti na pouzité linii.

Na zékladé zjiSténych hodnot ICsy byly nastaveny optimélni koncentrace latek pro
nasledné experimenty, a to tak, Ze buniky CCRF-CEM a HL-60 byly vystaveny piisobeni latky
PMEG o koncentraci 0,3; 1 a 3 uM a latky PMEDAP o koncentraci 1; 3 a 10 uM.

120 —e—PMEG

100 —&— PMEDAP

80 -

60
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20 -

¢ (uM)

Obr. 3. Inhibice proliferace bunék CCRF-CEM ptisobenim latek PMEG a PMEDAP.
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Absolutni hodnoty napocitanych buncék byly vztazeny ke kontrolnimu (neovlivnénému)
vzorku, kterému byla pfifazena hodnota 100 %. Vynesené hodnoty jsou primérem z péti
opakovani + smérodatna odchylka. *P<0,05 statisticky signifikantni rozdil proti kontrole
(ANOVA).
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Obr. 4. Inhibice proliferace bun¢k HL-60 ptiisobenim latek PMEG a PMEDAP.
Absolutni hodnoty napocitanych bunék byly vztazeny ke kontrolnimu (neovlivnénému)
vzorku, kterému byla pfifazena hodnota 100 %. Vynesené hodnoty jsou primérem z péti

opakovani + smérodatna odchylka. *P<0,05 statisticky signifikantni rozdil proti kontrole
(ANOVA)

5.2. Vliv PMEG a PMEDAP na genovou expresi isoforem p38-kinasy
v bunécnych liniich CCRF-CEM a HL-60

Jednim ze zplsobli regulace bunécnych d&ji je regulace na urovni transkripce,
tj. zvySenim nebo naopak sniZenim prepisu daného genu do mRNA. Aby bylo zjisténo, zda je
p38-kinasa regulovana latkami PMEG a PMEDAP na této urovni, bylo metodou real-time
PCR sledovdno mnozstvi transkriptu (mRNA) pro ¢tyfi v souCasnosti identifikované geny
kodujici p38 MAP-kinasu — MAPK11 (p38p), MAPK12 (p38y), MAPK13 (p385) a MAPK 14
(p38a). Zmeény exprese genil pro jednotlivé isoformy p38 jsou uvedeny vtab. 2, 3, 4 a 5.
Uvedené hodnoty jsou primérem nejméné ze tii nezavislych experimenti + smérodatné

odchylka. *P<0,05, statisticky signifikantni rozdil proti kontrole (ANOVA).
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Latka PMEG méla nejvyssi vliv na isoformu 38 a p38y v bunétné linii CCRF-CEM, kde
exprese u nejvyssi koncentrace vzrostla az 2-3x (tab. 2 a 3). Statisticky vyznamny vzestup
exprese vlivem PMEG byl zaznamendn téZ pro isoformu p386 v bunécné linit HL-60 -
s rostouci koncentraci zména exprese stoupa (tab. 4). V linii HL-60 bylo dale pozorovano
zvySeni exprese vlivem PMEG na isoformu p38B vnejvyS$i koncentraci (tab.2).
Signifikantni rozdil byl také zjistén u 1 uM PMEDAP, ktery zptisobil zménu exprese u
isoformy p38B v bunétné linii CCRF-CEM (tab. 2). Exprese u isoformy p38a v obou
bunécnych liniich pisobenim laitek PMEG a PMEDAP témét ve vsech koncentracich klesla
(tab. 5). Celkové mél PMEDAP mensi Gi¢inek na expresi MAPK nez PMEG. Efekt obou latek
na CCRF-CEM a HL-60 bunky se mnohdy i zdsadné lisi a lisi se 1 vliv na jednotlivé isoformy
MAPK.

Tab. 2. Vliv PMEG a PMEDAP na expresi genu pro isoformu p38p — MAPK11
v bunécénych linii CCRF-CEM a HL-60.

