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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

angl. ATP binding casette, ATP vazebna kazeta
angl. apoptosis inducing factor
angl. apoptosis activating factor
angl. apurinic/apyrimidinic endonuclease 1
adenosintrifosfat
atypickd mnohocetna lékova rezistence
akutni lymfoidni leukémie
akutni lymfoidni leukémie nereagujici na 1é¢bu (non response)
akutni myeloidni leukemie
angl. Bcl-2- associated X protein
angl. B- cell lymphoma
B-glukuronidasa
angl. Bcl-2 homology
par bazi (base pair)
angl. caspase- activated deoxyribonuclease,
angl. cluster of differentiation, diferencia¢ni antigen
cyklin-dependentni kinasy
copy deoxyribonukleova kyselina
chronicka lymfoblasticka leukémie
chronicka myeloidni leukémie
angl. canalicular multispecific anion transporter
deoxyribonukleova kyselina
disodna sul kyseliny ethylendiaminotetraoctové, dihydrat
glyceraldehydfosfatdehydrogenasa
glutathion detoxika¢ni systém
glutathion
glutathion-S-transferasovy systém
hexadecylphosphocholin
kilodalton
angl. lung resistance related protein
mnohodCetna 1€kova resistence (multidrug resistance)
O°-methylguanine-DNA methyltransferasa
mnohoc¢etny myelom
angl. multidrug related protein
angl. major vault proteins
angl. nucleotide binding domains, nukleotid vazebné domény
neuroblastom
non-Hodgkintiv lymfom
nukleové kyseliny
poly (ADP-ribosa) polymeraza
fosfatovy pufr (phosphate buffer saline)
angl. polymerase chain reaction, polymerazova fetézova reakce
P glykoprotein
retinoblastoma protein
angl. permeability transition pore
retinoblastom
ribonukleova kyselina
rotations per minutes, otacky za minutu
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RT PCR angl. reverse transcription polymerase chain reaction, reverzni transkripce
s polymerazovou fetézovou reakci

TAP angl. transporter of antigenic peptides, ptena$eée antigennich peptidi
TBE pufr Tris-borat-EDTA
TI terapeuticky index

TMDs  angl. transmembrane domains, transmembranové domény
UNG uracil-N-glykosylaza



1. UVOD

Nadorova onemocnéni se stala v druhé poloviné 20. stoleti hned po traumatech
druhou nej¢astéjsi pri€¢inou umrti déti a mladistvych v primyslové vyspélych zemich.
Postupem ¢&asu se zjistilo, Ze se chovani nadorti u déti zna¢né lisi od nadort dospélych
a zaroven se zvysila uspé$nost jejich 1é€by.

Détska onkologie vznikla jako samostatny obor pfed vice nez 50 lety a dnes
se studiem této problematiky zabyvaji stovky pracovist’' po celém svété. Proti Sedesatym
létim, kdy se podafilo vylécit 3% déti se zhoubnymi nadory, dosahli 1ékaii dnes vice
nez 70% Gspé&inosti v 16&b& (KOUTECKY et al.1997).

SouCasné lécebné postupy zanechavaji pfi vyléeni pacienta trvalé nasledky.
Nové mozZnosti se oteviraji na poli molekularni biologie, ktera umoziiuje detailnéjsi
charakterizaci nadoru podle riznych biologickych markerd. Pomoci klinickych
a biologickych udaji 1ze pacienty rozlisit podle rizikovosti a vybirat dale terapii podle
téchto kritérii. Muze se zamezit zbytecnému ,,pfeléCovani“ pacienti s nizkym rizikem
a naopak u vysokorizikovych pacientd je moZné pouZzit intenzivnéjSi 1écbu napf.
imunoterapii ¢i genovou 1é€bu. Kromé toho je nezbytné zaméfit se na i na vznik 1ékové
rezistence tj. sledovat tyto markery (bohuZel zatim ne vSechny mechanismy jsou
prozkoumané a jasné) a testovat cytostatika in vitro (KRAL e al. 2000).

Cilem mé diplomové prace bylo zapojit se do vyzkumu l€kové rezistence
v laboratofich molekularni biologie a pritokové cytometrie kliniky détské onkologie pii
2. 1ékaiské fakulté a Fakultni nemocnici v Motole. Zaméfila jsem se na zavedeni nové
metodiky polymerazové fetézové reakce v realném d&ase s vyuZitim pfistroje ABI
PRISM® 7700 Sequence Detection System a po optimalizaci metodiky jsem méfila
expresi genl Bax a Bcl-2, které jsou jednou z pfi¢in lékové rezistence u détskych

nadoru.

Cile mé diplomové prace:

1. zavést a optimalizovat metodu PCR v realném case
2. provéfit citlivost a zhodnotit vyhody této metody pro pouZiti v praxi
3. zméfit a porovnat expresi genti Bax a Bcl-2 u riznych nadorovych linii

senzitivnich a rezistentnich k cytostatikim
4. zméfit expresi Bax a Bcl-2 u nenadorovych vzorki a vzorki pacientti

s nadorovym onemocnénim a vysledky porovnat s literaturou
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2. LITERARNI PREHLED

2.1. Obecna charakteristika mnohoc¢etné lékové rezistence (MDR)

Chemoterapie je zdkladnim nastrojem protinddorové 1éEby (spolu s operativni
lé€bou a radioterapii) a jako jedina se miZe uplatnit i u generalizovanych
a systémovych nadord. Cilem chemoterapie je vyvolat takové poskozeni buiiky, aby
v kone¢ném disledku doSlo k apoptoze tj. programované bunééné smrti. Apoptdza
je pfirozeny geneticky kontrolovany mechanismus, kterym se organismus zbavuje
poSkozenych bun¢k a pfedchazi tak vzniku mutant a potencidlné malignich bunék.
Nadorovy proces se rozviji v burikach, které jsou schopny poskozeni ptekonat,
vymknout se kontrole, neomezené proliferovat a Zit na ukor ostatnich.

Pti¢inou selhani protinadorové 1éCby je nejcastéji rezistence nadorovych bunék vici
ucinkiim cytotoxickych latek. Nadorové buiiky mohou vykazovat rezistenci jiz pfi prvni
l1écbe-rezistence prirozena (primarni). Druhym typem je rezistence ziskana
(sekundarni), ktera vznika v prib€hu cytostatické 1é€by, kdy se ptivodné citlivé buiiky
stavaji rezistentnimi a ucinnost 1écby se sniZuje. Zde je zpravidla nutné zmeénit
chemoterapeuticky rezim. Pokud pfi ztraté citlivosti vii€i jednomu pfipravku vznika
souasné rezistence na jind, Casto strukturné piibuzna cytostatika, jde o rezistenci
zkFiZenou (cross resistance). Rezistenci ke skupiné€ cytostatik li§icich se jak strukturné,
tak mechanismem u¢inku nazyvame mnohofetna lékova rezistence a oznacujeme
ji jako MDR (z anglického multidrug resistance) (ZUBERCOVA et al. 1998,
KODYKOVA et al. 2000) (viz. obr. 1, str.12)

MDR byla poprvé popsana vroce 1970 na bunééné linii izolované
z plic ¢inského kife€ka a na bunééné linii mysi leukémie P3884 (BIEDLER et al.1970).
V priubéhu dalsich let byly popsany mechanismy, kterymi nadorové buiiky odolavaji
chemoterapii, dale byla popsana cytostatika, ktera vyvolaji vznik MDR, ale i takova,
ktera nejenze MDR nevyvolaji, ale jsou u¢innd i u nadorovych bunék s MDR
fenotypem (NOSKOVA et al. 2000).

-11-
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Obr. 1. Schématické znazornéni mechanismu, které se podileji na vzniku mnohocetné 1ékové rezistence t).
lung resistance protein LRP, P-glykoprotein, multidrug resistance protein MRP, tumor supresory,

protoonkogeny, glutathion-detoxikaéni systém, zvySena aktivita reparadnich enzymu, proteiny rodiny
Bcl-2.
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2.2. Struény prehled mechanismi MDR

Mnohocetnou 1ékovou rezistenci muZeme rozdélit do 2 skupin. Typicka
(klasickd) MDR zahrnuje plisobeni membranového glykoproteinu P (Pgp), ktery
je produktem mdrl genu. Do atypické MDR (at-MDR) zahrnujeme viechny ostatni
mechanismy, na kterych se Pgp nepodili. Pro ucely klinické praxe nejsou dosud
k prekonani at-MDR k dispozici Zadné spolehlivé preparaty. Hlavnimi proteiny
ucastnicimi se at-MDR jsou: MRP (multidrug resistance associated protein), LRP (lung
resistance related protein) a p-isoforma glutathion-S-transferazy (GST-p).

Nejcastéji se pfi MDR uplatiiuje zvySené vylucovani cytostatik s vyuzitim
transmembranovych pfenaseci, které je odstrariuji z buriky. V dalsi ¢asti této prace jsou
mechanismy MDR rozdélené podle ucinkti nddorovych bunék na inhibici ptisobeni
cytostatik, kam patfi kromé transportnich pump také zmény v cytokinetice, sniZeni
koncentrace cilového enzymu, zmény exprese a aktivity proteind glutathionového
detoxika¢niho systému a proteini ucastnicich se kontrolnich mechanismii apoptozy
(STAVROVSKAYA 2000).

2.2.1. Rezistence zpiisobena sniZenou koncentraci cytostatik v buiice

Dostatecnd akumulace cytostatik uvnitf nadorové builkky je nezbytnd pro
efektivni chemoterapii. Ta mulZe byt naru$ena zvySenim metabolismu buriky,
nedostate¢nou permeabilitou membrany pro vstup cytostatika i jeho nizkou davkou.

V nadorové burice existuji faktory, které snizuji intracelularni koncentraci
cytostatik. U lidi bylo popsano 46 ABC (z angl. ATP binding cassette) ptenaSecu
lokalizovanych v cytoplazmé, jadru buiiky ¢i pfimo v bunéénych membranach, které
hraji dalezitou roli nejen v mnohocetné lékové rezistenci, ale i u cystické fibrozy,
u nékterych neurologickych poruch aj. VSechny ABC pfenaSece nesou minimalné dvé
nukleotid vazebné domény (NBDs-nucleotide bunding domains, nebo také ABC) a dvé
transmembranové domény (TMDs-transmembrane domains), které urcuji substratovou
specifitu. Zdrojem energie pro pienos pomoci ABC proteini je hydrolyza ATP
(CHANG 2003).

Nejstudovangj§im ABC pienaseCem je P-glykoprotein (Pgp) (JULIANO
a LING 1976). Transmembranovy P-glykoprotein (170 kDa) je kédovan genem mdr-1
lokalizovanym na chromozému 7 v oblasti 7q21.1 (HIROSE 2002). Tento protein

funguje jako ATP-dependentni pumpa, ktera udrZzuje intracelularni koncentraci
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cytostatika pod cytotoxickou urovni (BRADLEY et al. 1988). P-glykoprotein se
vyskytuje ve velké koncentraci v normalnich burikach jater, ledvin, tra¢niku, nadledvin
a slinivky, kde funguje jako ochrana proti pusobeni cytotoxickych chemikalii
obsazenych ve strav€é. Nizké hladiny Pgp byly nalezeny v kizi, svalech, nervovém
systému a v kostni dfeni (ALEXANDROVA 1998). Co se ty¢e patologického vyskytu,
nadmérna exprese Pgp byla nalezena ¢astéji v nadorech 1é¢enych cytostatiky. Vyjimkou
je zvySena exprese u nadort odvozenych od tkani s pfirozenym vyskytem Pgp. Rada
dalSich neptibuznych nadorti pochazejicich z tkani, které normalné neexprimuji Pgp,
vykazovala expresi tohoto proteinu (neuroblastom, CML, nadory plic, prsu, prostaty aj.)
(NOSKOVA et al. 2000). Studie na modelu détskych nadorti prokazala silnou vazbu
mezi expresi Pgp, neodpovidavosti na chemoterapii a kratsi délkou piezivani (ARCECI
1993).

