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2. Souhrn

Apoptoza. nebo také programovand bundna smrt, je jeden ze zakladnich
tyziologickych procesit a jsou pro ni typické morfologické a biochemické zmény odehravajici
se uvnitf bungk. Ke zménam dochazi i na trovni genové exprese a to jak u gend podileficich
se na indukei, tak i na prib&hy apoptézy.

Cilem prace bylo indukovat apoptézu etoposidern u dvou modelovych bun&énych linii
a kvantifikovat pfipadné zmény v expresi vybranych genti.

Etoposidem, inhibitorem topoizomerazy 11, byly ovlivnéné dvé stabilizované bundéné
linie Hep-2 a HL-60 po dobu 0 hod, 6 hod a 12 hod. Pripadné zmé&ny v genové expresi gentt

TP33, BCL2, BAX a DFFB byly méfeny metodou kvantitativni real-time RT-PCR.
» Po analyze genové exprese bylo zjisténo, Ze u Hep-2 bunék exprese genu TP53
signifikantn€ vzrostla po 6 hod ovlivnéni ve srovnani s kontrolou, po 12 hod se exprese
sniZila. stale v8ak byla statisticky vyznamné vy3§i nez u kontrolni skupiny. U bun&né linie
HL-60 nedochazi k piepisu tohoto genu.

Kvantifikace exprese genu BCL2 u bun&&né linie Hep-2 ukéazala, %¢ jak po 6 hod tak
po 12 hod do8lo ke statisticky vyznamnému zvyieni exprese tohoto genu. Naopak exprese
genu BAX zistala beze zmény. U HL-60 bungk doglo ke statisticky vyznamnému poklesu
exprese BCL2 po 6 hod ve srovnani s kontrolni skupinou, po 12 hod doslo ke zvySeni exprese
ve srovaani jak se skupinou ovlivnénou 6 hod, tak s kontrolou. U genu BAX doslo
ke statisticky vyznamnému zvySeni exprese po 6 hod ovlivnéni, po 12 hod toto zvySeni bylo
statisticky vyznamné jen v porovnani s kontrolou.

Analyza exprese genu DFFB u Hep-2 bunék ukazala, e doflo k mimému nardstu
exprese po 6 hod, ne viak statisticky vyznamnému. Po 12 hod exprese tohoto genu klesla
v porovnani s kontrolou i se skupinou ovlivnénou 6 hod. U bunétné linie HL-60 nedoflo
ke zméné exprese tohoto genu.

Kvantitativni analyza genové exprese po ovlivnéni etoposidem ukazala, e zejména
exprese genii BCL2 a2 BAX se bun&&nych linii Hep-2 a HL-60 znacnd 1isi. Jedna se ziejmé

o riizné reakce téchto nadorovych bun&k na piisobeni etoposidu.



3. Summary
Apoptosis is a complex, strictly regulated physiological process which is characterized

by several molecular and biochemical features such as upregulation of proapoptotic genes,
activation of specific enzymes, cell contraction and rounding, formation of spikes and blebs,
DNA fragmentation and cell fragmentation into apoptotic bodies.

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

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

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

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

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

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

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



4. Uvod do problematiky
Apoptéza, nebo také programovand bundénd smrt, je dynamicky proces, béhem

kter¢ho builky umiraji jako odpovéd na rizné druhy podnéti. Je nezbytna pro udrZeni
integrity mnohobunéénych organismit i pro zdamy priibdh embryogeneze. Apoptéza
je kontrolovany d&j, pro ktery jsou charakteristické morfologické a biochemické zmény
odehravajici se uvnitf bunék. Mezi morfologické projevy patii kondenzace a fragmentace
jadra, ztrita objemu cytoplazmy a tvorba tzv. apoptotickych té&lisek, ktera jsou pohlcena
fagocytujicimi buifkami. V ranné fazi apoptdzy je aktivovana rodina enzymii zvané kaspazy,
které degraduji dalSi strukturni proteiny v buiice, nebo aktivuji dali enzymy jako napt.
DNézy.

K indukci apopézy miZe dojit vice zpisoby, jednim znich je indukce pomoci
vnitfnich signéld, tzv. mitochondrialni cesta, ktera se uplatiiuje naptiklad pfi poskozeni DNA.
Zde hraje dbleZitou roli protein TP53. ktery schopen bud zastavit bunéSny cyklus, nebo
indukovat apoptézu. Pfi spousténi apoptozy hraje kliovou roli také rodina BCL2 proteind.
Jejich vzajemny pomér a interakce rozhoduji o tom jestli bulika do apoptézy vstoupi. Jednim
z hlavnich morfologickych znakii apoptézy je pak fragmentace DNA, za kterou zodpovidaji
endonukleazy. Jednfm zvyznamnych zastupcl této skupiny, ktery zplsobuje
mternukleozomalni fragmentaci DNA je enzym DFFB.

Pisobenim xenobiotik na buiiky, pfipadng nadorové bunécné linie, 1ze sledovat nejen
jejich toxicky ucinek, ale i jejich schopnost indukovat apoptézu. Jednou z takovych latek je
ietoposid, kiery je jeden z nejCastéji pouZivanych protinadorovych 1ék&. Jeho primarnim
cilem v burikach je enzym topoizomerdza II. Disledkem plsobeni etoposidu na bufiky
Jje vytvateni trvalych zlomu na fetézci DNA a zastaveni bunééného cykiu v S nebo G2 fazi,
pfipadné indukce apoptdzy.

Indukce apoptozy v butikach, se krom& morfologickych zmén, projevi i zmé&nou
exprese genl podilejicich se na apoptoze. Pro piesné vyjadieni téchto zmén v genoveé expresi

se vyuziva metoda real-time RT-PCR.