MAPK11 c (uM) A expresepram (%)
kontrola 0 100£0
CEM, PMEG 0.3 148 +23
1 203 +32
3 293 + 48*
CEM, PMEDAP 1 154 +31*
3 114 £ 20
10 96 £ 15
HL-60, PMEG 0.3 77+4
1 111+16
3 171 £ 58
HL-60, PMEDAP 1 73 +£8
3 90 + 14
10 120 + 57
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Tab. 3. Vliv PMEG a PMEDAP na expresi genu pro isoformu p38y — MAPK12 v bunéénych
linit CCRF-CEM a HL-60.

MAPK 12 c (uM) A expresepram (%)
kontrola 0 100£0
CEM, PMEG 0.3 113+21
1 132 +28
3 212+ 12*
CEM, PMEDAP 1 104+ 13
3 109 +27
10 74 +4
HL-60, PMEG 0.3 79 +12
1 70 £8
3 65+ 11%*
HL-60, PMEDAP 1 79 £13
3 58 £20
10 56 +19

Tab. 4. Vliv PMEG a PMEDAP na expresi genu pro isoformu p386 — MAPK13 v bunéénych
linii CCRF-CEM a HL-60.

MAPK 13 c (uM) A expreseprim (%)
kontrola 0 100+ 0
CEM, PMEG 0.3 112+38
1 111+11
3 83+ 11
CEM, PMEDAP 1 95+ 17
3 92 £11
10 67+7
HL-60, PMEG 0.3 108 +12
1 142+ 6
3 156 £ 21%*
HL-60, PMEDAP 1 95+ 11
3 121 £20
10 118 £48
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Tab. 5. Vliv PMEG a PMEDAP na expresi genu pro isoformu p38a — MAPK14 v bunéénych
linit CCRF-CEM a HL-60.

MAPK 14 c (uM) A expresepram (%)
kontrola 0 100£0
CEM, PMEG 0.3 95+ 15
1 69 + 3*
3 38 £15%
CEM, PMEDAP 1 95+ 14
3 81 +4
10 45 + 10*
HL-60, PMEG 0.3 78 £9
1 102 +17
3 78 £36
HL-60, PMEDAP 1 84 +22
3 73 +£19
10 44 + 24%*

5.3. Vliv PMEG a PMEDAP na expresi celkove a fosforylované
p38-kinasy v bunéénych liniich CCRF-CEM a HL-60 na drovni
proteinu

Rozdily v expresi genu na Grovni mRNA automaticky nezarucuji, Ze se ve stejném
rozsahu promitnou do exprese vysledného proteinu (vliv posttranskripénich Gprav, translace).
Proto byla provedena série pokusi, kdy byla sledovana zména exprese celkové p38-MAPK na
proteinové urovni metodou pfenosu za ucelem potvrzeni dat ziskanych v pfedchozim
experimentu (real-time PCR). Koncentrace PMEG a PMEDAP a inkuba¢ni podminky byly
stejné jako v predeslych pokusech. Dale byla pomoci specifické protilatky proti fosforylované
form¢ p38-MAPK sledovana aktivace p38-MAP-kinasové drdhy. Regulace aktivity p38-
MAP-kinasy fosforylaci/defosforylaci piedstavuje dalsi zplsob jejiho ovlivnéni zcela
nezavisle na mnozstvi celkového proteinu.

Ob¢ protilatky proti celkové a fosforylované p38-MAPK reagovaly s piisluSnym
antigenem o molekulové hmotnosti 43 kDa (obr. 5 a 10). Mnozstvi proteinu pak bylo
stanoveno densitometrickou analyzou pfislusnych bloti pomoci programu QuantiScan.

Kontrole (K) byla pfifazena hodnota 100 % a k ni byly vztaZzeny hodnoty ostatnich vzorkd.
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Mnozstvi proteinu bylo normalizovano na B-actin (47 kDa). Aktivace p38-MAP-kinasové
drahy je vyjadiena jako pomér fosforylované a celkové p38 MAPK (p-p38/p38).