Druhym vyznamnym pifenaSefem zrodiny ABC proteind je protein MRP1
(multidrug resistance protein, 190 kDa), ktery je fyziologicky exprimovan
na basolateralnich membranach hepatocyti. Gen pro MRP je lokalizovan na 16.
chromozému (16p13.1). MRP byl v buiikach nalezen v 6 formach (MRP 1-6), ale pouze
MRP1-3 maji vyznam pfi navozeni lékové rezistence. Dtlezitym rozdilem mezi MRP1
a Pgp je schopnost MRP1 transportovat lé¢iva z cytoplazmy (Pgp pouze z vnitini
vrstvy plazmatické membrany) a navic v kotransportu s glutathionem. Bylo prokazano,
Ze kooperace MRP a glutathion-S-trasferazy (GST) je nezbytna pro vyznamnou ochranu
buriky proti cytotoxicité a dokonalou ochranu nukleovych kyselin (MORROW et al.
1998, PAUMI et al. 2001)

Tfetim proteinem vyznamné pfispivajicim k MDR je LRP (lung resistance
protein, 110 kDa), ktery patti do rodiny tzv. major vaults proteins (MVP). Vaults jsou
duté ovalna ribonukleoproteinova téliska s komplexni, vysoce konzervativni strukturou,
jejichz funkce nebyla ani po 20 letech vyzkumu zcela vysvétlena, nicméné
se predpoklada jejich ucast na 1ékové rezistenci (van ZON et al. 2003, MOSSINK et al.
2003). Nachazeji se v jadfe a v cytoplazmatickych vezikulech, kde se ziejmé podili
na pfenosu latek dovnitt a vné buriky. Gen pro LRP je lokalizovan na 16. chromoz6ému
v oblasti 16pl11.2. Exprese LRP se béZzn€ vyskytuje ve tkanich s bohatou sekreci
a ve tkanich vystavenych toxickym latkam tj. buriky broncht, zaZivaciho traktu,
keratinocytii aj. Nadmémna exprese LRP se vyskytuje u akutni myeloidni leukémie
a ovarialniho karcinomu, pfi¢emz jeho vyskyt souvisi s chemorezistenci (NOSKOVA

et al. 2000). Ruzné studie ukazuji, Ze exprese LRP je u fady nadort silnym nezavislym
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prognostickym faktorem $patné odpovédi na chemoterapii a jejtho vysledku
(IZQUIERDO et al.1998)

2.2.2. Rezistence zpusobena inaktivaci cytostatik v metabolismu xenobiotik

Dal§im zplisobem vzniku rezistence muzZe byt inaktivace a detoxikace
cytostatik. K tomu jsou béZn€ v buiikach pfitomny enzymy, které veskeré latky télu cizi
tj. xenobiotika v prvni fazi hydroxyluji (pfipojeni OH skupiny). Katalytickou funkci zde
zastupuji enzymy zvané monooxygenazy neboli systém cytochromu P450. Ve druhé
fazi jsou hydroxylované slouceniny bud’ modifikovany metylaci (pfipojeni CHj
skupiny) nebo pfeménény na rizné polarni metabolity konjugaci s kyselinou
glukuronovou, sulfatem, acetatem nebo s glutathionem. Cilem obou fazi je zvysit
rozpustnost téchto latek ve vodé (polarnost) a usnadnit tak jejich vyloudeni
z organizmu. To je nezbytné zejména u silné hydrofobnich xenobiotik, ktera by se bez

tohoto systému mohla neomezené akumulovat v tkanich.

glutathion-S-transferazovy systém katalyzujici konjugaci xenobiotik s glutathionem
(MURRAY et al. 1998).

Glutathion-S-transferazovy systém (GST) tvoii rodina cytosolickych izoenzym
(fyzikaln¢ odlisné formy se stejnou katalytickou aktivitou) se schopnosti vazat velké
mnozstvi lipofilnich molekul a zaroveni katalyzovat konjugacéni reakci se silnym
nukleofilnim ¢inidlem, kterym je glutathion. Lidské GST izoenzymy se déli do ctyt
skupin: a, p, m a 0. Konjugat glutathionu s toxickou latkou je z bun¢k odstranén
specifickymi membranovymi pumpami, naptiklad MRP (viz. 2.2.1.) (MORROW et al.
1998, PAUMI et al.2001).

Aktivita glutathion detoxikaéniho systému (GDS) je zavisla na fadé enzymi,
které se podileji na regeneraci glutathionu, formaci konjugati glutathion-toxicka latka
a dalich upravéach t&chto konjugati (BOHACOVA et al. 2000). MDR fenotyp se proto
miZze vyskytovat i u bunék s nezménénou intracelularni koncentraci GST (MENG et al.
2001).

2.2.3. Rezistence zpiisobend zménami v molekularnim cili cytostatik

Specifickym mechanismem vzniku rezistence nadorovych bunék jsou

kvalitativni a kvantitativni zmény v ve funkci topoizomeraz tj. enzymu, které katalyzuji
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zmény v topologii DNA a tim v tzv. &isle vinuti (celkovy pocet zavith ¢i prekfiZeni
jednoho fetézce druhym). Na vzniku této rezistence se podili i mutace v kédujici oblasti
geni pro topoizomerazy (MAO et al. 1999).

Existuji dva typy enzymi pro urCovani topologie DNA: Topoizomerdzy I
zpusobuji jednofetézcové zlomy v DNA a pfemistuji neporuSeny fetézec ptes zlom
protilehlého fetézcem, ¢imZ mohou relaxovat kladnou i zapornou nadSroubovici. Ke své
enzymatické aktivité nevyZaduji ATP a jejich funkce je spojena také s helikazovou
aktivitou, ktera je nezbytna pfi iniciaci replikace a transkripce.

Topoizomerazy 1I. vytvateji dvoufetézcové zlomy ve vldknech DNA
a pfemistuji neporuSenou DNA pfes zlomy obou fetézci protilehlé dvousroubovice.
Uplatiiuji se zejména pifi rychlé proliferaci bunék (ROTHENBERG 1997). Jde
homodimemi proteiny vyskytujici se ve dvou izoformach o a B, které jsou kédovany
odliSnymi geny a ke své aktivité vyZaduji ATP.

Topoizomerazy mohou relaxovat pozitivni i negativni nadotaéky nebo je naopak
vytvaret. Jsou asociovany s jadernou matrix a hraji duleZitou roli jak pf#i replikaci,
transkripci a rekombinaci DNA, dekatenaci dcefinnych molekul, oddélovani chromatid
a segregaci chromosomut v mitose, tak i pfi tvorbé chromatinové struktury (POLJAK
a KAS 1995, KODYKOVA a KREJSEK 2000). Nezbytnost téchto enzymd je zfejma
a proto jakakoliv zména v jejich koncentraci, aktivité ¢i mechanismu ucinku vede
k zasahim do dileZitych bunéénych pochodii. Proti topoizomerazam jsou zaméfena
rizna cytostatika, ktera naptiklad stabilizuji $t€pny komplex a tim inhibuji opétovné
spojeni roz§t€pené DNA. Dochézi tak k interferenci téchto latek s bunéénymi pochody
jako je replikace a transkripce a se indukuje apoptéza (SHIOTANI a ASHIDA 2004).
Mezi inhibitory topoizomerazy 1. patii kamptotecin (WALL M. et al. 1966) a jeho
analogy topotekan a irinotekan. V ptitomnosti kamptotecinu §t€pi topoizomeraza I. na
guanin bohaté useky, zejména telomery, ¢imz ptispiva k apoptoze (KANG et al. 2004).
Aktivitu topoizomerazy II. ovliviiuji latky patfici mezi tzv. ,katalytické inhibitory®,
které piasobi cytotoxicky inhibici enzymu tak, Ze inhibuji ATPazové aktivity
topoizomerazy II. napf. merbarone. K inhibitorim topoizomeraz II. vznikd mnohocetna
lékova rezistence, u topoizomeraz I. nevznika, ale rezistence se miZe vyvinout
zvySenim aktivity reparanich enzymt, které zlomy zplsobené topoizomerazou I.
opravi (KLENER 1998). Tvorba §té¢pného komplexu a nasledna odpovéd’ na DNA léze
je zavisla na souhfe mezi enzymem, DNA a cytostatikem. Inhibitory topoizomerazy II.
a jejich cytotoxicky efekt jsou zavislé na aktivit¢ a kvantit€¢ tohoto enzymu.

V souvislosti se ziskanou rezistenci k inhibitorim topoizomerazy se nejastéji uvadi
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sniZena koncentrace téchto enzymti.. Navic se na vzniku chemorezistence podili i
epigenetické faktory jako napf. amplifikace genu pro topoizomerdzu II., sniZena i
zvySena exprese topoizomerazy II. (CARDOSO et al. 2004), zvySena degradace
proteinu aj. (KODYKOVA et al. 2000, PESSINA et al. 2001).

2.2.4. Rezistence zpusobena zménami v regulaci buné&ného cyklu

Eukaryotické buiiky prochazi bunéénym cyklem, béhem kterého se chromozomy
butiky zduplikuji a segreguji do dvou dcefinych buné€k. Jeho regulace je kritickym
bodem pro normalni vyvoj mnohobunééného organismu. Ztrata kontroly bunééného
cyklu vede ke vzniku nadorového bujeni. Bunétny cyklus je regulovan mnoha
proteiny, které musi precizné zajistit souslednost déju a spravné stfidani jednotlivych
fazi. Kontrolni body v prib&hu cyklu slouZi jako rozhrani mezi jednotlivymi fazemi,
ve kterych jsou zrevidovany jiz prob&hnuvsi udélosti, aby builka mohla postoupit do
dalsi faze. V ptipad€, Ze se objevi néjaké odchylky, buiika vyda signal k zamezeni
vstupu do nasledujici faze.

Hlavni ulohu zde hraje malé mnoZstvi heterodimernich proteinkinaz, které nesou
regulaéni podjednotku (cykliny) a katalytickou podjednotku (cyklin-dependentni
kinazy). Podileji se na regulaci tak, Ze fosforyluji proteiny bunééného cyklu, ¢imz
je aktivuji nebo inhibuji. V naddorovych burikach jsou ¢asto k poSkozeny geny ucastnici
se regulace bunééného cyklu (napf. tumor supresorové geny). To zvysi aktivitu cyklin-
dependentnich proteinkinaz (cdc) a vyvola nekontrolovanou proliferaci (KODYKOVA
a KREJSEK 2000).

Piikladem muliZe byt tetramerni protein p53, ktery se aktivuje poSkozenim DNA.
Gen pro protein p53 je lokalizovan na chromosomu 17 (p13.1) a je jednim z kli¢ovych
tumorsupresorovych gent, protoZe jeho mutace se vyskytuje u vice nez 50% lidskych
zhoubnych nadoru. Inaktivace €i ztrata p53 vede ke genomové nestabilité, sniZeni
indukce apoptézy (KESHELAVA et al. 2001, SIMIN et al. 2004, TAKATOSHI et al.
2004) a vjejich disledku k akumulaci mnohocetnych mutaci vedoucich pfes
transformaci aZ k nddorovému bujeni.

Tento protein je dulezity kontrolni bod pii pfechodu bunék z G, faze do S faze.
Intaktni p53 plisobi jako transkripéni faktor cdc-inhibitoru p21 (produkt genu wafl),
ktery se vaze na komplex cdc-cyklin, inaktivuje ho a zajisti tak setrvani buriky v G, fazi.
Pfi po§kozeni DNA protein p53 zabrani vstupu bun€k do S faze, dokud neni opravena a

hladiny proteinti p53 a p21 se nesniZi. V mnoha burikach snizuje protein p53 prah

-17-



nutny k indukci apoptdézy tim, Ze aktivuje proteiny, které se na tomto procesu podili
(LOWE et al. 1993).

Dals§im nadorovym supresorem je Rb protein (pRb, produkt genu rb). Gen pro
Rb protein je lokalizovin na chromozému 17 (13ql4). Aberantni forma pRb
se vyskytuje u mnoha lidskych malignit. Protein Rb hraje kli¢ovou roli v bunééném
cyklu. Jakmile buiika pfechazi z Go nebo G1 faze a vstupuje do S faze, funguje pRb
jako negativni regulator (SIMIN et al. 2004). Tento protein se vyskytuje v jadfe ve dvou
formach tj. hyperfosforylovany (inaktivni) a hypofosforylovany (aktivni).
Hypofosforylovany Rb véaze proteiny E2F, coz jsou transkripéni faktory, které se touto
vazbou méni z aktivatori na represory promotoru gend, jejichZ produkty jsou nutné pro
vstup do S-faize (ROSYPAL 1999). Protein Rb navic interreaguje s deacetylazovym
systétmem histoni. Deacetylaci se DNA stava nepfistupnd pro transkripéni faktory,
protoZe histony jsou pevné navazany kladné nabitymi lysiny k jejim zaporné nabitym
skupinam (BREHM et al. 1998). Pokud je ale protein Rb nadmémé fosforylovan
naptiklad ze strany deregulovanych cdc, zvysi se uvolfiovani vazanych transkripénich
faktorti E2F, které spusti expresi dalSich geni (i protoonkogent jako c-fos a c-jun), coZ
vede k pfechodu z G; do S faze a tim k nadmérné proliferaci.

Zmény cytokinetiky zplisobené hromadénim nadorovych bunék v Gy fazi mohou
také souviset s rezistenci buné€k k cytostatikiim, protoZe v tomto stadiu jsou buriky
k fad€¢ cytostatik necitlivé. Vzhledem ktomu, Ze vétSina cytostatik pisobi pouze
v nékterych fazich (tzv. fazové specificka), kaZzda zména v zastoupeni fazi se projevi

zménami citlivosti k cytostatikiim (KODYKOVA a KREJSEK 2000).
2.2.5. Rezistence zpiisobena zvySenou schopnosti reparace DNA

Propojeni mezi poskozenim DNA a jeji opravou, vedouci ke kancerogenezi,
se potvrdilo zjisténim, Ze vSechny znamé kancerogeny jsou zaroveii mutageny
tj. zpusobujici zmény v sekvencich DNA. Kromé chemickych latek jde také o UV
a ionizujici zafeni.