5. Cile disertadni price
Tématicky tato disertadni prace navazuje na predchozi prace zpracovavané na Ustavu

i¢kat'ské biologie a genetiky, kde byla testovana schopnost etoposidu indukovat apoptozu
u bunék riznych nadorovych buné&nych linii. V téchto pracich (Cervinka et al. 1999, Rudolf

et al. 2000a, Cervinka et al. 2004, Rudolf et Cervinka 2005) byly sledovany hlavng



morfologické projevy apoptozy. Pro zjistovani zmén v genové expresi bungk po ovlivnéni
etoposidem, pak byly vybrany dv€ modelové bun&éné linie, Hep-2 a HL-60.

Cilem této prace tedy bylo indukovat apoptézu etoposidem u dvou stabilizovanych
bun&énych linii, Hep-2 a HL-60 a metodou real-time RT-PCR kvantifikovat expresi

vybranych gent, které se podileji na indukei, nebo prib&hu apoptozy.

1. Optimalizovat podminky real-time RT-PCR reakce pro geny TP53, BCL2, BAX,
DFFB areferenéni gen PBGD.

2. Kvantifikovat a porovnat pfipadné zmény exprese téchto gend u nadorovych

bunéénych linti Hep-2 a HL-60 po indukci apoptdzy etoposidem.

6. Metodika
6.1 Bunééné linie

Buiiky dvou stabilizovanych bunéénych linii Hep-2 a HL-60 byly poskytnuty Ustavem
I¢kafské biologie a genetiky Lékaiské fakulty v Hradci Kralové. Buiiky zde byly kultivovany.,
ovlivnény etoposidem, sklizeny a uloZeny v -70° C aZ do daldiho zpracovani. Zdrojem
bunééné linie Hep-2 a HL-60 byla Evropska Sbhirka bun&nych kultur (ECACC), ktera
garantuje autenticitu bunék.
Hep-2

Stabilizovana bunééna linie odvozend z epitelovych bungk lidského karcinomu hrtanu,
(ECACC, No.- 86030501, Porton Down). Buiiky bun&&né linie Hep-2 byly kultivoviny
v plastovych lahvich v DMEM médiu s 10 % FCS, penicilinem (100 U/ml) a streptomycinem
(100 pl/ml).
HL-60

Stabilizovana bunétna linie odvozena z lidské akutni myeloidni leukémie (ECACC,
No.- 85011431, Porton Down). Bufiky této bun&éné linie byly kultivovany v RPMI 1640
médiu s 10 % FCS, penicilinem (100 U/ml) a streptomycinem (100 pl/ml).

Builky byly kultivovany ve standardnich laboratornich podminkach v37° C a 5 %
CO». Po 24 hodinach kultivace bylo standardni médium nahrazeno médiem s etoposidem

o koncentraci 10 pg/mi.



6.2 Cytostatikum
Etoposid byl nafedén z originalnich ampuli do DMEM, nebo RPMI 1640 média

na testovanou koncentraci 10 pg/ml,

6.3 Kvantifikace genové exprese
V experimentalni asti prace byly nejdiive optimalizovany podminky pro real-time

RT-PCR reakci pro jednotlive geny. V dal3i &asti prace byla indukovana apoptoza pomoci
etoposidu u dvou stabilizovanych buné&&nych linii Hep-2 a HL-60. Buiiky byly rozdélené do
tfi skupin. Prvni skupina byla kontrolni (n=3), tzn. buitky bez ovlivnéni etoposidem. Ve druhé
skuping byly buitky ovlivaéné etoposidem 6 hod (n=3) a ve tieti skuping 12 hod (n=3).
Z bunék byla izolovana RNA a reverzni transkripei pfevedena na cDNA. Metodou real-time
RT-PCR pak byly kvantifikovany zmény v expresi gentt TP33, BCL2, BAX a DFFB. Jako
referenéni gen byl pouZit gen PBGD. Kazdy vzorek byl pii real-time RT-PCR reakci poustén
v duplexu a pro vypodet relativni exprese byla vybrana primé&ma hodnota z t&chto dvou Ct
hodnot. Jako Ct hodnota se oznacuje mnoZstvi amplifikadnich cykli, kieré jednotlivé vzorky
pottebuji, aby dosahly tzv. thresholdu (fj. prahového fluorescenéniho signélu). Tato Ct

hodnota se pak vyuziva ke kvantifikaci rozdilu mezi jednotlivymi vzorky.

6.4. Analyza dat
Kvantitikace genové exprese se vyhodnocuje jako relativni, obvykle se vtahuje

k expresi jiného genu. Tento gen se oznaluje jako referendni gen, nebo jako housekeeping
gen. Exprese referenéniho genu by v danych butikdch, tkani, nebo bunééné linii méla byt
stala.

Viéto praci byla relativai genova exprese vypoditana metodou 245 (Livak et

Schmittgen 2001) a vzorec pro vypodet touto metodou byl prevzat z této publikace.

Vypodet 2744¢

pom@r = 27444

AACt= (Cl target ~ Ct housekccp.)tich - (Ct target ~ Ct housekecp.) time()

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

Ct housekeeping — Ct hodnota referenéniho genu (housekeeping genu)

time 0 — ¢as 0, v tomto pfipadé buiiky, které nebyly ovlivnény

time x — ¢as x, ovlivnéné buiiky po n&jaky casovy asek, tzn. v této praci po dobu 0 hod, 6 hod

a 12 hod



6.5 Statistické vyhodnoceni

; . . X -AAC
Data ziskand po vypoStu metodou 2744C

byla vyhodnocena testem ANOVA,
v programu QC.Expert 3.0 (TriloByte, CR). Jako stalisticky vyznamné bylo povazovano
p<0,05. Pro nasledné zjisténi statisticky vyznamného rozdilu mezi jednotlivymi skupinami

byla pouZita Scheffého metoda.