Vysledky zmén exprese celkové p38 jsou shrnuty na obr. 8, 9, 13 a 14. Ani v jednom
ptfipad¢é nebyl zjiStén signifikantni rozdil mezi kontrolnim vzorkem a vzorky ovlivnénymi
PMEG a PMEDAP, nezavisle na pouzit¢ bunécné linii. Nepotvrdil se tedy piredpoklad,
ze PMEG a PMEDAP zvysuji mnozstvi celkového proteinu pro p38-kinasu, jak naznacovaly
vysledky ziskané na rovni mRNA. Statisticky vyznamné nebyly ani zmény ve fosforylaci
p38 (obr. 6,7,11,12). Zd4d se tedy, ze PMEG ani PMEDAP p38-

MAP-kinasovou drahu neaktivuji.

CCRF-CEM
p—p38

p38
A T T e GEp T T T
B-actin
--------

K 03uM 1uM  3uM K IuM  3uM 10uM
PMEG g ) PMEDAP g

<

Obr. 5. Imunodetekce fosforylované a celkové p38-kinasy v buitkich CCRF-CEM
(reprezentativni blot ze 3 provedenych). p-p38 - fosforylovana p38-kinasa, p38 - celkova
p38-kinasa a K - kontrola.
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Obr. 6. Aktivace p38-kinasy piisobenim latky PMEG v buiikach CCRF-CEM.

Pomér p-p38/p38 je primérem ze tii pokusti + smérodatnd odchylka. *P<0,5 statisticky
signifikantni rozdil proti kontrole (ANOVA). p-p38 - fosforylovand p38-kinasa,
p38 - celkova p38-kinasa.
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Obr. 7. Aktivace p38-kinasy ptisobenim latky PMEDAP v bunkdch CCRF-CEM. Hodnoty
jsou primérem ze tii pokust + smérodatna odchylka. p-p38 je fosforylovana p38-kinasa a p38

je celkova p38-kinasa.
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p38, CCRF-CEM @ PMEG
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Obr. 8. Vliv PMEG na expresi p38-kinasy na urovni proteinu v buné¢né liniit CCRF-CEM.

Hodnoty jsou primérem ze tii pokusii + smérodatna odchylka a jsou normalizovany

na B-actin.
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Obr. 9. Vliv PMEDAP na expresi p38-kinasy na tirovni proteinu v bunééné liniit CCRF-CEM.

Hodnoty jsou primérem ze tii pokusii + smérodatna odchylka a jsou normalizovany

na B-aktin.
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Obr. 10. Imunodetekce fosforylované a celkové p38-kinasy v bunkach HL-60
(reprezentativni blot ze 3 provedenych). p-p38 - fosforylovana p38-kinasa, p38 - celkova

p38-kinasa, K - kontrola.
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Obr. 11. Aktivace p38-kinasy piisobenim latky PMEG v buiikdch HL-60.

Hodnoty jsou primérem ze tii pokust + smérodatna odchylka. p-p38 - fosforylovana

p38-kinasa, p38 - celkova p38-kinasa.
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Obr. 12. Aktivace p38-kinasy ptisobenim latky PMEDAP v buitkach HL-60. Hodnoty jsou
pramérem ze tii pokusi = smérodatna odchylka. -p38 - fosforylovana p38-kinasa,

p38 — celkova p38 kinasa.
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Obr. 13. Vliv PMEG a na expresi p38-kinasy na urovni proteinu v bunécéné liniit HL-60.
Hodnoty jsou priimérem ze tii pokusii £ smérodatna odchylka a jsou normalizovany na

B-aktin. p38 je celkova p38-kinasa.
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Obr. 14. Vliv PMEDAP a na expresi p38-kinasy na Urovni proteinu v buné¢éné linii HL-60.
Hodnoty jsou priimérem ze tii pokusii £ smérodatna odchylka a jsou normalizovany na

B-aktin. .