Poskozeni DNA mohou mit ale také pfirozenéjsi pfi¢inu. Jde o polymerazy,
které béZzn¢ zafazuji pfi replikaci na 10 000 pard bazi jednu nespravnou. Proto i tento
enzym musi nést opravnou tzv. proofreading aktivitu, ktera zajisti opravu bez které
replikace nemtiZze pokracovat. Stejné tak je nutné zajistit zastaveni replikace a opravit
DNA poskozenou radiaci a kancerogeny. K tomu maji Zivo€isné burky jiz dfive

zminény systém kontroly zahrnujici proteiny jako p53, ktery zajisti zastaveni bunéného
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cyklu v G, fazi a zabrani tak akumulaci mutaci. Buiiky, které neprodukuji funkéni p53,
vykazuji vy$8i vyskyt mutaci vedouci az ke vzniku nadort.

Spojeni kancerogeneze s poS$kozenym reparaénim mechanismem lze jasné
vysledovat u lidi s dédi€nymi genetickymi defekty, u nichz se vyskytuje zvySena
pravdépodobnost vzniku nadorového bujeni. Jedno ztakovych poskozeni nese
xeroderma pigmentosum, onemocnéni, pfi kterém je nefunkéni opravny mechanismus
pro DNA poskozenou UV zafenim, protoZe je mutovan gen pro excizni reparaci. Pokud
je kize jedincu s touto deficienci vystavena UV zafeni, vyviji se u nich velmi ¢asto
koZni karcinomy a melanomy. (LODISH et al. 2001).

V jinych ptipadech maligni buiiky vykazuji naopak zvySenou aktivitu reparace
(MAJSTEREK et al. 2004). Pak je vhodné zaméfit cytostatika na poskozeni funkce
enzyml uCastnicich se oprav DNA, coZz muze byt jednim z efektivnich pfistupt
k ptekonani tohoto typu rezistence.

Dilezitou roli v opravnych procesech hraji DNA nukledzy, které $tépi
fosfodiesterovou vazbu mezi deoxyribézou a fosfaitovym zbytkem, ¢imZ produkuji
5" koncovy fosfat a 3" koncovy hydroxyl. Exonukleazy $t€pi nukleotidy na 5'nebo
3" konci, endonukledzy S$té€pi specifickd vnitini mista na DNA (MARTI a FLECK
2004).

Z hlediska vysledku reparaéniho procesu se dé€li opravné mechanismy
na 3 skupiny:

1) ,, mismatch repair*- tento zplisob opravy nastupuje ihned po syntéze DNA,
pfi¢emZ vyuZiva rodiCovské vlakno jako templat k nahrazeni nespravného nukleotidu
v nové syntetizovaném vlakné. Této opravy se ucastni napt. DNA polymeraza lambda
(GARCIA-DIAZ et al. 2004).

2) excizni reparace (base excision repair, nucleotide excision repair)- je
opravny mechanismus, pfi kterém dojde k vyStipnuti poSkozené oblasti systémem
specifickych nukleaz a poté k jejimu dosyntetizovani. Vyznamnou roli zde hraje
endonukleaza APE-1 (apurinic/apyrimidinic endonuclease 1), ktera odst€pi chybnou
bazi, vytvoii tak 5'-konec a umozni dosyntetizovani mezery pomoci DNA polymerazy
beta. Dal§im  dblezitym opravnym enzymem je  O(6-)methylguanin-
DNAmethyltransferaza (MGMT), ktera je zodpovédna za odstratiovani alkylovanych
bazi produkovanych nékterymi karcinogeny, zejména O°-methylguaninu, pfenosem
alkylu na své aminokyselinové zbytky (ISHIKAWA et al. 2004).

3) oprava zlomu v dvouietézcové DNA- tyto zlomy vzniknou v piipad¢,

Ze buiika toleruje poskozeni matricového fetézce pfi replikaci vytvofenim mezery
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v dcefinném vlakn€. K opravé takového zlomu je nutny Ku protein, ktery svou
helikazovou aktivitou rozvolni konec DNA a umozni tak parovani této molekuly s jinou
DNA, ktera nese mikrohomologni oblast. Nesparované nukleotidy jsou odstranény
a volné konce obou DNA propojeny ligaci. Toto je piiklad, jak mlZe opravny

mechanismus diky ztraté n€kolika nukleotidl vytvofit mutaci (LODISH et al. 2000).
2.2.6. Rezistence zpiisobena zménami v procesech vedoucich k apoptéze

Posledni dosud zjist€ény MDR fenotyp vykazuji buiiky se zménami v expresi
proteinii souvisejicich s apoptézou (viz. dale 1.2 ). Programovania bunéna smrt-
apoptoza je fyziologicky proces, ktery hraje hlavni roli v regulaci homeostaze tkani,
v ontogenetickych procesech pfi morfogenezi, u€astni se regulace imunitni odpovédi
a uplatiiuje se u rezistence na protinadorovou terapii u nékterych nadorovych
onemocnéni. MuZze byt indukovana jak fyziologicky, tak exogennimi podnéty
a zahmuje slozité regulovanou sit’ vztahli, na které se podili fada enzymi, proteint
a dal§ich molekul. Externi signdl mtze byt do buiiky pfenesen vazbou ligandu
na specificky povrchovy receptor, ktery je tvofen tzv. ,, death domain“ (smrtici
doména). Jejim prostfednictvim signal vstupuje do nitrobunééného prostoru a spousti
slozitou kaskddu, ktera v kone¢ném duisledku vede k bunéfné smrti. Na regulaci
apoptozy se podili fada genti kédujicich proapoptotické a antiapoptotické proteiny jako
napiiklad Bcl-2, Bel-X;, Bax, Bad a dal§i. Nedavné studie ukazaly, Ze defekty
v apoptotické draze jsou diilezité nejen pti vzniku nadori, ale také v odpovédi na jejich
lécbu. NeEkterd cytostatika totiz ucinkuji tak, Ze navozuji apoptézu, proto nadmérna
exprese napf. Bcl-xp nebo Bcl-2 miize navodit rezistenci vici protinddorové terapii.
Znalost genti zahrnutych do regulace apoptdzy, jejich alterace a v disledku toho
zvySend ¢i naopak sniZend exprese apoptotickych proteinti, které se objevuji v mnoha
typech nadorovych onemocnéni, zadina byt duleZitou prognostickou informaci pro
rozhodnuti o zpusobu 1é¢by. Cilem této prace bylo studium zvySené exprese proteint
Bcl-2 a Bax a jeji vliv na vznik mnohocetné 1ékové rezistence u nadort détského veku.
Existuje piedstava, Ze nékteré formy chemorezistence napf. u leukémii zacinaji tak, Ze
nadorové buriky Uspé$né obchazeji apoptézu a Bcl-2 muzZe hrat roli vtomto defektu
(KODYKOVA et al. 2000, DURRIEU et al.1999). Tato prace je zam&fena na hledani a
prikaz obdobného mechanismu i u solidnich nadord détského veéku jako je

neuroblastom, Ewingliv sarkom, non-Hodgkintv lymfom aj.
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2.3. Programovana bunécna smrt (apoptoza)

Programovana bunééna smrt predstavuje centralni mechanismus, ktery se podili
na eliminaci nadbyte¢nych nebo potencialné nebezpecnych bunék. Bunéfné interakce
reguluji smrt buiikky dvémi zcela odli§nymi cestami. VétSina bunék v mnohobunééném
organismu je zavisla na signalech, které jim umozni zlstat naZivu. Jejich nepfitomnost
aktivuje ,,sebevrazedny* program. V jiném kontextu, zahrnujicim imunitni systém,
mohou specifické signaly indukovat také ,vraZedny“ program pro zabiti buiky.
Nicméné€ at’ uZ burika spachd sebevrazdu pro nedostatek signald pro pieZiti nebo
je zabita prostfednictvim signalti od jinych bunék, bunééna smrt je zprostiedkovana
spole¢nou molekularni cestou.

Odstranéni bun€k cestou programované bunééné smrti je provazeno fadou dobie
definovanych morfologickych zmén, obecné ozna¢ovanych jako apoptéza (KERR et al.
1972). Jde o vysoce organizovany proces (GERSHESON a ROTELLO 1992), ktery
je geneticky fizeny a vyZaduje pfisun energie (pfevazné ve formé ATP) (EVAN
et al.1995). V pribéhu apoptézy dochazi kromé specifické exprese ke zménam
na urovni membran, mitochondrii a DNA. Umirajici burika se deformuje, dochazi
ke kondenzaci, fragmentaci a poté kuvolnéni malych, membranov€ vézanych
apoptotickych télisek, ktera jsou fagocytovana jinymi buiikkami. Dulezité je,
Ze nedochazi k uvolnéni intracelularnich komponent do extracelularniho prostoru a tim

k vyvolani zanétlivych procesi jako je tomu u nekrézy (STELLER et al. 1995).

2.3.1. Indukce apoptozy

Proces apoptdozy mizeme rozdélit na tfi faze: iniciacni, efektorovou
a degradacni. (KROEMER et al. 1995). Inicia¢ni faze zahrnuje pfijeti a zpracovani
apoptotického signalu, bud’ interniho nebo externiho.

Interni signal zajisti komplex proteinu Apaf-1 (apoptosis activating factor)
a kaspazy 9, ktery se vaze na protein Bcl-2 (viz. dale) na povrchu buriky. Trimer
Bcl-2/Apaf-1/kaspaza 9 byl prozatim nazvan apoptozém (TSUJIMOTO 1998).

K externi aktivaci apoptézy dochazi pomoci integralnich membranovych
proteini Fas a TNF receptoru, jejichZ receptorové domény jsou vystaveny na povrchu
buriky. Vazbou komplementarnich proteinii (FasL resp. TNF) se pienese signal do
cytoplazmy, kde se aktivuje kaspaza 8 (DUBSKA a SHEARD 2003). Tato driha se

vyznacéuje zkracenou efektorovou fazi, protoZe se na ni nepodili proteiny rodiny Bcl-2
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a kaspazy se bezprostfedné aktivuji cestou intracelularni doména-kaspaza. Mezi dalsi
induktory apoptézy patéi rizné vnéj§i faktory (ionizujici zéfeni, toxické latky)
v podprahovych hodnotach, které pfi prekroceni prahové hodnoty maji za nasledek
nefyziologickou smrt buiiky (nekréza). Jednim z hlavnich signali v disledku poSkozeni
DNA je aktivace proteinu p53, ktery je povaZovan za ,,strazce* genomu (LANE 1992,
THOMPSON 1995).

2.3.2. Efektorova faze apoptozy

Efektorova faze je souhrnem interakci, které dale uréuji osud buiiky po pfijeti
apoptotického signalu. Tuto fazi si 1ze ptedstavit jako aktivaéni kaskadu fady proteind
pisobicich na rizné cilové struktury.

Vyvrcholenim efektorové faze je aktivace tzv. apoptotickych exekutorti — kaspaz
(caspase = cystein aspartase) (MIGNOTTE a VAYSSIERE 1998). Kaspazy tvofi
rodinu cytoplasmatickych cysteinovych protedz, které jsou syntetizovany jako
proenzymy a aktivuji se hydrolyzou. St&pi proteiny za zbytkem kyseliny asparagové.
Vzajemnou aktivaci kaspaz vznika kaskada proteolytické aktivity degradujici strukturni
proteiny v cytoplazmé a chromozomalni DNA, ktera vyvola smrt buiiky. Vyznamnou
roli v priibéhu apoptozy hraji proteiny rodiny Bcl-2, které se podileji na rozhodovani o
tom, zda burika podstoupi apoptézu ¢i nikoliv (KROEMER et al. 1995). Na trovni
téchto proteinti se integruji externi a interni signaly.

Dulezitym momentem v apoptotické draze je otevieni specifickych kanali mezi
vngj§i a vnitfni mitochondridlni membrénou, &imZ se porusi transmembranovy
potencial. Tyto kandly se nazyvaji PTP (permeability transition pore ). PTP jsou
multiproteinové komplexy, které jsou propustné pro molekuly do velikosti 1,5 kDa
(BERNARDI et al. 1994, ZORATTI a SZABO 1995), nicméné jejich molekularni
podstata neni zatim zcela jasna (KROEMER et al. 1998, ZAMZAMI et al.1998).

Otevieni PT pért je prvnim krokem k aktivaci kaspaz. Dochazi k uvolnéni
cytochromu ¢ z mitochondrii, ktery v pfitomnosti ATP aktivuje protein Apaf-1.Tento
komplex se vaZe na prokaspazu 9, ¢imZ indukuje jeji $t€peni a tim i aktivaci kaspazy 9
(LI et al. 1997). Kaspaza 9 §tépi cilové substrity (PARP, DNA-dependentni
proteinkinazy, Ul-nukleoprotein, nuklearni laminy, aktin, keratin) a zéroveil aktivuje
dalsi kaspazy (KROEMER 1997).