7. Vysledky

7.1 Ovlivnéni bunétné linie Hep-2 etoposidem

7.1.1 Exprese genu TP53

2exp. {delt=dalia )

kontrola eta 8 liod eto 12 hodt

Graf 1 Grafické znazornéni 2"**“ hodnot u Jjednotlivych skupin. Mezi *, *#* g #%% byl

statisticky vyznamny rozdil (p<0,05).

kontrola | etoposid 6 h | etoposid 12 h

0,94 2,1 1,85

96801 1,01 2,04 1ol
1,05 2,57 1,57

priméma hodnota . 224 (.68

Tabulka 1 Hodnoty vypogitané metodou 27%C

Shrauti:

Z uvedenych vysledkil vyplyva, e u bungk ovlivaénych etoposidem po dobu 6 hod
do8lo ke statisticky vyznamnému zvySeni exprese genu TP53. U bungk ovlivnénych 12 hod
byla exprese statisticky vyznamné vy$si nez u kontrolnich bunék, v porovnani s buitkami

oviivnénych 6 hod viak doSlo ke statisticky vyznamnému sniZeni exprese tohoto genu.

9



7.1.2 Exprese genu BC'1.2

exprese genu BCL2

E

kontrola eto 6 hod eto 12 hod

Graf 2 Grafické znazoméni 27 hodnot u jednotlivych skupin. Mezi ¥, #% a #** hy]

statisticky vyznamny rozdil (p<0,05).

kontrola | etoposid 6 h | etoposid 12h

09 3.71 6,59

5-AAL 1,09 3.18 4,14
" 1,03 2.83 6.5
priiméma hodnota 1.01 324 574

Tabulka 2 Hodnoty vypo¢itané metodou oA
Shrouti:
7 uvedenych vysledkil vyplyva, Ze u bunék ovlivaénych etoposidem po dobu 6 hod
doslo ke statisticky vyznamnému zvySeni exprese genu BCL2. U bungk ovlivnénych 12 hod
bvla takeé statisticky vyznamné& vy$8i exprese ve srovnani s kontrolnimi buifkami, stejng tak

byla vys§i exprese i ve srovndni s buitkami ovlivnénych 6 hod.

7.1.3 Exprese genu BAX

prese genulIAX

20xp, {delta deita CY

kontrola eto 6 hodt ato 12 hod

Graf 3 Grafické znazoméni 2% hodnot v jednotlivych skupin.



F kontrola | etoposid 6 I | etoposid 12 h

0,94 1,13 1.49

MMt 1.1 0.81 L7

B 0,97 1,1 0,96

priimérna hodnota 1 101 ‘» 21
“AACE

Tabulka 3 Hodnoty vypogitané metodou 2

Shrauti:
7 uvedenych vysledkd vyplyva, Ze u bunék ovlivnénych etoposidem po dobu 6 hod
nedodlo ke statisticky vyznamnému zvySeni exprese genu BAX. K malému zvySeni exprese

doslo u bunck ovlivngnych 12 hod, nebylo to viak zvyseni statisticky vyznamné.

7.1.4 Exprese genu DFFB

exprese genu DFB

2exp. -{deltadalta Ct)

kontrela sto6hod eto 12 hod

Gral 4 Grafické znizoréni 27 hodnot u Jednotlivych skupin. Mezi * a ** byl statisticky

vyznamny rozdil (p<0,05).

kontrola | etoposid 6 I | etoposid 12 h
0,93 1 0,72 |
58401 1,06 1,27 0.97
- 1,01 1.36 0,59
7 primérna hodnota | 121 0.76

" Tabutka 4 Hodnoty vypogitané metodou 274!

Shrouti:

Z uvedenych vysledkil vyplyva, Zze u bunék ovlivnénych etoposidem 6 hod doglo
ke zvyZeni exprese genu DFFB v porovnani s kontrolni skupinou. Toto zvySeni viak nebylo
statisticky vyznamné. Po 12 hod ovlivnéni doglo u této skupiny bundk ke sniZeni exprese
genu ve srovndni jak s kontrolou, tak i s burikami ovlivngnymi 6 hod. Zde sniZeni exprese

bylo statisticky vyznamné jen pH srovnani se skupinou ovlivnénou 6 hod.



7.2 Ovlivaéni bunééné linie HL-60 etoposidem

7.2.1 Exprese genu TP53

Buné&na linie HL-60 neexprimuje gen TPS3, proto nemohla byt provedena

kvantifikace genové exprese

pUC1S HLBO . HLED Hep2 NK
Obr. | Exprese genu TP33 u bunécné linie HL-60 a Hep-2

Legenda: pUC 19 - Marker molekulovych hmotnosti pUC19 DNA/Mspl (Hpall)
HL60 - bunééna linie HL-60
Hep2 - bunééna linie Hep-2

NK — negativni kontrola

7.2.2 Expese genu BCL2

exrrese genu BCL2
-
5
]
3
3
£ 5
2 .
2
@ 1 I
g T ”
]
& >
¢ ] —
kentrola eto § hod eto 12 hod

Graf 5 Gralické znazoréni 2°**% hodnot u jednotlivych skupin. Mezi *, ¥* a **% byl

statisticky vyznamny rozdil (p<0,05).



kontrola | etoposid 6 It | etoposid 12 h
0,87 0,66 1,49

~-88C1 118 0,59 11 |
- 0.97 0,35 1.47
priméma hodnota 101 0.6 142

Tabulka 5 Hodnoty vypoditané metodoy 272

Shrnuti:
Zuvedenych vysiedkl vyplyva, Ze u bunék ovlivnénych etoposidem 6 hod doglo

ke statisticky vyznamnému sniZeni exprese genu BCL2 v porovnani s kontrolou. U bundk
ovlivnénych [2 hod byla statisticky vyznamné vy3$i exprese nez u kontrolnich bunck, steiné

tak byla statisticky vyznamng vys3i exprese i ve srovnéani s butikami ovlivnényeh 6 hod.