5.4. Apoptotické a¢inky PMEG a PMEDAP v bunéénych liniich
CCRF-CEM a HL-60

Kaspasa 3 a PARP jsou bézné pouzivané markery apoptosy. Za podminek apoptosy
dochazi ke Stépeni jejich proenzyml a nésledné aktivaci. Pouzitim protildtek proti
aktivovanym forméam kaspasy 3 a PARP je mozné usuzovat na prib&h apoptosy ve vzorcich.
Protilatka proti PARP reagovala s antigenem o molekulové hmotnosti 116 kD (neStépena
forma) a 89 kDa (aktivovand forma) (obr 15). Aktivace enzymu kaspasy 3 byla sledovéna
pomoci protilatky reagujici s antigenem o molekulové hmotnosti 17 kDa, ktery odpovida
Stépené (aktivované)a kaspase 3 (obr. 15 a 16). Referencni kontrolou byl v obou ptipadech (-
actin (47 kDa). Z obrazku 15 a 16 Ize vSak vycist, ze latka PMEG navodila apoptosu
vyraznéji nez latka PMEDAP, a to v obou bunécnych liniich. 1 uM a 3 uM koncentrace latky
aktivovala enzymy PARP i kaspasu 3 vbunééné linii CCRF-CEM (obr. 15) a 3 uM
koncentrace aktivovala kaspasu 3 v bunécné linii HL-60 (obr. 16). U nejvyssi koncentrace
latky PMEDAP byla také pozorovéana zvysSend aktivita obou enzymii v bunécéné liniit CCRF-
CEM (obr. 15). Tyto experimenty nebyly pfedmétem statistického hodnoceni, nebot’ byly

prozatim provedeny pouze jednou.
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Obr. 15. Imunodetekce $tépené kaspasy 3 a PARP v buitkach CCRF-CEM.
CI-PARP - stépeny PARP, Cl-Caspase 3 - §tépena kaspasa 3, K - kontrola.
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Obr. 16. Imunodetekce Stépené kaspasy 3 v bunkach HL-60. Cl-Caspase 3 - st€pena
kaspasa 3, K - kontrola.
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5.4.1. Vliv inhibice p38-MAP-kinasové drahy na apoptosu navozenou
PMEG a PMEDAP v buné¢né linii CCRF-CEM

V zavéretném pokusu jsme se pokusili definovat roli p38-MAP-kinasové drahy
v apoptose navozené PMEG a PMEDAP. Za timto Gi¢elem byl pouZit specificky inhibitor p38
SB203580 enzymu, ktery byl pfidan v buné¢né kultufe k latkim PMEG (3 uM) a PMEDAP
(10 uM). Byly pouzity dvé rizné koncentrace inhibitoru - 5 pM a 10 pM. V téchto
koncentracich nebyl inhibitor pro buniky sdm o sob¢ toxicky. Po 72 h inkubace byla stanovena
apoptosa detekci aktivované kaspasy 3 a PARP. Jako vnitini standard poslouzil opét B-aktin
(obr. 17). Tento pokus byl rovnéz proveden pouze jednou a pouze na jednom typu bunek,
proto je ptfedCasné délat zaveéry, nicméné vysledky naznacuji, ze inhibici p38 MAPK je mozné
alespon castecné zvratit apoptosu navozenou PMEG a PMEDAP a Ze se tedy p38-MAP-
kinasové drdha tcastni v mechanismu ucinku téchto latek. Potvrzeni tohoto nédlezu bude

ukolem pro dalsi faze projektu.

PARP
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Cl-Caspase3
D
B-actin
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3uM+ST 3 pM+101 10 pM+51 10 pM+10I K 3 uM K 10 pM
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PMEG PMEDAP PMEG PMEDAP

Obr. 17 Imunodetekce Stépené kaspasy 3 a PARP s inhibitory v buiikdch CCRF-CEM.
CI-PARP - §tépeny PARP, Cl-Caspase3 - $tépena kaspasa 3, K - kontrola, 5I- 5 uM
SB203580, 10I - 10 pM SB203580.
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6. DISKUSE