Proteiny rodiny Bcl-2 se vyrazné podileji na tomto procesu. Bcl-2 a Bel-x,, brani

otevieni PT pdéri a uvolnéni cytochromu c¢ 2z mezimembranového prostoru
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do cytoplazmy (LIU et al. 1996, KLUCK et al. 1997). Naproti tomu Bax protein
zvySuje propustnost PT pért a plisobi jako induktor uvolnéni cytochromu ¢ (GREEN a
REED 1998).

Bcl-2 a Bel-xp mohou vazat protein Apaf-1, ¢imZ znemozni tvorbu apoptozému
a nasledné aktivaci kaspaz (CHENG et al.1996, THORNBERRY a LAZEBNIK 1998).
Na druhé strané proteiny z podrodiny Bax a zpodrodiny BH3 umoziiuji aktivni
pusobeni Apaf-1 proteinu. V disledku heterodimerizace (viz dale kapitola 2.4.3.) mezi
antiapoptotickymi a proapoptotickymi proteiny je protein Apaf-1 uvolnén z vazby, ktera
ho blokuje a je schopen plnit svoji funkci (ZHOU et al. 1997).

2.3.3. Degradaéni faze apoptozy

K vlastni realizaci apoptézy dochazi v jeji degrada¢ni fazi, tedy v okamZiku
aktivace kaspaz. Mezi jejich cile patii mimo jiné: proteiny metabolismu nukleovych
kyselin, komponenty cytoskeletu a nukleoskeletu (aktin, lamin). Degrada¢ni faze
apoptdzy konc¢i morfologicky specifickou destrukci buiiky. Vysledkem tohoto procesu
je vznik membranové€ ohraniéenych vezikull (tzv. apoptotickych télisek), které obsahuji
fragmenty jaderného materialu, zbytky cytoplasmy a organely. Apoptoticka téliska jsou
obvykle odstranéna fagocytdzou, kterou provadéji sousedni (Zivé) buriky.

Plazmatickd membrana zlistava v prubéhu celé apoptosy intaktni (WYLLIE
et al. 1980), buikka se vSak postupné kondenzuje. Mitochondrie se vyrazné
morfologicky neméni, ztraceji vSak svoji funkci.

Charakteristickym znakem apoptosy je fragmentace DNA. Dochazi k ni zahy po
aktivaci kaspazové kaskady, kdy je aktivovana kromé Dnaz zvanych CAD (caspase-
activated deoxyribonuclease) také Caz’L/Mngr dependentni endonukleaza, které spolecné
St€épi DNA mezi nukleozomy na fragmenty o velikosti 200 bp (OBERHAMMER
et al.1993).

2.4. Proteiny rodiny Bcl-2

Bcl-2 protein (TSUJIMOTO et al. 1984) byl puvodné identifikovan jako
onkoprotein se zvy$enou expresi u lidského folikularniho lymfomu odvozeného
od lymfocytti B fady (odtud nazev Bcl-2- B-cell lymphoma) (BAKHSHI et al. 1985,
CLEARY a SKLAR 1985, TSUJIMOTO et al. 1985, TSUJIIMOTO a CROCE 1986).
Bcl-2 protein je produktem bcl-2 protoonkogenu (230 kbp), ktery byl objeven
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v souvislosti s translokaci t(14;18). Ta se hojn¢ vyskytuje u folikularich
non-Hodgkinovych lymfomi a mén¢ &asto i u chronické lymfoproliferativni choroby,
mnoho&etného myelomu a difizniho velkobun&éného lymfomu (GAIDANO 1997,
GORDON 2000). Jeho hlavni funkce spo¢iva v inhibici apopt6zy a prodluZovani Zivota
buiiky jejim pfechodem na rozhrani Go/G; fazi buné¢ného cyklu (MARTIN et al.
2003).

Protein Bcl-2 a jemu strukturné podobné proteiny patfi mezi kliCové regulatory
apoptézy. Hraji nezastupitelnou roli v efektorové fazi, kde rozhoduji o tom, jakym
zpusobem butika odpovi na apoptotické signaly (KROEMER 1997).

Proteiny rodiny Bcl-2 piisobi bud’ antiapoptoticky (Bcl-2, Bcl-x;, Bel-w, Bfl-1,
Brag-1, Mcl-1, A1) nebo proapoptoticky ( Bax, Bak, Bok, Bad, Bid, BIk, Hrk) (YANG
a KORSMEYER 1996).

2.4.1. Struktura proteini rodiny Bcl-2

VSechny proteiny Bcl-2 nesou v ramci své
struktury alespoii jeden konzervativni motiv
ozna¢ovany jako BH doména (Bcl-2 homology
domain). RozliSujeme &tyti typy BH domén, BH1
aZ BH4. Proteiny rodiny Bcl-2 je moZné rozdélit
do tH podrodin v zavislosti na strukturni
homologii a funkci jednotlivych proteini. Bcl-2
podrodina (1) zahrnuje proteiny Bcl-2, Bel-xL a
Bcl-w, které vykazuji antiapoptotickou aktivitu a nesou vSechny &tyfi BH domény.

Vétsina proteini této podrodiny nese na svém C-konci rovnéZ transmembranovou (TM)
doménu (TSUJIMOTO a CROCE 1986, FANG et al. 1994, CORY 1995).

Clenové podrodiny Bax (2) vykazuji proapoptotickou aktivitu. Patfi sem
proteiny Bax, Bak a Bok, které ve své struktufe maji zastoupeny domény BH1, BH2,
BH3 transmembranovou doménu. Proteiny BH3 podrodiny (3), kam patfi proteiny Bik,
Bid aj., vykazuji proapoptotickou aktivitu a nesou pouze BH3 doménu (CHITTENDEN
et al. 1995).

Kli¢ovy pohled do molekularni podstaty mechanismi regulujicich bun&nou
smrt poskytly genetické studie hlista Caenorhabditis elegans. Zjistilo se, Ze tento hlist
produkuje membranovy protein Ced-9, ktery vykazuje strukturni homologii s proteinem
Bcl-2 a pini stejnou protiapoptotickou funkci (STELLER 1995, HALE et a. 1996).
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2.4.2. Lokalizace proteint rodiny Bcl-2

Protein Bcl-2 je integralni membranovy protein o molekulové hmotnosti
26 kDa, ktery se vyskytuje pfirozené na vnitini (HOCKENBERY et al. 1990) a vnéjsi
membrané& mitochondrii (YANG a KORSMEYER 1996), endoplasmatickém retikulu a
na jaderné membrané. Stejnou lokalizaci vykazuje i1 protein Bcl-x;. Pro membranovou
lokalizaci je nezbytna pfitomnost transmembranové domény, nicméné absence této
domény nema u Bcl-2 vliv na jeho funkci (NGUYEN 1994).

Protein Bax se pfed piijetim apoptotického signalu burikou nachazi v cytosolu.
Po indukci apoptézy se presouvd do mitochondrialni membrany ( HSU et al. 1997,
ZHANG et al. 1998).

2.4.3. Homodimerizace a heterodimerizace

Vyznamnym rysem proteind rodiny Bcl-2 je jejich schopnost vytvafet
homodimery a heterodimery prostiednictvim svych BH domén (OLTVALI et al. 1993).
K vazbé€ dochazi prostfednictvim BH3 domény proapoptotického proteinu, ktera se vaze
do hydrofobni kapsy tvofené doménami BH1, BH2 a BH3 antiapoptotického proteinu
napi. Bcl-2 (SATTLER et al. 1997), ¢imZ je zruSena antiapoptoticka funkce daného
proteinu  (CONRADT a HORVITZ 1998). BH4 doména je nezbytna pro
antiapoptotickou aktivitu, BH3 doména naopak pro proapoptotickou funkci. V ptipadé
heterodimerizace pak pomér mezi antiapoptotickymi a proapoptotickymi proteiny
do uréité miry rozhoduje, jakym zpilsobem burika odpovi na apoptoticky signal
(OLTVAI et al. 1993). Nicméné se piedpoklada, Ze nékteré proteiny se mohou podilet
na regulaci apoptdzy nezavisle na ostatnich (KNUDSON a KORSMEYER 1997). Jde o
moznou tvorbu iontovych kanald v lipidické membrané obdobn€ jako je tomu u
nékterych bakterialnich toxint (diphteria, koliciny) (ANTONSSON et al. 1997, MINN
et al. 1997, SCHENDEL et al.1997, SCHLESINGER et al. 1997), tato moznost ale

jesté€ nebyla potvrzena v in vivo systému.
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Obr.2. Proteiny rodiny Bcl-2 sdileji nékteré z transmembranovych domén. Podle jejich uspotadani se déli
do t podrodin: podrodina antiapoptotickych proteini Bcl-2 (napf. Bcl-2, Bel-xiaj.) a dvé podrodiny
proapoptotickych proteinii Bax a podrodina BH3 (napt. Bax, Bid, Bik aj.).

2.4.4. Regulace aktivity proteini rodiny Bcl-2

Aktivita proteinti rodiny Bcl-2 miZe byt regulovana (1) zménou exprese geni
kodujicich pfislusné proteiny, (2) posttranslatni modifikaci samotnych proteint, (3)
prostfednictvim jinych proteint.

Je znamo, Ze zvySena exprese antiapoptotickych proteini (Bcl-x;, Bcl-2) miZe
zpisobit rezistenci nadorovych bun€k kindukci apoptézy, na druhé strané
proapoptotické proteiny této rodiny (Bax, Bad, Bak, Bcl-xs) mohou zvysit citlivost
bunék na apoptotické podnéty (REED 1997).

Protein p53 se také podili na regulaci exprese proteini rodiny Bcl-2. Tento
jaderny protein pusobi jako transkripéni faktor a je aktivovan pfi poskozeni DNA.
Aktivovany p53 zvySuje expresi Bax a zaroveni sniZuje expresi Bcl-2 (HALDAR et al.
1994, SELVAKUMARAN et al.1994).

Proteiny Bcl-2 rodiny mohou byt ovlivilovany také posttranslaénimi
modifikacemi. Jednou z moZnych modifikaci je fosforylace serinovych a threoninovych
zbytkl téchto proteint.. Fosforylace na Ser70 u proteinu Bcl-2 je nezbytna pro jeho
protiapoptotickou funkci (ITO et al.1997). Hyperfosforylace Bcl-2 indukovana
cytostatiky narulujicimi cytoskelet inhibuje jeho antiapoptotickou aktivitu. Jednou
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z piiéin miZe byt ztrata schopnosti vazat protein Bax a neutralizovat tak jeho funkci
(SRIVASTAVA et al. 1998). Naopak v dusledku uplné defosforylace Bcl-2 dochézi
k vazbé ubiquitinu na tento protein, coZ vede kjeho degradaci v proteazomu
(DIMMELER et al.1999). Fosforylace proteini z podrodiny BH3 je inaktivuje, protoze
brani jejich heterodimerizaci (ZHA et al. 1996).

Jinou moznosti modifikace je $t€peni proteintl rodiny Bcl-2 riznymi proteazami.
Antiapoptoticka aktivita Bcl-2 a Bcl-x;, mizZe byt regulovana kaspazami (CHENG et al.
1997, CLEM et al.1998), které $t€pi v oblasti smycek a §t€pené produkty se stavaji
proapoptotickymi.

Také proteiny bez Bcl-2 homologie mohou vyrazné prispét k regulaci aktivity
apoptotickych proteini. Jednim z nich je protein Bag-1, ktery je schopen vytvaiet
s Bcl-2 heterodimery a zvySovat tak jeho aktivitu. (TAKAYAMA et al. 1995,
BARDELLI 1996).
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2.5. Diagnostika metodou Q RT PCR

2.5.1. Historicky vyvoj Q RT PCR metodiky

Retézova polymerazovéa reakce-PCR (SAIKI 1985) slouZi k cilené amplifikaci
kratkého ftetézce DNA. Jeji podstatou je tfifizova syntéza DNA podle templatu,
zajisténa termostabilni DNA polymerazou. Reakce probiha podél viakna DNA od mista,
kde hybridizuje primer. Sekvence obou primert zaji§tuje specificitu reakce. Jednotlivé
faze probihaji podle teploty, ktera je pro ptisluSnou fazi reakce optimalni (denaturace
DNA 95°C, hybridizace primeri 40-60 °C podle sekvence, syntéza DNA 72°C),
a cyklicky se opakuji 25-40x.