7.2.3 Exprese genu BAX

xpiEte gani BAX

2exp. {deftadeltaCT)

)
T |
I

kontrola ¢t 6 hod &to 12 hod

Graf 6 Grafické znazornéni 27 hodnot u jednotlivych skupin. Mezi * a ** byl statisticky

vyznamny rozdil (p<0,05).

kontrola | etoposid 6 h | etoposid 12 h

R 0.79 2,15 2,69
5-A8Ct 0,91 2,23 245
- 1,37 1,73 245
priumé&ma hodnota 1,07 2.04 | 253

Tabulka 6 Hodnoty vypo&itané metodou 273

Shrauti:
Z uvedenych vysledki vyplyva, Ze u bungk ovlivnénych etoposidem po dobu 6 hod

doslo ke statisticky vyznamnému zvySeni exprese genu BAX. Statisticky vyznamné vy&i



byla exprese genu BAX 1 po 12 hod ovlivnéni v porovnani s kontrolni skupinou, ne viak

ve stovnani s busikami ovlivaénymi 6 hod.

7.2.4 Expese genu DFFB

exprese genu OFFB

+ A

- | | —F—
0

kontrola eto 6 hod ete 12hod

2exp. (deltads=ttali

Graf 7 Grafické znazornéni 2** hodnot u jednotlivych skupin.

kontrola | etoposid 6 b | etoposid 12 h

0,91 0,73 0,71

841 1,34 0,58 0,89
- 081 0.51 1,36
pramérna hodnota 102 0.61 0.99

Tabulka 7 Hodnoty vypo¢itané metodou 2788

Shrnuti:
7 uvedenych vysledku vyplyva, Ze u bunék ovlivnénych etoposidem po dobu 6 h doslo
kmimému sniZzeni exprese genu DIFFB, tato zména viak nebyla statisticky vyznamna.

U bunek ovlivnénych 12 hod nedodlo ke zméné exprese tohoto genu.

8. Diskuze
8.1 Indukee apoptézy

U bunék bunécné linic Hep-2 a HL-60 byla indukovéana apoptéza pomoct etoposidu
o koncentraci 10 pg/ml. Builky byly ovlivnény etoposidem: v jedné skupiné 6 hod a v druhé
12 hod. T¥eti skupina slouzila jako kontrolni tzn. tyto bunky nebyly ovlivnény. Prace tak
navazuje na predchozi vyzkum na Ustavu lékatské biologie a genetiky, kde byla testovana
schopnost etoposidu indukovat apoptdzu u bunék riznych nddorovych bunécnych linii, véetné

bunécnych linii Hep-2 a HL-60 (Cervinka et al. 1999, Rudolf et al. 2000a, Cervinka et al.
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2004, Rudolf et Cervinka 2005). V téchto pracich v3ak byly sledovany hlavné morfologické
projevy apoptozy.
Etoposid

Etoposid je jeden z nejéastéji pouzivanych protinadorovych 16kt ve svété. Je pouzivan
k1é¢b& mnoha typi rakovin napf. malobunééného plicniho karcinomu, sarkomi. leukémii
alymfomt. Etoposid je derivatem podophyliotoxinu, pfirodni latky z rostliny Padophviium
peltatum. Primarnim  cilem v bufikéch je pro etoposid topoizomeraza 1. Tento
nepostradatelny enzym odstraiiuje zauzleni a pfekiiZeni v genomu vytvafenim ptechodnych
zlomi v dvoutet€zcové DNA. Etoposid se vaze a stabilizuje komplex tohoto enzymu a DNA
(tzv. 3tépici komplex). To vede k akumulaci t&chto komplexii a vytvateni trvalych zlomi
v genetickém materidlu (Baldwin et Osheroff 2005).

Etoposid miiZe indukovat apoptézu u riiznych bun&énych linii (Jakubowicz-Gil et al.
2002, Higginbotiom et al. 2007, Parihar et al. 2008) a to v&etn& bun&nych linii Hep-2 a HL-
60.
Hep-2

Indukei apoptozy u bunék bunecné linie Hep-2 etoposidem, o koncentraci 10 pg/ml. se
ve své praci zabyval Cervinka et al. (1999). U bungk bylo mozné po 4 - 8 hod od ovlivaéni
pozorovat typické morfologické znaky apoptozy, jako je zakulaceni bundk a tvorba puchyiki
na povrchu plazmatické membrany. Byla také zaznamendna zména v membranovém
potencialu mitochodrii a tvorba DNA faddert, které vznikaji pfi internukleozomalnim $tépeni
DNA. VySe uvedena koncentrace etoposidu se ukézala jako dostadujici k indukci apoptozy.
Rudolf et al. (2000a) pozorovali zakulaceni bungk a tvorbu puchyiki v rozmezi 2 - 6 hod
od ovlivnéni a po 8 hod od ovlivnéni bylo moZné pozorovat rytmické kontrakce oznacované
jako membranovy blebbing. Cervinka et al. (2004) detekovali i aktivni enzym kaspdzu 3.
Rudolf et Cervinka (20053) pozorovali tvorbu puchytki (blebbing), které se objevovali od 4 -
14 hod od ovlivnéni etoposidem, prim&ma doba trvani byla 6 hod. Indukct apoptozy u Hep-2
bun&k pomoci etoposidu o koncentraci 5 pl/ml a 50 pl/ml se také zabyvali Duran et al.
(2000). U bunék se objevily typické mortologické znaky apoptozy jako je zakulaceni bunék
a fragmentace jadra.
HL-60