Acyklické nukleosidfosfonaty piedstavuji klinicky vyznamnou skupinu nukleotidovych
analogii vyvinutych Prof. Holym na Ustavu organické chemie a biochemie Akademie véd
Ceské republiky (UOCHB AV CR). Doposud byla pozornost odborné vetejnosti vénovana
pievazné jejim protivirovym u¢inkim a do huménni terapie byly zatim nukleosidfosfonatové
analogy uvedeny vyluéné v indikaci 1é¢by virovych infekci [54, 4, 55]. Vyzkum a vyvoj
novych cytostatik na této strukturni bazi byl ponckud upozadén. Momentalné je ve fazi
klinického testovani protinddorovych ucinka jediny preparat — GS-9219, jez je dvojitym
prolé¢ivem guaninového analogu PMEG a je cilen na terapii Non-Hodgkinova lymfomu a
chronické lymfocytarni leukemie [27, 28, 29].

Je znamo, Ze cytotoxické ucinky acyklickych nukleosidfosfonati jsou podminény
transportem do buiiky, metabolickou aktivaci (fosforylaci), inkorporaci do DNA s naslednym
zastavenim jeji replikace. K tomu dochéazi terminaci syntézy nové vznikajiciho fetézce
v disledku absence 3'-OH skupiny a/nebo interakci s bunéénymi DNA-polymerasami [23].
Dochézi k zéstavé bunécného cyklus v S-fazi [6] a pfi dostatecné koncentraci latky téz
k apoptose [56]. Bunécna signalizace, ktera zprostiedkovava bunéénou smrt vyvolanou ANP
je vsak prozkoumana jen velmi malo.

V posledni dobé se ukazuje, ze jednim z dllezitych mediatori apoptosy vyvolané
stresovymi stimuly je MAP-kinasovéa rodina proteinkinas p38 a JNK a p38 jsou dllezité
mediatory apoptosy vyvolané stresovymi stimuly [57]. Jejich aktivatory mohou byt také
chemoterapeutickd 1écCiva, jako jsou napf. vinkristin, vinblastin, taxol, cisplatina nebo
doxorubicin [49], ale také latky nukleosidového typu napi. fludarabin [58]. Acyklické
nukleosidfosfonaty nebyly dosud v souvislosti s MAP kinasovou signalizaci studovany.
Cilem této prace proto bylo na vybranych zastupcich ANP s cytotoxickym t¢inkem popsat
jejich interakci s MAP-kinasou p38 v leukemickych buiikach a zjistit roli této signdlni cesty
v jejich schopnosti indukovat apoptosu. Jako modelové latky byly zvoleny PMEG a
PMEDAP. Jak jiz bylo feceno vyse, PMEG je Gc¢innou latkou potenciadlniho cytostatika GS-
9219 a je jednim z nejucinnéjSich ANP v in vitro testech cytotoxicity. Strukturné podobny
PMEDAP, lisici se pouze jednou aminoskupinou v poloze 2 purinového kruhu, naproti tomu
vykazoval vyjimecné protinadorové ucinky in vivo na potkanim modelu [59, 60]. Ob¢ tyto
latky lze proto povazovat za nadéjnad budouci 1é¢iva. Jako model pro tuto praci byly zvoleny

bunééné linie — T-lymfoblastickd CCRF-CEM a myeloidni HL-60.
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Prvotnim stimulem k analyze vlivu PMEG a PMEDAP na p38 signalizaci byly vysledky
ziskané profilaci genové exprese MAP-kinas technologii PCR arrayt (RT2 Profiler PCR
arrays — MAP kinase signaling pathway, SABiosciences, USA). V tomto pilotnim
experimentu, ktery neni soucasti této diplomové prace a ktery byl proveden s fixni
koncentraci PMEG (1 uM) v ¢ase 72 h bylo zjiSténo, Ze PMEG ovliviiuje expresi mRNA
nékterych isoforem p38 kinasy, zatimco exprese ERK a JNK-kinasy ovlivnéna neni
(nepublikovand pozorovani). Jednim z prvnich cild této prace bylo tyto vysledky zopakovat a
roz$ifit — stanovit zavislost na koncentraci, pouzité bunétné linii, typu latky. Byly pouzity
koncentra¢ni fady PMEG a PMEDAP, které se odvijely od pfislusnych hodnot IC50 v testu
bunécné proliferace. Vzestup exprese mRNA byl pozorovan u dvou isoforem p38 (MAPK11
= p38P, MAPK12 = p38y) v butkkach CCRF-CEM plisobenim latky PMEG, ¢imz se potvrdily
pfedchozi nalezy. S rostouci koncentraci latky PMEG zména exprese obecné spiS stoupa.
PMEG zpiisobil mirny vzrist exprese u isoforem p38p a p38d 1 v bunikdch HL-60. U isoformy
p38y vsak v této linii doSlo naopak ke snizeni exprese. U isoformy p38a byla exprese u
ovlivnénych bunék vzdy sniZzena. V porovnani s PMEG byly zmény exprese p38-MAPK
navozené PMEDAP ponékud mirnéjsi, a to v obou sledovanych bunéénych liniich.