Konstrukce systému ,real-time* (HIGUCHI et al. 1992,1993) umoznila sledovat
akumulaci produkti PCR s vyuZitim interkalace ethidium bromidu. Ta byla pod
kontrolou pocitadem Fizené chlazené CCD kamery, ktera po ozafeni vzorkd UV svétlem
zaznamenavala narist fluorescence. Vynesenim zavislosti vzestupu fluorescence versus
pocet cykli byly ziskany informace o prib&hu PCR . To byl zasadni rozdil oproti b&zné
PCR, kde ziskdme hodnoty akumulace aZz po prob&hnuti fixné€ zadanych poétd
cykli.Vzhledem ktomu, Ze pfi pouziti ethidium bromidu generovaly signal
i nespecifické produkty bylo od této metody upusténo.

HOLLAND et al. (1991) prvni demonstroval pokus, pfi kterém doslo ke $tépeni
cilové radioaktivné znacené sondy 5'nukleazovou aktivitou 7ag DNA polymerazy,
¢imz bylo moZné detekovat amplifikaci pouze specifického produktu. Sonda méla
blokovany 3" konec, ktery tak nemohl slouZit jako primer. Pfipojenim sondy na cilovou
sekvenci béhem amplifikace se generoval substrat, ktery byl $t€pen 5 nukledzovou
aktivitou polymerazy posunujici se od ,upstream’ primeru do oblasti sondy. Tato
zavislost na polymeraci zaji§tovala, Ze se sonda §tépi pouze pti amplifikaci cilové
sekvence. Stépeni sondy bylo mé&feno papirovou chromatografii odd&lenim sondy
$té€pené a intaktni.

Vyvoj sond fluorogennich (LEE et al., 1993) umoznil eliminovat post-PCR
procesy nutné k analyze degradace sondy. Fluorogenni sondy jsou oligonukleotidové
sekvence nesouci fluorofor (reporter fluorescent dye) a zhase¢ (quencher dye). Emise
fluorescence uvolnéné fluoroforem diky Férsterovu rezonanénimu pienosu energie
(FRET) v prostoru je u intaktni volné sondy UG¢inn€ redukovana zhaSeem. Navrhy
a syntézu novych sond zna¢né zjednodusil objev LIVAK et al. (1995), ktery zjistil,
Ze adekvatniho zhaSeni se dosdhne, pokud sonda nese fluorofor na 5’konci a zhase¢

na 3 konci.
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Vyhodou fluorogennich sond oproti DNA vazebnym barvivim je to, Ze pro
vznik fluorescenéniho signalu je nutna specificka hybridizace mezi sondou a cilovou
sekvenci, tudiZ nespecificky amplifikované artefakty signal negeneruji. Dalsi vyhodou
t&chto sond je moZnost znateni riznymi, vzajemné odliSitelnymi fluorofory, ¢imz je

mozné detekovat dvé rizné sekvence v ramci jedné PCR reakce.

2.5.2. Nastroje

Firma Perkin Elmer Biosystems navrhla pfistroje pro detekci fluorescence
béhem teplotnich cykld PCR reakce. Na$e laboratof méla k dispozici pfistroj ABI
PRISM®7700 Sequnce Detection System. System 7700 ma zabudovany termalni cykler
a laser vedeny vlakny optickych kabelt ke kazdé z 96 zkumavek se vzorky. Emitovana
fluorescence prochazi ptes kabely zpét k CCD kamerovému detektoru. JelikoZ kazda
zkumavka je ozafena zvlast, CCD kamera je schopna rozli§it spektrum emitované
fluorescence a tudiz detekovat i rizné fluorofory v ramci jedné zkumavky. Software
pocitace analyzuje nejprve ptispévek kazdého fluoroforu k celkovému spektru. Signaly
z jednotlivych fluoroford jsou poté porovndny s intenzitou fluorescence vnitini
referen¢ni barvy ROX, ¢imZ se vycleni non-PCR fluktuace fluorescence, ke kterym
dochazi mezi jednotlivymi zkumavkami napiiklad v disledku nepfesnosti pfi
pipetovéani. Pouziti vnitfniho referen¢niho barviva zvySuje pfesnost dat ziskanych

systémem ABI PRISM 7700.
2.5.3. Kvantifikace PCR v realném ¢ase

Moznost monitorovat PCR v realném ¢ase kompletné zmeénila piistup k PCR
amplifikaci DNA'. Reakce neni charakterizovana koneénym mnoZstvim PCR produktu
naakumulovanym po fixnim po¢tu cykld, ale parametrem Cr ( threshold cycle). Hodnota
Cr je bod vasti cyklu, kdy je poprvé detekovan amplifikovany PCR produkt
a zaroven je zaznamenan nartst fluorescence pfes hodnotu, kterd je oznacovana jako
prah (threshold). Kvantifikace mnoZstvi DNA ve vzorku se doséhne méfenim hodnoty
Cr a pouZitim standardni kfivky k ureni pocate¢niho mnozstvi kopii. Tyto vypocCty
zaji§tuje software pocitae. Zakladni princip kvantifikace pomoci PCR v redlném Case
je jednoduchy: ¢&im vé&tSi je pocateéni mnoZstvi genomové DNA, tim dfive je

detekovana akumulace produktu v PCR procesu a Ct hodnota je nizZsi. Prahova hodnota

! P¥iloha ¢&.1: Ukazky vystupi z Q RT PCR analyzy
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se stanovuje v exponencialni fazi PCR, coZ zaji§tuje vysokou reprodukovatelnost
Ct hodnoty. V této fazi neni vycerpani reakénich komponent limitujicim faktorem
a replikace probiha jednotné.

Nékdy miiZzeme do stejné reakce pouzit rizné endogenni kontroly, &imZ
se normalizuji rozdily v mnoZstvi celkové RNA ptidané do kazdé cDNA reakce a stejné
tak i rozdily v u€innosti reverzni transkriptasy mezi riznymi reverznimi trasnkripcemi.
Jako endogenni kontrola se pouziva napt. 18sRNA, GAPDH, -aktin, B- glukuronidaza
(B-GUS), histon 3.3a, ubiquitin aj.
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Obr. 3. Jednoduché schéma principu polymerazové fetézové reakce v realném cEase. V prvnim kroku
hybridizuje sonda nesouci fluorofor a zha%ed s komplementarnim usekem na DNA. DNA polymeraza

postupujici od 5'konce k 3’konci tuto sondu roz§tépi, &¢imz se uvolni fluorofor od zhasede a emituje

fluorescenéni signal.
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3. Material a metodika

Pro experiment jsme pouZili jak zamraZené vzorky pacientii (periferni krev, nadorova
tkan) tak nadorové i nenddorové buné¢né linie z riznych zdroji. Vzorky jsme dal
zpracovali b&Znymi laboratornimi technikami jakymi jsou: izolace celkové RNA, gelova
elektroforéza, pfevedeni RNA na cDNA technikou reverzni transkripce a nakonec jsme
sledovany produkt kvantifikovali metodou kvantitativni polymerazové fetézové reakce
v realném c¢ase. Vysledky jsme vyhodnotili s vyuZitim programu Sequence Detectin

System 1.9.1. Version.

3.1. Material

3.1.1. Vzorky a buné¢né linie

K dispozici jsem méla 39 zamraZenych vzorki pacienti. Z toho 14 vzorkd zdravych
jedincti, 25 vzorkid nadorové tkané (4 neuroblastom, 10 Ewingtiv sarkom, 2 chronicka
lymfoidni leukémie, 7 non-Hodgkintiv lymfom, 1 glioblastom,]1 meduloblastom). Déle
jsme pouZili bun&fné linie odvozené od neuroblastomu: UKF-NB3, UKF-NB2-
sensitivni, rezistentni na doxorubicin, vincristin, cisplatinu, UKF-NB4- kromé
uvedenych rezistenci i na BSRnazu. Dale jsme pouZili promyelocytarni linii HL 60

sensitivni a lymfomovou linii ISUNHL

3.1.2. Kultivace a zpracovani

Bunécné linie:

Buné¢né linie jsme kultivovali v inkubatoru (IGO150) pii 37°C bez ptitomnosti CO,
v médiu o tomto sloZeni: roztok IMDM 250ml, 10% fetalni sérum 25ml, 2% glutamin
5ml, 4% NaHCO; 10ml, 1% gentamycin 2,5ml (4mg/ml) v kultiva¢nich lahvich
s plochou 25 cm®. Linie jsme pasaZovali cca 2x tydn& podle nartstu kultury. K uvoln&ni
pfisedlé kultury jsme pouZili trypsin, k promyvani PBS. Odebranou kulturu jsme
seSkréabali ze dna kultiva¢ni lahve, ptidali PBS a centrifugovali pfi 1500 ot/min. Promyti
jsme 2x zopakovali, pfenesli jsme vzorek do centrifugaéni zkumavky, opét

centrifugovali, slili PBS a zamrazili v -80°C nebo ihned pouZili k izolaci RNA.
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Vzorky :

Zpracovani:

Zkumavky se vzorky periferni krve jsme doplnili lyzaénim roztokem. Inkubovali jsme

je pii pokojové teploté minimalné 10 minut do rozpadnuti erytrocytd, centrifugovali

15000t/min a zpracovavali dale stejné jako buné¢né linie. Vzorky nadorové tkané bylo

mozné ihned izolovat. Vzorky kostni dfen¢ jsme zpracovavali obdobné jako periferni

krev.

Lyza¢ni roztok: NH4Cl, NH4HCO3, O,IM EDTA, pH 8,0; doplnit do 500 ml

destilovanou H20.

3.2.1. Izolace celkové RNA

Princip:

Buriky jsou lyzovany, fenol-chloroformovou extrakci se separuji faze vodni (obsahuje

RNA) a organicka, z vodni faze se RNA vysraZi isopropylalkoholem.

Material:

chemikalie: TRIZOL®Reagent (GIBCO BRL), chloroform, ethanol 99% (Merck),

isopropylalkohol (Fluka)

roztoky:

1) 0,5M EDTA pH 8,0 ; sterilni:
EDTA....ccoiiiiiiiiiiiiee, 18,6g
HyO.ooriiiii do 80ml

PH upravit pomoci NaOH na 8,0
nasledné& autoklavovat

skladovat pfi laboratorni teploté
2) 10x TBE & 500ml:

TRIS. ..o, 54¢g
Kyselinaborita ...................... 27,5¢g
0,5M EDTA pH 8,0................. 20ml
destilovana H,O.............. doplnit do 500ml

skladovat pti laboratorni teploté

spotfebni material: $picky (1000ul, 200ul, 10ul), mikrocentrifugaéni

zkumavky (1,5ml), vSe sterilizované v autoklavu
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pfistroje: vortex, chlazena centrifuga, mikropipety (Eppendorf), autoklav Heraeus

Instruments (FunctinLine), sterilizator Vacusteri/P (BMT a.s. Brno)

Postup:

Izolaci celkové RNA jsem provedla modifikovanou metodou podle Chomczynského
a Sacchiho ( CHOMCZYNSKI a SACCHI 1987). Abych minimalizovala moZnost
pfenosu RNA ¢i cDNA z jednoho vzorku do druhého ¢&i kontaminaci vzorkd produkty
pfedchozich reakci, provadéla jsem jednotlivé metody v oddélenych prostorech:
v mistnosti 1- zpracovani bun€k a izolace RNA (laminarni box), v mistnosti 2- gelova
elektroforéza, , mistnost 3- reverzni transkripce a vlastni PCR, v mistnosti 4- pfiprava
smési pro reverzni transkripci a amplifikaci (laminarni box), v mistnosti 5- pfidani RNA
do RT smési a cDNA do amplifikaéni smési.V laminarnim boxu v mistnosti 1 jsem ke
150 pl vzorku pfidala 1000 pl lyza¢niho ¢inidla Trizol® a za obasného protfepani
nechala pusobit cca 0,5-3 h dokud se tkai ¢i buriky uplné nerozpadly. Poté jsem ptidala
200 pl chloroformu a protfepavala na Vortexu minimalné 15s. Vzorky jsem inkubovala
5 min pfi pokojové teploté. Zkumavky jsem poté pienesla do centrifugy pfedem
vychlazené na 4 °C a centrifugovala 15 min pfi 135000t/min. Suspenze se rozdélila
na 3 faze: spodni fenol-chloroformovou proteinovou fazi, interfazi obsahujici DNA
a homi vodni fazi s RNA. Vodni fazi jsem pfenesla tak, abych ji nekontaminovala
interfazi, do sterilni zkumavky a precipitovala RNA pfidanim 500 pl
isopropylalkoholu.Vzorky jsem nechala inkubovat 15 min pti pokojové teploté a poté
jsem je centrifugovala 20 min p#i 12000 ot/min. Supernatant jsem slila a po pfidani 1ml
70% ethanolu pro promyti RNA pelety jsem centrifugovala dalSich 5 min pfi 12000
ot/min. Po odstranéni supernatantu jsem nechala RNA pelety su$it 5 min pii pokojové
teploté. Po vysuSeni jsem pelety rozpustila v 40 pl sterilni vody ve vodni 1azni pii 55°C.
Z kazdého vzorku jsem odebrala 4 pl RNA a ptidala 6 pl TBE pufru do sterilni
zkumavky a ponechala je na elektroforézu. Zbytek jsem rozdélila na 18 pl aliquoty

a zamrazila je pti -80°C.
3.2.2. Priikaz pritomnosti RNA metodou gelové elektroforézy

Princip:
Nukleové kyseliny migruji diky svému negativnimu naboji v elektrickém poli smérem

ke katodé. Rychlost pohybu molekul NK zavisi na koncentraci gelu a na velikosti
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a konformaci nukleové kyseliny. Po obarveni gelu se vzorky ethidium bromidem
je mozné RNA vizualizovat pod UV zafiCem. Sledovali jsme pfitomnost pruht

ribozomalni RNA a difizni pas mRNA.