Indukei apoptézy etoposidem, o koncentraci 10 pl/ml, u bunék bunédéné linie HL-60
popisuji Rudolf et Cervinka (2005). Tvorba puchytki na povrchu plazmatické membrany se
objevila jiz po | hod od ovlivnéni, maximalng viak po 4 hod, primétng trvala 2 hod. Indukei

apoptézy u HL-60 bun€k etoposidem se zabyvali i dal§i autofi. Higginbottom ¢t al. (2007)
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indukovali apoptozu u HL-60 bunék etoposidem o koncentracich 1 pl/ml a 10 pl/ml a jako
znak apoptozy uvadéli nadtépeni kaspazy 9. Kravtsov et al. (1999) pouzili k oviivnéni HL-60
bungk etoposid o koncentracich 1. 2.5. 5, 10 a 20 pmol/L. Tako nejudinngjdi se pfi indukci
apoplézy ukazala koncentrace etoposidu 10 pmol/L., pfi které bylo moZné pozorovat i typické
morfologické znaky jako je zmenSovani bungk a tvorba puchyikld na povrchu plazmatické
membrany. Tento jev byl nejvice pozorovan mezi 4 ~ 8 hod po ovlivnéni. Po 8 hod bylo také
zjisténo nejvice apoptotickych bungk (61 %). Dalsi z apoptotickych znakl, které bylo moZné
pozorovat byla tvorba DNA ladder(i, které bylo mozné pozorovat po 4 hod aZ 16 hod
od ovlivaéni etoposidem. Eliseev et al (2003) popisuji morfologické zmény jako je tvorba
puchyiki, kondenzace chromatinu a fragmentace DNA po oviivnéni HL-60 bunék 50 uM
etoposidem. Zuryn et al. (2007) indukovali apoptézu u HL-60 bun&k etoposiden: o 20 a 200
uM koncentracich a Bjerling-Poulsen et Issinger (2003} indukovali apoptdzu inkubaci HL-60
bunék 30 pM etoposidem po dobu 5 hod.

7 &chto poznatkll vyplyvd, Ze etoposid, o koncentraci 10 pl/ml, je vhodné
cytostatikum pro indukci apoptézy u bunénych linii Hep-2 a HL-60. Buiiky maji
morfologické projevy typické pro apoptézu a cilem prace bylo proto zjistit, zda tyto
morfologické projevy jsou doprovazené zménami v expresi genti, které se podilejf na vstupu
bunék do apoptozy, nebo na jejim pribéhu. Kvantitativni zména v expresi vybranych genit

byla méfena metodou real-time RT-PCR.

8.2 Kvantifikace exprese genu TP53
Hep-2

Po analyze exprese genu TPS53 u bunécné linie Hep-2 po indukci apoptozy bylo
zjiténo, Ze u skupiny bungk ovlivnéné etoposidem po dobu 6 hod doslo ke statisticky
vyznamnému zvySeni exprese ve srovnani s kontrolni skupinou. U bunék ovlivnénych 12 hod
doslo ke statisticky vyznamnému sniZeni exprese ve srovnani se skupinou ovlivnénou 6 hod.
Exprese genu TPS3 viak byla stale statisticky vyznamng vyS§i neZ u kontrolni skupiny.

Ke zvyeni exprese genu TP33 miZe vést n&kolik divodd. Pisobenim etoposidu
na buiiky dochdzi k vytvateni trvalych zlomi v fetézei DNA. Tento jev se projevi zejména
pfi replikaci a buiiky proto zastavuji bunétny cyklus v G2 fazi. Protein TPS3 je vyznamny
regulator transkripce mnoha gend, z nichZ jednu skupinu tvofi geny, které reguluji bunéCny
cyklus v obou kontrolnich bodech G1/S i v G2/M (Bunz et al. 1998). Pti zastaveni bun&ného

cyklu v GV/S fazi je cilem regulace transkripce gen p21 (Harper et al. 1995). Pro vstup buiiky
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Jjako reguldtor transkripce cyklinu B (Innocente et al. 1999). Regulace transkripce genii.
fidicich bun&ny cyklus, pak miZe byt jednim z vysvetleni zvySeni exprese genu TP53.

TP53 se viak podilf i na regulaci transkripee gend, které Fidi vstup buiiky do apoplozy.
Mezi transkripéni cile TP53 patfi také rodina BCL2 gend. Mezi pozitivné regulované patii
gen BAX, ktery je proapoptoticky (Miyashita et Reed 1995), regulace transkripce miZze viak
byt i negativai napf. u genu BCL2 (Miyashita et al. 1994b). ZvySeni exprese genu TPS3 tedy
odpovida indukci apoptozy u ovlivaénych bunik.

ZvySeni exprese genu TPS3 po indukei apoptozy potvrzuji i dalsi prace. Kvantifikaci
exprese genu TP53 se zabyvali napf. Xing et al. (2008), kteti indukovali apoptézu u bunék
karcinomu Zaludku latkou L.Y2940002 (phosphoinositide-3-kinase inhibitor). Metodou real-
time RT-PCR naméfili zvySeni exprese genu TP53. Vyrazné zvySeni exprese genu TP33
a BAX a sniZeni exprese BCL2 u jaternich bunék krys po plisobeni SO, naméfili Bai et Meng
(2005). Malerba et al. (2005) indukovali apoptézu etoposidem a taxolem u HL-60 bunék a
ubunék kostni dfené. Metodou Western blot byla zjisténa zvysend exprese proteinu TP33
a BCL-X u bunék kostni dfeng po plsobeni etoposidu.