Dalsim krokem bylo zjistit, zda se zmény v mnoZstvi mRNA pro p38-MAPK projevi na
proteinové urovni a jakym zpisobem. Byla pouzita protilatka, kterd reaguje se vSemi
isoformami p38 krom¢ p38a. Piekvapivé nebyly nalezeny rozdily v mnoZzstvi celkového
proteinu p38-MAPK, coz si mizeme vysvétlit dal§Simi upravami primarniho transkriptu
v buiice a/nebo korekci na urovni translace. Dale je mozné, Ze up-regulace nékterych isoforem
MAPK na jedné stran¢ a down-regulace jinych isoforem MAPK na stran¢ druhé se ve
vysledku vyrusi. Celkove se zda, Ze 1 pres zvySeni exprese mRNA pro p38-MAPK vlivem
PMEG a PMEDAP, nema transkrip¢ni regulace téchto genti pro mechanismus ucinku téchto
latek zasadni vyznam.

Vzhledem ktomu, ze proteinkinasy jsou jiz ze své podstaty regulovany pievazné
fosforylaci a defosforylaci nadfazenymi kinasami, nabizi se dale mozZnost ovlivnéni
katalytické aktivity p38 vlivem PMEG a PMEDAP nezavisle na mnozstvi celkového proteinu.
p38-kinasa je fosforylovina MAP-kinasoukinasou (MAPKK) na Thr-180 a Tyr-182. Jako
marker katalytické aktivity p38 byla proto pouzita protilatka, ktera detekuje p38-kinasu
pouze pokud je fosforylovand natéchto aminokyselindch. Vysledky vSak neukézaly
signifikantni aktivaci ani potlaceni aktivace p38-kinasové drahy ucinkem PMEG nebo
PMEDAP. Jelikoz vSechny experimenty byly provadény ve fixnim case 72 h a

aktivace/deaktivace MAP-kinas miize byt pomérné rychly a reverzibilni déj, bylo by jisté
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zajimavé sledovat 1 aktivaci p38-kinasy v zavislosti na ¢ase. Tento kol bude pfedmétem
dalsiho zkoumani.

Poslednim cilem, ktery byl pro tuto praci stanoven bylo alespont pfedbézné zjistit, zda
existuje pfima souvislost mezi p38-kinasou a apoptosou indukovanou PMEG a PMEDAP.
Nejprve byly stanoveny apoptotické ucinky latek samotnych pomoci aktivace PARP a
exekutivni kaspasy 3. Bylo potvrzeno, Ze kindukci apoptosy dochazi v zavislosti na
koncentraci latek a apoptoticky u€inek PMEG je silngjsi nez efekt PMEDAP. Dale byly
buiiky koinkubovéany se specifickym inhibitorem p38-kinasy SB 203580 a PMEG nebo
PMEDAP a byl sledovan vliv inhibitoru na rozsah apoptosy. Bylo zjisténo, ze apoptosu nelze
inhibitorem p38-MAPK zcela zablokovat, ale 1ze snizit jeji rozsah. To naznacuje, ze apoptosa
indukovana PMEG a PMEDAP by mohla byt z&asti spojena s aktivaci p38-kinasové drahy,
coz je v souladu s jiz popsanou roli p38-MAPK v apoptose indukované¢ nukleosidovym
analogem gemcitabinem v pankreatickych nadorovych buikéach [50, 61]. Tato posledni
pozorovani je nutné chapat jako predbézna, protoze zatim nebyl proveden dostateCny pocet
opakovani, ktery by umoznil statistické vyhodnoceni. To bude cilem navazujicich
experimentl. Kromé p38-MAP-kinasy bude sledovana rovnéz aktivace ostatnich MAP-kinas
(ERK, JNK) a proteinkinasy B (PKB/Akt) a kromé zavislosti na koncentraci PMEG a
PMEDAP bude hodnocen i ¢asovy pribéh téchto déja.
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7. ZAVER