Material:

Roztoky:

1) TBE pufr 10x koncentrovany
TrS. oo, 54,0g
H3BOs.ooooiiiiiiiiinn 27,5g
EDTA pH 8,0................. 20ml
Doplnit do 500ml........ dest H,O
Uchovavat pii +4°C

2) PBS puft:
NaCl...oooovvviiiiiiiin, 8,0g
KCL.oiiiiire, 0,2g
NaHPOj krystal...............2,16g
| 010 J RN ad 1000ml
pH 7,2-7,4

3) Agaréza (GIBCO BRL, Life technologies) Ultrapure
Ethidium bromid

Spotfebni material: centrifugaéni zkumavky Eppendorf (1,5ml), §picky (sterilizované
v autoklavu)

Piistroje:

digitalni vahy (Scaltec), mikrovinna trouba, aparatura pro horizontalni elektroforézu
Bio-Rad Power Pac 300 s nddobou Mini-sub® cell GT, mikropipety, transiluminator

smoznosti  fotodokumentace  pomoci  programu  QuantityOne®Quantitation

Software(Bio-Rad) a nastroje GelDoc1000/2000

Postup:

Elektroforézu jsem provadéla v mistnosti 2 (viz.3.2.1.). NavaZila jsem si 0,3g agarozy a
20ml TBE pufru, smés rozvartila a smés nalila na nosi¢ gelu, vloZila do néj ,,hfeben” a
nechala ztuhnout 30 min. Nosi¢ jsem vlozila do elektroforetické vany naplnéné TBE
tak, aby jamky pro vzorky jim byly pfevrstvené a vyndala ,hieben®. 10ul vzorku jsem

smichala s 3ul vkladaciho pufru a 11ul smési nanesla na gel. Vzorky jsem separovala
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cca 15 min pfi 70V. Gel jsem barvila 15 min v roztoku ethidium bromidu. Po oplachnuti
destilovanou vodou jsem analyzovala pfitomnost RNA na transiluminatoru pod UV

s vyuzitim softwaru Quantity One-GelDoc.
3.2.3. Pifevod RNA na cDNA metodou reverzni transkripce

Princip:

Pfi reverzni transkripci se obvykle vychazi z mRNA, podle které se syntetizuje fetézec
cDNA (komplementdrni DNA) pomoci RNA dependentni DNA polymerazy.
S vyuzitim ndhodnych kratkych primerd vznika hybridni molekula DNAXRNA. RNA

1ze odstranit od DNA denaturaci pfi zvy$ené teplotg.

Material:

TagMan® Reverse Transcription Reagents (Perkin Elmer, Roche,USA) obsahuje:
10x koncentrovany PCR pufr

25 mM MgCl; (finalni koncentrace 5,5mM)

dNTP mix (500uM per dNTP)

Random Hexamers (2,5uM)

RNase Inhibitor (0,4 U/pl)

MultiScribe reverzni transkriptasa (3U/ul)

RNase free H,O

Spotfebni material: mikrozkumavky pro PCR 0,2 ml, $pi¢ky (sterilizované v autoklavu)
Piistroje: mikropipety, termocykler GeneAmp Systém 2400 (Perkin Elmer)

Postup:

V mistnosti 3 (viz.3.2.1.) jsem si pfipravila v laminarnim boxu smés pro reverzni
transkripci. Reagencie jsem pipetovala do sterilni zkumavky (1,5ml) umisténé ve
stojanku na ledu a doplnila sterilni vodou na poZadovany objem (viz.Tabulka 1). Smés
pro reverzni transkripci jsem rozplnila do sterilnich PCR mikrozkumavek (0,2ml) po
47ul.

V mistnosti 4 jsem ke smési pfidala 3ul izolované RNA. Vedle testovanych vzorkl
jsem do kazdého pokusu zafadila negativni kontrolu (misto 3ul RNA stejné mnoZstvi

sterilni vody).
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Reverzni transkripce probihala v mistnosti 3, kde jsem mikrozkumavky se vzorky

vlozila do termocykleru a zadala program pro konkrétni pokus:

Podminky amplifikace:

1. 10min/25°C (denaturace a annealing pfipojeni ndhodnych primerti)

2. 60min/37°C (enzymaticka syntéza DNA podle RNA)

3. 5min/95°C (odstranéni RNA z DNAXRNA hybridu denaturaci pii vysoké teploté
a denaturace enzymu)

4. 4°C (zastaveni reakce)

Po provedené transkripci jsem cDNA uchovavala v mrazni¢ce pfi -20°C.

Tabulka 1. Reakéni smés pro N vzorki (RT)

1 vzorek a’ 50pul | Finalni koncentrace | N vzorkid a” 50ul
sloZek v reakci

10 x RT pufr 5 1x SxN
25 mM Mg(Cl, 11 5,5 mM I1xN
DNTP mix 10 500 uM per dNTP [10x N
Random hexamery |2,5 2,5 uM 2,5xN
RNase inhibitor 1 0,4 U/ul I1xN
Multriscribe RT 3 3U/ul 3xN
mezisoucet 32,5 32,5xN
RNA vzorek 3 — 3
H,0 (bez Rnaz) 14,5 — 14,5x N
celkem 50 pl — S0xN

3.2.4. Stanoveni poméru Bax/Bcl-2 metodou kvantitativni polymerazové retézové
reakce v realném ¢ase (Q-RT PCR)

Princip:
Q-RT PCR (viz. 3.1.) je modifikovana PCR reakce, kterd vyuziva fluorogenni sondy

nesouci na svych koncich fluorofor a zhaSe€. Sonda specificky hybridizuje s cilovou
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sekvenci na DNA. Specialni termostabilni Taq polymeraza svou exonukleazovou
aktivitou sondu rozstépi, ¢imZ se uvolni fluorofor od zhaSece a vznika fluorescenéni
signal. MnozZstvi fluorescence z uvolnénych fluorofori odpovida poctu dokoncenych

kopii amplifikované DNA.

Material:

1) TagMan Universal PCR Mastermix: reakéni mix pro TagMan metodu bez uracil-N-
glykosylazy, 200 reakci po 50 pl obsahuje: AmpliTaq Gold® DNA polymeraza,
AmpErase® UNG, deoxynukleotidtrifosfaty (véetné dUTP), pasivni reference 1 (ROX),

optimizované pufrovaci slozky

2) smés Sequence Detection primeru (4 nmol, oligonukleotid dle zadané sekvence, mala
Skala) a Tagman sondy (5-6 nmol, zha§e¢ TAMRA, dle zadané sekvence, mala $kala)

purifikované na HPLC

Sekvence sond: pouzili jsme komer¢ni soupravu s jiZ navrZzenymi primery

Spotfebni material: ABI Prism optické desti¢ky (96 oznaCenych jamek), MicroAmp
optické zkumavky, MicroAmp opticka vicka (8 ks/ prouzek)

Pfistroje: laminarni box, Vortex technokartell TK3S (35Hz), Centrifuge Eppendorf
5415R, ABI Prism® 7700 Sequence Detector

Software: ABI PRISM Sequence Detection Systém 1.9.1 Version

Postup:

V mistnosti 3 (viz.3.2.1.) jsem si vlaminarnim boxu pfipravila amplifikaéni smés.
Reagencie jsem pipetovala do 4 oznafenych zkumavek (GAPDH, 18sRNA, Bax,
Bcl-2) podle schématu (viz. Tabulka 2). VSechny sloZky bylo nutné uchovavat na ledu.
Smés jsem jemné protiepala, centrifugovala a poté rozpipetovala do oznafenych
optickych zkumavek po 23pul.

V mistnosti 4 jsem do kazdé zkumavky ptfidala cDNA zreverzni transkripce
(kazdy vzorek v dubletu). Vyjimkou byla cDNA pro 18sRNA, kterou bylo nutné 1000x
ztedit vzhledem k vysokému obsahu 18sRNA v burice. Redila jsem 998 pl sterilni vody
2pl ¢cDNA, ¢imz jsme pti méfeni dosahli optiméalnich hodnot v oblasti kolem 20.cyklu
amplifikace. Zkumavky jsem uzaviela optickymi vicky, stoCila a vloZila do komory

pfistroje ABI Prism ® 7700 Sequence Detector. S vyuzitim softwaru Sequence Detectin
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System 1.9.1. Version jsem zadala udaje o sloZeni vzorkd, pouZitych sondach, vnitini

kontrole a teplotnich podminkach amplifikace.

Podminky amplifikace:
1. 2min / 50°C, tento krok je nezbytny pro optimalni aktivitu AmpEraseRUNG
2. 10min / 95°C, tento krok je pozadovan pro aktivaci AmpliTaq Gold DNA
polymerazy
15s / 95°, 40-45 opakovani
4, Imin / 60°C

Tabulka 2. Amplifika¢ni smés pro 5 vzorkl o objemu 25ul

Pro ptipravu 1 vzorku Pro ptipravu 5 vzorku
(25ul) (25ul)

H,O 11,25-Y (8,25 ul) 41,25

2 x Tagman UM Mix 12,5 62,5

20 x primery + sonda 1,25 6,25

cDNA Y (2,0ul) 2,0

Celkem 25 5x25pul

Po provedené amplifikaci jsem vzorky neuchovévala.
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4. VYSLEDKY
4.1. Optimalizace reakce

Po amplifikaci cDNA jsem sledovala w¢innost komer¢nich kitil, zejména
specificitu primerd. Pomoci gelové elektroforézy jsem si ovéfila piitomnost
specifickych fragmentli odpovidajicich expresi kontrolnich genim GAPDH
(glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenaza), 18sRNA a sledovanym gentim Bax, Bcl-2 (viz
obr.4)

Prvni dvé méfeni prokazala, Ze obsah 18SRNA ve vzorcich mnohonasobné
prevySoval obsah mRNA pro GAPDH, Bax a Bcl-2 a sniZoval tak spolehlivost vysledkd
méfeni. Amplifikaci cDNA pro 18sRNA a tedy narist fluorescence jsme prokazali jiZ
v 8.-10. cyklu PCR vredlném Case. Za optimédlni a spolehlivé se oviem povaZuji
hodnoty az od 15. cyklu vyse (viz. Pfiloha). Rozhodla jsem se proto vzorky cDNA pred
piidanim do amplifika¢ni smési zfedit 1000x tj. 2ul cDNA + 998 ul H,O. Timto jsem
dosahla optimalni amplifikace kolem 18. az 20. cyklu.

V tomto pokusu jsem se zaméfila na otestovani citlivosti metody PCR v redlném
Case. Pfipravila jsem smés bunééné kultury odvozené od neuroblastomu exprimujici
GD2 syntazu (enzym specificky pro neuroblastomové buiiky) s leukocyty zdravého
dobrovolnika které tento enzym neexprimuji (viz. graf. 1.). Ob& populace exprimuji
GAPDH, ktery poslouZil jako endogenni kontrola. Z hodnot bylo mozné ur¢it, ze PCR
v realném Case spolehlivé zméfi pfitomnost ur¢ité sekvence v koncentraci 1/100 000

bunék ( i kdyZ se ptedpoklada vyssi tj. az 1/1000 000).
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Obr. 4. Ovéfeni specificity reakce PCR v redlném &ase gelovou elektroforézou. MiiZeme rozlifit 4 riizné
fragmenty ziskané z rezistentnich neuroblastomovych linif: draha M-marker, drahy 1 aZ 3- Bax, drahy 4-
6-Bcl-2, dréhy 7-9-GAPDH (glyceraldehyd-3-fosfitdehydrogenaza), drahy 10-12-18sRNA, dréhy 13-14-

Bax.
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Graf 1. M&feni citlivosti PCR v re4lném &ase diluénim testem. NBL kultura s expresi GD2 syntasy byla
Ofedéna leukocytarni kulturou bez exprese GD2 syntasy. Jako kontrola byla méfena exprese GAPDH.