HL-60

Bunétnd finie HL-60 neexprimuje gen TP53. Defekini funkce TP33 neni mexzi
nadorovymi busikami nic neobvyklého, uvadi se Ze az 50 % primarnich lidskych nadort nese
mutaci v tomto genu (Hollstein et al. 1991). Indukci apoptézy u téchto bunék tedy gen P53
nemizZe zprostiedkovat. Jednu z moZnosti jiné indukce apopidzy popisuji napf. Higgimbottom
et al. (2007), ktefi objevili n&kolik novych alternativnich mist pro fosforylaci u cyklin
dependentni kinazy 1 (Cdk 1) asociované s cyklinem A. Zdé se, 7e tento proces je spojen

s indukei apoptozy u HL-60 bungk po ovlivnéni etoposidem.

8.3 Kvantifikace exprese genli BCL2 a BAX

Geny BCL2 a BAX patfi do rodiny BCL2 genii, které hraji v apoptoze dilezitou
regulacni roli. BCL2 patfi do skupiny kterd inhibuje apoptozu, BAX je pro-apoptoticky (Chao
et Korsmeyer 1998). Protein BCL2 je asociovan s membréanami mitochondrii, zatimeo BAX
Je ve své neaktivai fazi lokalizovan v cytoplazmé, po aktivaci se premistuje do mitochondrii
aumoZoi tak uvoln&ni cvtochromu ¢ (Wolter et al. 1997). Dalgi charakteristikou BCL2
proteinli je jejich schopnost tvorby homo- i heterodimer(i, kterou zajiStuje o-helix BH3
domény (Minn et al. 1998). Na regulaci aktivity pro- a anti-apoptotickych BCL2 proteini
existuje nékolik bunédnych mechanismi. Anti-apoptoticky protein BCL2 je schopen tvofit

dimery s pro-apoptotickym proteinem BAX a neutralizovat tim jeho aktivitu, Jako



heterodimer je BAX neaktivni, ale jakmile miize tvofit homodimery je schopen indukovat
apoptozu (Gross et al. 1998). Dal§im mechanismem je zména poméru pro- a anti-
apoptotickych BCL2 proteini. Pokud je mmnoZstvi BCL2 proteinu vy$3i, nebo stejné jako
mnozstvi BAX, dana bufika je chranéna pted apoptozou. Naopak pokud je mnoZstvi BAX
proteinu vy&$i ne? BCL2 ma buitka v&si pravdépodobnost zadit s apoptozou. Zmeéna exprese
tak muiZze inhibovat, nebo naopak podpofit apoptozu (Adams et Cory 1998).

Pri indukci apoptozy se proto na urovni genové exprese piedpoklada sniZeni exprese
genu BCL2, nebo zvyeni exprese genu BAX. Tento ptedpoklad potvrzuji i vysledky vice
autorii napt. Brown et Duamore (2007) indukovali apoptozu u BRIN-BD 11 bungk a k jedné
skupiné bun&k piidali leptin. PFidani leptinu zabranilo vzniku apoptézy, coZ korelovalo i se
zvyienim exprese genu BCL2. Builky bun&&né linie odvozené od karcinomu jicnu (OE-19)
byly ovlivnéné simvastatinem. Metodou real-time RT-PCR bylo naméfeno sniZeni exprese
genu BCL2 a zvydeni exprese genu BAX (Konturek et al. 2007). Bufiky bunétnych tinii
IMR90 a SV40 byly ovlivngné pomoci 5-FU po dobu 5 dni, coZ sniZilo pomér exprese genill
BCL2/BAX u IMR90 bunék (Suzuki et al. 1999). Pisobeni SO, zpiisobilo vyrazné zvySeni
exprese genu BAX u jaternich bundk krys, naopak doslo ke snizeni exprese genu BCL2 (Bai
et Meng 2003). Pan et al. (2003) indukovali apoptézu u bunééné linie COLO 205 pomoci
HDB. Exprese byla méfena metodou Western blot a po 8 hod bylo naméfeno zvySeni exprese
proteinu BAX. protein BCL2 zistal nezménén. Singh et al. (2003) stanovili expresi proteini
BCL2 a BAX metodou Western blot u bun&k vyvijejictho se mozetku krys
pfi hypothyroidnich podminkach. Exprese proteinu BCL2 byla snfZena, exprese BAX
zvviena.

Hep-2

Po analyze genové exprese genu BCL.2 u bundiné linie Hep-2 po indukci apoptozy
bylo zjisténo, e u skupiny bunék ovlivnéné etoposidem po dobu 6 hod dodlo ke statisticky
vyznamnému zvyieni exprese ve srovnani s kontroini skupinou. U bungk ovlivpénych 12 hod
doslo také ke statisticky vyznammému zvySeni exprese, a to jak ve srovndni s kontrolni
skupinou, tak se skupinou ovlivaénou 6 hod.

Kvantifikace genové exprese genu BAX ukéazala, Ze u bundk ovlivnénych etoposidem
po dobu 6 hod nedoglo ke statisticky vyznamnému zvySeni exprese. K malému zvySeni
exprese doglo u bungk ovlivnényeh po dobu 12 hod, nebylo to viak zvyseni statisticky
vyznamné.

Zvyieni exprese genu BCL2 a exprese genu BAX beze zmén neodpovida pivodaim

ptedpokladim. Apoptoza je viak komplexni d& a i kdyz morfologické znaky mohou
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ukazovat na probihajici apoptozu, exprese téchto dvou genli tomu nemusi odpovidat. Na
indukei apoptozy se také mohou podilet jiné geny BCL2 rodiny, které v této praci nebyly
analyzovany.