Pochopeni mechanismu ucinku nové vyvijenych 1é¢iv na molekularni Grovni je
nezbytnym ptfedpokladem jejich uspésného dovedeni do klinické praxe. Tato prace si kladla
za cil pfispét k objasnéni interakci potencidlnich cytostatik ze skupiny acyklickych
nukleosidfosfonati PMEG a PMEDAP s p38-MAP-kinasovou signalni drdhou na modelu
nadorovych bunéénych linii. Provedena studie, pfedkladana v této diplomové praci ukézala,

v

z€:

1. PMEG a PMEDAP inhibuji proliferaci bunécnych linii CCRF-CEM a HL-60. Hodnota
ICso pro PMEG byla stanovena na 1 uM u obou buné¢nych linii a hodnota 1Csy pro
PMEDAP byla stanovena na 6 pM pro CCRF-CEM a na 5 uM pro HL-60. PMEG je tedy
cytostaticky u¢innéj$i nez PMEDAP a tcinek téchto latek se vyrazné nelisi v zavislosti na
pouzité linii.

2. PMEG ma nejvétsi vliv na isoformy p38-kinasy - 3, v v bunééné linii CCRF-CEM (zména
exprese stoupa) a na isoformy B, 6 v bunééné linii HL-60. V porovnani s PMEG byly
zmény exprese p38-MAPK navozen¢ PMEDAP mirn€jsi a to v obou sledovanych
bunéénych liniich.

3. PMEG a PMEDAP nezvySuji celkové mnozstvi proteinu pro p38-kinasu
v obou bunécnych liniich.

4. PMEG a PMEDAP neaktivuji ani nepotlacuji aktivaci kinasové drahy v obou bunécnych
liniich.

5. PMEG a PMEDAP aktivuji PARP a kaspasu 3 v zavislosti na jejich koncentraci. PMEG
ma siln¢jsi apoptotické ucinky nez PMEDAP.

6. Apoptosu navozenou PMEG a PMEDAP nelze inhibitorem p38-MAPK zcela zablokovat,
ale lze snizit jeji rozsah. To naznacuje, ze p38-MAP-kinasové draha se ucastni v

mechanismu ucinku téchto latek .

52



8. SEZNAM ZKRATEK

e AZT — azidothymidin

e ANP - acyklické nukleosidfosfonaty

e DHPA - (5)-9(2,3-dihydroxypropyl)adenin

e HPMPA — (5)-9-(3-hydroxy-2-fosfonometoxypropyl)adenin
e PMEG — 9-(2-fosfonylmetoxyetyl)guanin

e PMEDAP — 9-(fosfonometoxyetyl)-2,6-diaminopurin

e MAP-kinasa — mitogeny aktivovana protein-kinasa

e DNA — deoxyribonukleova kyselina

e DNasa - deoxyribonukleasa

e RNA —ribonukleova kyselina

e PAA —fosfonoacetylova kyselina

e GMP-kinasa — guanosinmonofosfatkinasa, guanylatkinasa
e AMP-kinasa — adenosinmonofosfatkinasa, adenylatkinasa
e ANPp — monofosfat acyklického nukleosidfosfonatu