- 40 -



4.2. Exprese Bcl-2 a Bax u nadorovych linii

Experimenty sledujici expresi Bax a Bcl-2 navazuji na pfedchozi poznatky.
Zvysena exprese Bcl-2 byla prokazana u nékterych krevnich malignit jako je folikularni
lymfom (skupina NHL), akutni a chronickd myeloidni leukémie, akutni a chronicka
lymfoblastickd leukémie (NOVOSAD et al. 2002) a dale také u promyelocytarni linie
HL60. Vzhledem k tomu, Ze i solidni tumory vykazuji mnohoéetnou lékovou rezistenci,
pfedpokladali jsme, Ze i zde se miZe uplatnit mechanismus, kdy je ovlivnéna regulace
apoptotické drahy. Kromé& vySe uvedenych krevnich malignit jsme se zaméfili také na
bunécné linie odvozené od neuroblastomu a to jak na senzitivni, tak rezistentni na &asto
pouZivand cytostatika doxorubicin, vincristin, cisplatinu. Kromé toho jsme ziskali
i neuroblastomovou linii rezistentni na BS-RNazu (poskytl MUDr. Jaroslav Cinatl,
CSc). BS-RNaza je dimemni homolog pankreatické ribonukleazy A se specifickou
protinadorovou aktivitou. Selektivn€ zabiji butiky nékterych nadord, proto
se predpoklada, Ze by se BS-RNaza mohla v budoucnu stat soudasti protinidorové
terapie (CINATL et al. 1999). Nicméng i zde bylo nutné ovéfit vytvofeni rezistence.

Metodou PCR vredlném c¢ase jsme potvrdili zvySenou expresi Bcl-2
u senzitivnich bunék promyelocytarni linie HL60 u 3 vzorkl (75%) a lymfomové linie
non-Hodgkinského typu u 2 vzorkii (100%) (viz. graf 2.) Vysokou expresi Bcl-2 jsme
prokazali u buné&¢nych linii odvozenych od neuroblastomu s navozenou rezistentnich
na cytostatika doxorubicin 3 vzorky (75%), vincristin 1 vzorek (20%) a BS-RNazu
3 vzorky (100%). Vyznamné bylo i zji§téni, Ze neuroblastomové bun&étné linie
u kterych nebyla experimentadlné navozena chemorezistence zvySeni Bcl-2
nevykazovaly (viz. graf 2. a 3.) (linie poskytl MUDr. Jaroslav Cinatl, CSc). U téchto
linii rezistentnich k vincristinu a doxorubicinu jsme prokazali zvy$enou expresi a funkci
P-glykoproteinu (CD 243) i amplifikaci genu MDR-1, ktery P-glykoprotein kéduje
(nepublikované udaje M.Cermdkova, A.Vicha). Ukazuje se tedy, Ze na vzniku

chemorezistence nadorovych bunék se podili vice mechanismu.
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Graf 2. Pomér exprese Bcl-2/Bax u lymfomové linie (NHL- non-Hodgkin lymfom) a promyelocytarni
linie HL60.
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Graf 3. Porovnini poméru exprese Bcl-2/Bax neuroblastomové nadorové linie senzitivni s liniemi
chemorezistentnimi (NBL-S- linie senzitivni, NBL-Doxo- linie s rezistenci na doxorubicin, NBL-BS R-
linies rezistenci na BS Rndzu, NBL-CDDP- linie s rezistenci na cisplatinu, NBL-Vincr- linie s rezistenci

na vincristin)
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4.3. Exprese Bcl-2 a Bax u zdravych dércii a u pacienti

Po zavedeni a optimalizaci metodiky PCR v redlném &ase a na zdkladé vysledki
ziskanych méfenim exprese Bcl-2 a Bax u nadorovych linii jsme se zaméfili na skupiny
pacientd s odpovidajicim nddorovym onemocnénim a na vliv chemoterapie na vznik
mnohodetné 1€kové rezistence u t&€chto pacientd.

4.3.1. Builky zdravych jedincii bez nddorového onemocnéni

Pro stanoveni fyziologické exprese Bcl-2 jsem vySetfila vzorky 17 darci bez
nadorového onemocnéni. Vychazeli jsme z pfedpokladu, 2e doch4zi-li heterodimerizaci
Bcl-2 a Bax k neutralizaci jejich aktivit, &imZ se udrZuje rovnovéha proapoptotickych
a protiapoptotickych signalii v buiice, m&l by byt fyziologicky pomé&r t&chto proteint
men3i nebo roven 1 tj. 100% a méné&. U 16 vzorkid (94,1%) jsem neprokézala zvysenou
expresi Bcl-2, u 1 vzorku (5,9%) jsem namétila expresi 107,4% (viz graf 4.). Vzhledem
k tomu, Ze nebylo moZné vySetfeni zopakovat pro nedostatek biologického materialu,
lze ptedpokladat, Ze vysledek u tohoto vzorku mohl byt ovlivnén v preanalytické fazi
(odbér, transport a skladovani vzorku) nebo chybou pti méfeni. Nicméné nelze vyloudit
ani to, Ze tato osoba vykazuje nefyziologickou expresi Bcl-2 bez znamé pfi¢iny, kterd
tento stav vyvolala.
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Graf 4. Pomér exprese genii Bcl-2/Bax u zdravych darci tj. bez nddorového onemocnéni. V pokusu byly
pouZity buiiky kostni dfeni periferni krve. Za patologickou hranici povaZzujeme pomér vy3sf nez 100%.
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4.3.2. Buiiky pacientii s nidorovym onemocnénim

Pro stanoveni patologické exprese jsem vysetfila: 4 vzorky neuroblastomu, 10
vzorkli Ewingova sarkomu, 2 vzorky chronické lymfoidni leukémie, 7 vzork lymfomu
non-Hodgkin typu, 1 vzorek glioblastomu a 1 vzorek meduloblastomu.

U neuroblastomovych vzorkid jsme prokazali zvySenou expresi Bcl-2 u 3 pacientd
(75%). Méfeni u pacienti s meduloblastomem a glioblastomem neprokazala zvySeni
poméru Bcl-2/Bax. U pacienti s chronickou myeloidni leukémii jsme naméfili
patologickou hodnotu Bcl-2 v obou ptipadech (100%), u jednoho z nich navic nejvyssi
hodnotu viibec (Bcl-2/Bax 137,1%) (viz graf 5.)

U pacientt s Ewingovym sarkomem jsme naméfili vyjma 1 pfipadu (10%)
fyziologickou hranici exprese Bcl-2 (90%) (viz graf 6.)

Vzorky pacientl s non-Hodgkinskym lymfomem vykazovaly vyjma jednoho ptipadu
(14%) patologickou expresi Bcl-2 (86%) (viz graf 7.).
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Graf 5. Pom&r exprese Bcl-2/ Bax u pacienti (NBL- neuroblastom, GLB-glioblastom, MLB-
medulloblastom, CLL-chronick4 lymfoidn{ leukémie).
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Graf 6. Pomér exprese Bcl-2/Bax u pacienti (EW- Ewingfiv sarkom).
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Graf 7. Pomér exprese Bcl-2/Bax u pacienti (NHL-non Hodgkiniiv lymfom)
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Porovnali jsme vSechny ziskané hodnoty ze vzorki darci i pacientl
s nadorovym onemocnénim. Pfes fyziologickou hranici 100% poméru Bcl-2/Bax
se dostaly vzorky non-Hodgkinského lymfomu, neuroblastomu a chronické lymfoidni
leukémie (viz graf 8.). U t&chto nadori muiZeme pfedpokladat vliv Bcl-2 na jejich
rezistenci vii¢i cytostatikiim. Bcl-2 se dostava z vlivu regulace proteinu Bax a zileZi na
ostatnich proapoptotickych proteinech a dal$ich ochrannych mechanismech buiiky, zda
dokaZe deregulovany Bcl-2 blokovat a podstoupit pod vlivem cytostatik apoptézu nebo
zda se apoptéza zablokuje a nadorova buiika ziska selekéni vyhodu, bude neomezené
proliferovat a cytostatikiim odola.
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Graf 8. Porovnini pomérl exprese Bcl-2/Bax u darcli a pacientli snddorovym onemocnénim
(NHL- non-Hodgkintiv lymfom, EW- Ewingiiv sarkom, NBL- neuroblastom, CLL- chronick4 lymfoidni

leukémie, MBL- meduloblastom, GLB- glioblastom)
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S. DISKUSE

V poslednich letech dochazi k vyznamnému pokroku ve studiu mechanismi
mnohocetné 1€kové rezistence, ktera je jednou z hlavnich pfi¢in selhani protinadorové
1écby. Pochopeni zptisobd, jakym nadorové buriky odolavaji cytostatické 1€¢bé, miize
pfinést nové moznosti pfi hledani G€inn&j§i terapie. Jednim ztéchto mechanismi
je ovlivnéni procest vedoucich k programované bunééné smrti-apoptoze. Pravé studium
né€kterych proteinid apoptotické drahy ve vztahu k chemorezistenci nadorti bylo tématem

této prace.

3.1. Metodické aspekty studia exprese apoptotickych genu

Dilezitym znakem nadorovych bunék je jejich vysoka proliferace. Této
schopnosti mohou dosédhnout pouze za pfedpokladu, Ze obejdou nebo pfimo inaktivuji
regulacni mechanismy butiky a uniknou dozoru imunitniho systému. Timto se vyhnou
iniciaci programované buné¢né smrti - apoptéze, ke které dochdzi b&Zné u bunék
vymykajicich se pfedem stanovenému standardu. Apopt6za je proces nezbytny pro
existenci organismu.

Zajem o apoptézu a jeji regulaci v souvislosti s nddorovym bujenim vzrostl
po objevu protiapoptotického proteinu Bcl-2 (TSUJIMOTO et al. 1984). Poté, co byla
v dalSich letech objasnéna jeho struktura a funkce (SATTLER et al. 1987), zacalo byt
ziejmé, Ze zasadni ulohu v regulaci apoptézy hraje mnoZstvi Bcl-2 v poméru k jinym
regula¢nim proteinim.

V sou€asné dobé jsou béZzné pouZivané 4 metody umoziujici kvantifikovat
uroveii transkripce specifickych gent: northern blotting a in situ hybridizace (PARKER
a BARNES 1999), RNAse protection assay (HOD 1992, SACCOMANNO et al. 1992)
a reverzni transkripce s polymerazovou fetézovou reakci (RT PCR). Pata metoda tzv.
c¢DNA microarrays (BUCHER 1999) je zatim stale finanéné naro¢na. Analyza northern
podava pouze informaci o velikosti mRNA, alternativnim sestfihu a integrit¢ RNA
mist transkripce a pro odliSeni dvou ptibuznych mRNA, které migruji ne stejné pozici
na northern blotu. In situ hybridizace, a¢ nejkomplexnéj§i, umoziiuje pouze lokalizaci
transkriptli do specifickych bun€k v ramci tkan€. Navic viechny tyto metody jsou malo

citlivé.
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RT PCR je in vitro metoda pro enzymatickou amplifikaci specifické sekvence
RNA. Umoziuje odliit blizce pfibuzné mRNA, analyzovat RNA strukturu, porovnat
uroveit mRNA vzorkid z riznych bunéénych populaci. Prvnim krokem je vZdy pfepis
RNA templatu do cDNA, po kterém nasleduje exponencialni amplifikace v PCR reakci.
Tato metoda je v soucasné dobé nejpouzivanéjsi, nicméné i ona méa své nevyhody.
Vzhledem kinhibitoru polymerazy pfitomném vreakci, klimitaci reagencii
a k akumulaci molekul pyrofosfatu, miize dojit k zastaveni PCR reakce v exponencialni
fazi a vznika tzv. plateau faze. Kazda reakce PCR muze generovat odli$né mnozstvi
produktu. Z tohoto faktu vyplyva, Ze kvantifikace koneéného produktu je nespolehliva.

JelikoZ v na8i studii §lo pravé o co nejpfesn&jsi kvantifikaci, rozhodli jsme se
zavést a optimalizovat v nadi laboratofi metodiku PCR v redlném &ase. Vyhodou této
metody je, Ze k méfeni produktu dochazi v dobg, kdy stile dochazi k amplifikaci
tj. v exponenciélni fazi. Pouze v priibéhu exponencialni faze 1ze navic extrapolaci urgit
pocateni mnozZstvi templatu.

Dale bylo nutné rozhodnout o zdroji emitujicim fluorescenci. Jednou z moznosti
je pouZiti DNA vazebného barviva SYBR Green. Vyhodou této metody je, Ze neni
nutné navrhovat specifické sondy. SYBR Green se vaZe do malého Zlabku veskeré
dvouSroubovicové DNA pfitomné ve vzorku. Nevyhoda spoéiva v neschopnosti tohoto
barviva rozlisit artefakty. Navic je nutné optimalizovat podminky tak, aby nedochazelo
k vytvéfeni primer-dimerd (BUSTIN 2000). Zvolili jsme proto druhou variantu a to
hybridiza¢ni sondy TagMan. Tato sonda hybridizuje stemplatem specificky mezi
primery a jeji fluorescence je zavisla na 5'- 3" exonukleazové aktivité Taq DNA
polymerazy (GIBSON et al. 1996, HEID et al. 1996). Polymeraza sondu $tépi a uvolni
tak fluorofor na 5konci od zha$ece na 3'konci. Takto jsme dosahli vysoké specificity
mé&feni a tim i vy$8i spolehlivosti vysledki.