Literarni udaje zabyvajici se indukei apoptozy u Hep-2 bunék etoposidem, nebo
expresi genlt BCL2 a BAX nejsou Casté. Balasubashini et al. (2006) se zmifiuji o poklesu
BCL2 proteinu po indukei apoptozy u Hep-2 bungk pomoci jedu z ryby Perutyna ohnivého
(Pterios volitans). Singh et al. (2006) indukovali apoptozu u Hep-2 bun&k karboplatinou a 5-
{luorouracilem (5-FU). Na Grovni proteint pak zaznamenali pokles hladiny BCL2, protein
BAX ziistal beze zmény.

Podobné vysledky jako v této préci, ale u bun&k bunééné linie PANC-1. zaznamenali
napf. i Ikeguchi et al. (2002a), kfefi se zabyvali vlivem cisplatiny na expresi apoptotickych
genl u riznych bun&enych linif. U bunétné Hinie PANC-1 naméfili zvyieni exprese genu
BCL2 po 12 hod a 24 hod, gen BAX ziistal beze zmény. U bunétné linie MKN-45 se zvysila
exprese genu BAX po 24 hod, exprese genu BCL2 se nezménila. U bunééné linic LoVo,
doslo ke zvySeni exprese genu BAX po 12 hod a 24 hod, u genu BCL2 sniZeni exprese po 24
hod. Tyto vysledky ukazuji, Ze kazda bun&na linie miZe na indukci apoptozy jednim druhem
cylostatika reagovat riiznou expresi gend.

HI.-60

Po analyze genové exprese genu BCL2 u bun&né linie HL-60 po indukci apoptozy
bylo zjiSi€no, Ze u skupiny bun&k ovlivnéné etoposidem po dobu 6 hod doslo ke statisticky
vyznamnému sniZeni exprese ve srovnani s kontrolni skupinou. U bunék ovlivnénych 12 hod
doSlo naopak ke statisticky vyznamnému zvyseni exprese a to jak ve srovnani s kontrolni
skupinou tak se skupinou oviivnénou 6 hod.

Kvantifikace genové exprese genu BAX ukazala, Ze u bungk ovlivnénych etoposidem
po dobu 6 hod doslo ke statisticky vyznamnému zvyieni exprese. U bunék ovlivnénych
12 hod byla statisticky vyznamné vy3si exprese nez u kontroinich bunék. nebyla viak
statisticky vyznamné vy83{ ve srovnani s buiikami ovlivngénych 6 hod.

Tyto vysledky odpovidaji piivodnim ptedpokladiim o vyvoji exprese téchto dvou gen
po indukei apoptozy. 1 vysledky ostatnich autorii jsou podobné, ale i zde plati, Ze exprese
téchto dvou gent se 1i3i podle typu pouZitého cytostatika na indukci apoptzy.

Floros et al. (2006a) namé&fili zvy$eni exprese genu BAX po 4 hod od ovlivnéni
bunééné linie HL-60 etoposidem. Exprese genu BCL2 se nezménila. U stejné bunéiné linie
pak namétili snizeni exprese BCL2 po indukei apoptézy topotecanem a methotrexatem

(Floros et al. 2006b). Rézalski et al. (2005) namé&fili snizeni exprese genu BCL2 a zvyseni
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exprese BAX po ovlivnéni HL-60 bun&k doxorubicinem a amifostinem. Floros et al. (2004)
u bunék bun&éné linie HL-60 indukovali apoptézu a zaznamenali pokles exprese geni BAX
aBCL2 po ovlivnéni karboplatinou, zatimco po ovlivnéni doxorubicinem se exprese
nezmenila. Po ovlivnéni cisplatinou bylo zaznamenano snizovani exprese BCL2 (Floros et al.

2003).

8.4 Kvantifikace exprese gena DEFB

Jeden z nejditeZitgjdich enzymit zpilsobujici internukleozomdlni fragmentaci je
endonukledza nazyvana DFF. V neaktivni formé je DFF heterodimer sloZeny ze dvou 40 a 45
kDa protemnovych podjednotek nazyvanych DFFB a DFFA. DFFB je katalyticka podjeduotka,
zatimco DFFA reguladni podjednotka DFF. Protein DFFA navézany na DFFB inhibuje
nukledzovou aktivitu a po naStépeni DFFA kaspazou 3 je uvolnén aktivni enzym DFFB (Liu
et al. 1997). DFFB uvolnény z komplexu s DFFA pak tvofi homooligomery, které tvofi
enzymaticky aktivni formu nukledzy. Aktivni enzym pak $t€pi chromatin mezi nukleozomy
za vzniku mono- a oligonukleozomalnich fragmentt (Liu et al. 1999).

Kvantitikaci genové exprese DFFB se zabyvali napi. McDonald et al. (2005), ktefi
sledovali exprest genii DFFA a DFFB u bungk oligodendrogliomu. Pouze u genu DFFB byla
zjiSténa snizend exprese ve srovnani s normalnimi mozkovymi buiikami. Mahmoud-Ahmed et
al. (2006) sledovali zmény v expresi geni mozkovych bundk my$i po indukci apoptozy
ozafovanim. Pomoci real-time RT-PCR byla naméfena zvySend exprese DFFB jiZz | hod
po ozéfeni.