e ANPpp — difosfat acyklického nukleosidfosfonatu

e HSV — herpes simplex virus

e (CMYV - cytomegalovirus

e HIV — virus lidského imunodeficitu

e PMEA - 9-(2-fosfonometoxyetyl)adenin

e PMPA - [9-(2-fosfonometoxyetyl)adenin

e HPMPC — (S)-1-(3-hydroxy-2-fosfonometoxypropyl)cytosin
e SIV — virus opiciho imunodeficitu

e FIV — virus koc¢i¢iho imunodeficitu

e MLV — Moloneyho leukemicky virus

e FLV — Friendiv leukemicky virus

e MCMYV — mysi cytomegalovirus

e HPV - lidsky papilomavirus

e P388 — mysi lymfoblasticka leukemie

e K562 —lidska erytroleukemie
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NPC — leukemie nosohltanu

L1210 — mysi leukemie

RCHO - choriokarcinom

MOLT-4 — lidska T-lymfoblasticka leukemie

HL-60 — lidsk& myeloidni leukemie

ML-1 — leukemicka folikularni thyreoidni buné¢na linie

CCRF-CEM - lidska T- lymfoblasticka leukemie

SD-potkan — Sprague-Dawley potkan

dATP — deoxyadenosin- 5°- trifosfat

dGTP — deoxyguanosin-5°- trifosfat

PMEGp — PMEG-fosfat

PMEGpp — PMEG-difosfat

PMEDAPp — PMEDAP-fosfat

PMEDAPpp — PMEDAP-difostat

Cpr-PMEDAP - 9-(2-fosfonometoxyetyl)-N°-cyklopropyl-2,6-diaminopurin
DAP — diaminopurin

GS-9191 — L-fenylalanin, N,N-[[[2-[2-amino-6-(cyklopropylamino)-9H-purin-9-
yl]etoxy]metyl]fosfinyliden]bis-, bis(2-metylpropyl)ester

GS-9219 — diethyl N,N’-[({2-[2-amino-6-(cyklopropylamino)-9H-purin-9-
yl]etoxy} metyl)fosfinyliden]di-L-alaninat

NHL — Non-Hodgkintiv lymfom

ERK — extracellular signal-regulated-kinase

JNK — c-Jun NH2-terminal kinase

SAPK - stress-activated protein kinase

TABI — transforming growth factor-f -activated protein kinase 1 (TAK)-binding
protein

TGF-B — transforming growth factor-f

TRAF — tumor necrosis factor receptor -associated factor

TNFR — tumor necrosis factor receptor

ASKT1 — apoptosis signal-regulating kinase-1

DAXX — a death-domain-associated protein

GADD - growth arrest and DNA damage-inducible
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PAK — P21-activated kinases

MLK — mixed-lineage kinase

MAPKAP K2 — MAP-kinase-activated protein kinase 2
HSP — heat shock protein

LSP — lymfocytarni specificky protein

PRAK — p38-regulated/activated protein kinase
MNK1 — MAP kinase-interacting kinase

CREB — cAMP responsive element binding protein
ATF — aktivaéni transkripéni faktor

ANF - atrial natriuretic factor

MEF — myocyte enhancer factor

CHOP — C/EBP homologni protein

PARP — poly(ADP-ribosa)polymerasa

TRAIL — TNF-related apoptosis inducing ligand
BCL — B-cell lymphoma protein

CPEC — cyklopentenylcytosin

siRNA — short interfering RNA

PVDF — polyvinylidendifluorid

SB203580 — (4-(4-fluorofenyl)-2-(4-metylsulfinylfenyl)-5-(4-pyridyl) 1H-imidazol)
PBS — phosphate buffered saline

PCR — polymerazova fetézova reakce

ACTB — gen pro B-aktin

SDS — dodecylsulfat sodny

BCA — kyselina bicinchoninova

TRIS — 2-amino-2hydroxymetylpropan

TEMED - tetrametyletylendiamin

AA — akrylamid

APS — persiran amonny

HPLC — high-performance liquid chromatography
p-p38 — fosforylovana p38 kinasa

p38 — celkova p38 kinasa
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K — kontrola
CI-PARP - stépeny PARP

Cl-Caspase 3 — stépend kaspasa 3
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