5.2. Exprese Bcl-2 a Bax u nadorovych a nenadorovych bunék

Cytostatické latky poskozuji buitku na mnoha riznych mistech. Uréuji jeji osud
tim, Ze naru$i rovnovahu mezi proapoptotickymi a protiapoptotickymi stimuly. PfeZiti
buikky je uréovano jak vnéj$imi, tak vnitinimi signaly. Vnitini aktivity mohou byt
modifikovany zvnéjsku plsobenim rozpustnych cytokind, rustovych faktord,
mezibunéénymi kontakty atd. Na bunééné urovni se dale uplatiluji proteiny rodiny

Bcl-2, jejichZ interakce dale uréuji prah preziti buriky. Pfi dostate¢ném poskozeni buriky
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dojde k vytvofeni apoptozému, uvolnéni cytochromu c a k aktivaci kaspaz. Pravé
aktivace apoptozy je zfejmé klicovym mechanismem v souvislosti s 1ékovou rezistenci.
VétsSina studii se dosud zaméfovala pouze na Bcl-2, nicméné se ukazuje, Ze citlivost
bunék k cytostatické 1écbé nelze predpovidat pouze z obsahu Bcl-2 (LUO et al. 2000,
VIOLETTE et al. 2002 ), ale je nutné zahrnout i dal$i proteiny, které spolu vzijemng
interreaguji. Nejvhodnéjsim adeptem je protein Bax, protoZe plisobi antagonisticky vii¢i
aktivité Bcl-2 (LUO et al. 2000, BEIERLE et al. 2003).

VEtsi Cast praci se zaméfuje na detekci Bel-2 u krevnich malignit jako jsou
akutni lymfoblastické (HAARMAN et al. 1999) a myeloblastické leukémie (KOHLER
et al. 1999), chronické lymfocytarni leukémie (KARNOLSKY et al. 1999) aBa T
buné&&né lymfomy. Zde je zfejma vétsi dostupnost vzorki i rozsahlejsi soubory pacient.

Tato prace se zaméfuje pfedev8im na solidni nadory, i kdyZ jsme zahrnuli
i n€kolik vzorki hemoblastoz a hemoblastomil, zejména pro korelaci vysledki s jinymi
studiemi.

Jako kontrolni skupinu pro stanoveni fyziologické exprese jsme vybrali darce
bez nadorového onemocnéni. AZ na jednu vyjimku byla exprese Bcl-2 niZ$i neZ exprese
proapototického proteinu Bax., takZe na$ pfedpoklad o poméru Bcl-2/Bax men$im neZ
100% byl zfejmé spravny. Pro stanoveni patologické exprese jsme zvolili
promyelocytarni linii HL60, ktera vykazuje zvy$enou expresi Bcl-2 a je Casto pouzivana
jako pozitivni kontrola (LUO et al. 2000). U HL60 nema Bcl-2 vliv na schopnost
podstoupit apoptézu (WU a EL-DEIRY 1996, DURRIEU et al. 1999), nicméné pro nas
bylo nezbytné urdit, co je ,,zvySend“ a co fyziologicka exprese.

U pacientli jsme se nejprve zaméfili na neuroblastom (NBL). Neuroblastom
nejéastéjsi extrakranialni maligni nador u déti pod S let véku. Jeho charakteristickym
znakem je heterogenni chovani, kdy v nékterych piipadech dojde ke spontanni regresi
i v metastazujici fazi. U jinych naopak dochazi k rychlé a fatalni progresi spojené navic
se silnou neodpovidavosti na 1é¢bu (NOESEL a VERSTEEG 2003). Z genetického
hlediska je u neuroblastomu ¢asta aneuploidie a také amplifikace genu n-myc, ktera
je faktorem spojenym se $patnou prognézou (RAGGI et al. 1999). V souCasnosti se
soudi, Ze amplifikace n-myc je pouze dikazem genomové nestability. Vzhledem
k agresivité a nezvyklému chovani neuroblastomu jsme praci zaméfili pravé na problém
rezistence vuéi cytostatikim. Pfedpokladali jsme, Ze jednim z mechanismi rezistence
by mohly byt zmény v expresi genti regulujicich apopt6zu. Prikaz téchto zmén by mohl

prispét k hledani usp&$néjsi terapie.
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Pomoci PCR v realném Case jsme méfili pomér exprese dvou nejvyznamnéjSich
a funk¢né spjatych apoptotickych genti Bcl-2 a Bax. U senzitivnich bunék jsme
predpokladali pomér 1:1 a men$i. U rezistentnich bun€k jsme pfedpokladali naopak
zvySeni tohoto pomé&ru. Z nasich vysledkt vyplyva, Ze jsme prokézali zvySenou expresi
Bcl-2 u linii odvozenych od neuroblastomu rezistentnich na doxorubicin, vincristin
a BSRnazu v porovnani se senzitivnimi liniemi. Zménu exprese Bcl-2 nevykazovaly
linie rezistentni na cisplatinu. RovnéZ jsme prokazali vyznamné zvyseni exprese Bcl-2
i u 2 pacienti s neuroblastomovym onemocnénim. MuZeme tedy fici, Ze zvy3ena
exprese Bcl-2 u neuroblastomu ziejmé pfispiva k mnohogetné 1ékové rezistenci.

Pfestoze jsme méli kdispozici pouze jeden vzorek meduloblastomu
a glioblastomu, provedli jsme i u nich orientaéni mé&feni, které neprokazalo zvysenou
expresi Bcl-2 ani u jednoho z nich. Samoziejmé v tomto piipadé by bylo nutné provést
méfeni u vice vzorkl popf. linii z téchto nadorti odvozenych, my jsme bohuzel dalsi
biologicky material neziskali. I tak na§ velmi limitovany vysledek podporuje prace
NAMa et al. 2000, ktera dokazuje, Ze Bcl-2 neni u meduloblastomu prognostickym
faktorem.

Chronickd lymfoidni leukémie (CLL) je charakteristicki akumulaci
neproliferyjicich B-lymfocyti. ZvySena exprese Bcl-2 u chronické lymfoidni leukémie
(CLL) se vyskytuje u vétsiny pfipadu (vice nez 70%), pfestoZe nedochazi k pfestavbé
bcl-2 genu, ale ztejmé& pfispiva k piezivani B-CLL bunék (KUSENDA 1998). Toto
potvrdil i na§ vysledek, kdy naméfena exprese Bcl-2 u CLL byla jednou z nejvysSich
vilbec vnédmi vySetfovaném souboru. U CLL se zfejm& Bcl-2 na chemorezistenci
nepodili (BOSANQUET et al. 2002), ale je vhodnym cilem pro novou terapii
a v soucasnosti probihaji klinické zkousky s antisense oligonukleotidy cilenymi proti
Bcl-2 (SCHIMMER et al. 2003). Nam méfteni opé€t poslouZilo jako pozitivni kontrola.

Mezi maligni kostni nadory s vysokou incidenci u déti a mladistvych patfi
Ewingliv sarkom. Tyto sarkomy se vyznafuji specifickymi chromozomélnimi
translokacemi postihujicimi gen EWS na 22. chromozému a nékteré z genti rodiny ETS.
Jako sekundarni zmény jsou Casto nachazeny polyzomie 8. a 12. chromozému
(ECKSCHLAGER a PRUSA 2002). Nage méfeni poméru exprese Bcl-2/Bax prokazala
pouze mirné zvy$enou expresi u jednoho pacienta, u ostatnich pacientd byla exprese
pod patologickou hranici. K obdobnému zavéru dosel Van VALEN et al. 2003, ktefi
porovnavali expresi riznych proteinti u fibroblasti a nadorovych bun¢k. U Ewingova
sarkomu se na lékové rezistenci ziejmé podileji jiné mechanismy napi.P-glykoprotein

(nepublikované udaje Cermakova M., Vicha A.).
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Dale jsme zaméfili na folikularni lymfom, ktery patfi do skupiny
B-non-Hodgkinskych lymfomd (B-NHL) a tvofi asi 12% vSech zhoubnych nadord
u déti do 18 let (ECKSCHLAGER a PRUSA 2002). Folikularni lymfom vychazi
z B-lymfocyth lymfatickych folikli a déli se podle histologie do n¢kolika podskupin
s riznym stupném malignity. Pomalu progredujici nizce maligni stddium lymfomu
je prakticky nelééitelné, protoZe je chemorezistentni, u déti se vyskytuje ziidka. Stfedné
i vysoce maligni stadia onemocnéni Ize dobfe lé¢it riznymi kombinacemi cytostatik
v kombinaci s radioterapii, pfeziva dlouhodobé asi 40% pacientii (WEBB et al. 1997).
Pro 80-90% folikularnich lymfomu je charakteristicka translokace t(14;18), ktera vede
ke zméné aktivity genu bcl-2. Tento gen se tak dostdva pod plsobeni transkripéné
silného promotoru pro t¢zké fetézce imunoglobulinii. Zvy$end exprese Bcl-2
je charakteristickym znakem vétSiny NHL.

Metodou PCR v redlné ase jsme naméfili zvySeny pomér exprese Bcl-2/Bax
u sensitivnich linii odvozenych od non-Hodgkinského lymfomu, coz dokazuje nejisty

vliv Bcl-2 na chemorezistenci. Odolnost viéi cytostatikiim mize byt zplisobena jinym

bunék také svou antioxidaéni aktivitou, diky niZ sniZuje u¢inek volnych radikalt
(NOVOSAD et al. 2002). Co se tyCe pacientii, prokazali jsme zvySeny pomeér exprese
Bcl-2/Bax u vétSiny z nich (86%). Stanovenim hladiny exprese Bcl-2 neziskame sice
prehled o chemorezistenci, nicméné tento udaj muZe pomoci pfesné€ji typizovat
onemocnéni a tim uréit vhodnou intenzitu 1é¢by. Navic u pacientt se zvySenou hladinou
exprese Bcl-2 je moZné navodit vy$S§i chemosenzitivitu pouZitim antisense

oligonukleotidii (WEBB et al. 1997).
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6. Zavér

Jednim z vyznamnych mechanismii, ktery se podili na vzniku mnohogetné
1ékové rezistence, jsou zmény v regulaci procestii vedoucich k programované bunééné
smrti-apoptdze. Na regulaci apoptézy se mimo jiné podili antiapoptoticky protein Bcl-2
a proapototicky protein Bax. Tyto proteiny vytvaii heterodimery, ¢imZ vzajemné
neutralizuji svou funkci. Pokud se vbuiice zvy$i obsah Bcl-2 vi¢i Bax, dojde
k zablokovani indukce apoptdzy, kterou chceme navodit cytostatiky v nadorové burice.
Detekce markeri 1ékové rezistence je proto dileZitym prognostickym faktorem pii
volb€ vhodné chemoterapie.

V této praci jsme vyuzili metodiku polymerazové fet€zové reakce v realném
Case. Optimalizovali jsme reakéni podminky, ur€ili jeji citlivost a zaméfili se na
studium exprese Bcl-2 a Bax u nadorovych linii. Prokazali jsme zvySeny pomér exprese
Bcl-2/Bax u neuroblastomovych linii s navozenou chemorezistenci na doxorubicin,
vincristin a BS-RNazu, naproti tomu stejné linie bez rezistence mély fyziologické
hodnoty exprese. Senzitivni linie promyelocytarni HL60 a linie odvozené
od non-Hodgkinského lymfomu rovnéz vykazovaly zvySenou expresi Bcl-2.

Pro ovéfeni spolehlivosti metody jsme vysledky z méfeni linii porovnali s vysledky
jinych praci. Tyto vysledky odpovidaly na§im poznatkim. Zamé&fili jsme se tedy na
méfeni vzorkd pacientli. Fyziologickou expresi Bcl-2 jsme stanovili pomoci méfeni
vzorki zdravych darcd. Tyto prahové hodnoty jsme porovnali s expresi Bcl-2 u pacientd
a nadorovym onemocnénim. ZvySeny pomeér exprese Bcl-2/Bax jsme prokazali
u pacienti s neuroblastomem, non-Hodgkinskym lymfomem a chronickou myeloidni
leukémii. Naopak fyziologické hodnoty jsme naméfili u pacienti s Ewingovym
sarkomem, glioblastomem a meduloblastomem. Zde pfedpokladame uplatnéni jinych
mechanismti mnohoc¢etné 1€kové rezistence napi. P-glykoproteinu aj.

Zavérem muZeme fici, Ze jsme nalezli vyznamné rozdily v expresi Bcl-2 a Bax
u ruznych nadorovych onemocnéni, u kterych se zfejmé€ spolupodili na vzniku
chemorezistence (HOUSKOVA e al. 2003). Nicméné dalsi studie by se mé&ly zaméfit
i na ostatni proteiny apoptotické drahy napf. Bcl-x;, na jejich interakce s Bcl-2 a Bax,
na posttranslaéni modifikace a samoziejmé i detailnéjsi studium ostatnich mechanismti

mnohodetné 1ékové rezistence.
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