Vice praci je viak zaméfeno na detekci proteini DFFA a DFFB a ovéfovani jejich
funkcnosti, ¢ na expresi na urovni proteind. Iguchi et al. (2002) nepozorovali tvorbu
typickych ladderit z DNA po indukei apoptozy etoposidem a neocarzinostatinem u Molt-4
bunék. Pii stanoveni exprese proteind DFFB a DFFA viak nebyly zjisteny rozdily
v porovnani s ostatnimi liniemi. Luciano et al. (2002) indukovali apoptozu u T a B
leukemickych bunéénych linii. U B leukemickych bunéénych linii nebyla pozorovana DNA
fragmentace. Pfi sledovani exprese proteini DFFA a DFFB bylo zjisténo, e u T bunék
dochazi k vysoké expresi DFFB v poméru k DFFA. U B bungk tomu bylo naopak tzn. vy3$si
exprese DFFA a velmi nizka DFFB. Park et al. (2005) indukovali apoptozu sulindakem
u bunék bunécné linie HT-29. Prokazali translokaci AIF a endonukleazy G z mitochondrii do
jadra a DFFB z cytosolu do jadra. Neobjevila se viak oligonukleozomalni fragmentace DNA,
pouze Stépeni DNA na velké fragmenty. Tyto vysledky ukazuji, Ze translokace DFFB

a endonukledzy G pesta¢i k oligonukleozomalni fragmentaci DNA v této bun&éné linii.
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Hep-2

Kvantitativni anatyzou genové exprese genu DFFB bylo zjiiténo, 7e u bundk
ovlivnénych etoposidem po dobu 6 hod doflo k mimému zvyseni exprese genu DFFB
v porovnani s kontrolni skupinou. Toto zvySeni viak nebylo statisticky vyznamné. U skupiny
bunek ovlivnénych 12 hod doslo ke sniZeni exprese genu ve srovnani s kontrolni skupinou
i s butikami ovlivnénymi 6 hod. Statisticky vyznamné bylo toto sniZeni pouze pii srovnani se
skupinou bun&k ovlivnénych 6 hod.

HL-60

Kvantitativai analyzou exprese genu DFFB bylo zjift&no, Ze u bunék ovlivnénych
etoposidem po dobu 6 hod doslo k mirnému snieni exprese genu DFFB, tato zména viak
nebyla statisticky vyznamna. U skupiny bun&k ovlivngnych 12 hod nedoslo ke zméng exprese
tohoto genu.

Z uvedenych vysledkii vyplyvé, Ze exprese genu DFEB, je v obou buné&énych liniich
pomémé stala a neméni se ani po indukei apoptozy u téchto bundk. Exprese genll nic
nevypovida o funk&nosti proteinu, v publikacich je viak popsana tvorba DNA ladderti jak
u Hep-2 bunék (Cervinka et al. 1999), tak i HL-60 bungk (Kravtsov et al. 1999, Bjorling-
Poulsen et Issinger 2003, Rudolfet al. 2000b).

9. Zaver

U dvou stabilizovanych bun&tnych lini{ Hep-2 a HL-60 byla indukovéana apoptoza
pomoci ctoposidu. U kazdé bun&tné linie byly tfi skupiny bunék. Prvni skupina kontrolni,
tzn. buiiky, kieré zistaly bez ovlivnéni. Druhou a teti skupinu tvofily buriky ovlivnéné
ctoposidem po dobu 6 hod a 12 hod. Po ovlivnéni byly butlky sklizeny, byla izolovana RNA,
reverzni transkripci pfevedena na ¢ONA a provedena kvantifikace genove exprese metodou
real-time RT-PCR. Pro kvantifikaci genové exprese byly vybrany geny TP53, BCL2, BAX
aDFFB. Jako referentni gen, ke kterému byla vztazena genova exprese téchto gend, byl
pouZit gen PBGD.

Po kvantitativni analyze genové exprese genu TP33 bylo zjisténo, Ze u bunééné linie
Hep-2 doslo ke statisticky vyznamnému zvy3eni exprese po 6 hod ovlivnéni ve srovnani
s kontrolou, po 12 hod se exprese snizila, stale viak byla statisticky vyznamné vy$§i nez
u kontrolni skupiny. Gen TP53 ¥idi jak zastaveni bun&cného cyklu, tak vstup bundk
do apoptézy, zvySeni jeho exprese proto odpovida indukei apoptozy u Hep-2 bunék. Bunécna

linie HL-60 neexprimuje gen TP53, proto nemohla byt provedena analyza.
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Kvantifikace exprese genu BCIL.2 u buné&né linie Hep-2 ukazala, Ze jak po 6 hod tak
po 12 hod doslo ke statisticky vyznamnému zvy$eni exprese tohoto genu. Naopak exprese
genu BAX ziistala beze zmény. U HL-60 buné¢k doslo ke statisticky vyznamnému poklesu
exprese BCL2 po 6 hod ve srovnani s kontrolni skupinou, po 12 hod doslo ke zvySeni exprese
ve srovnani jak se skupinou ovlivnénou 6 hod, tak skontrolou. U genu BAX doglo
ke statisticky vyznamnému zvySeni exprese po 6 hod ovlivnéni, po 12 hod toto zvySeni bylo
statisticky vyznamné jen v porovnani s kontrolou. Exprese genti BCL2 a BAX se u t&chto
dvou bunénych linit znatné lisi, indukei apoptozy spiSe odpovida exprese gent u HL-60
bunék. U Hep-2 bun€k viak mohlo dojit k expresi i jinych proapoptotickych genii, které v této
praci nebyly analyzovany. Jedna se zfejmé také o rizné reakce t&chto nadorovych bunék
na piisobeni etoposidu.

Analyza exprese genu DFFB u Hep-2 bundk ukézala, Ze doslo k mimému narGstu
exprese po 6 hod, ne v8ak statisticky vyznamnému. Po 12 hod exprese tohoto genu klesla
v porovnani s kontrolou i se skupinou ovlivnénou 6 hod. U bunééné linie HL-60 nedoslo
ke zmén€ exprese tohoto genu. Z téchto vysledki vyplyvé, ze exprese tohoto genu je v t&chto

bunéénych liniich stild a vyznamné se neméni ani po indukci apoptozy.
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