Summary (CZE)

Nazev dizertacni prace: Proteomicka analyza leukemickych bunéénych linii po ozareni

V této dizertacni praci jsme se zaméfili na objasnéni molekularnich mechanismu
radiosensibilizace leukemické bunééné linie MOLT-4 specifickou inhibici kindz z rodiny
fosfatidylinositol-3-kinaza piibuznych kinaz (PIKKS). Byly testovany dva vysoce G¢inné a
selektivni inhibitory VE-821 (inhibitor ATR) a KU55933 (inhibitor ATM), pro jejich ucinky
na proliferaci, viabilitu a buné¢ny cyklus neozafenych a ozafenych bunék MOLT4. Aplikace
obou inhibitorl zptsobila radiosensibilizaci MOLT-4 bun¢k a 10 uM VE-821 navic pisobil
jako silné antiproliferativni agens 1 v neozafenych MOLT-4 burikach.

K dal$imu popisu mechanismil, které jsou zodpovédné za radiosensibilizaci MOLT-4
bunék VE-821 inhibitorem byly pouzity hmotnostné spektrometrické metody. Pomoci metod
kvantitativni proteomiky jsme identifikovali a kvantifikovali zmény v proteomu a
fosfoproteomu (tj. zmény na trovni fosforylace proteint) bunck, které byly zptisobeny u¢inkem
inhibitoru v ozafenych bunkach. Protoze detekce a kvantifikace fosforylovanych peptidi
v komplexnich vzorcich je komplikovana mimo jiné jejich relativné nizkym zastoupenim,
zaméfili jsme se nejprve na vybér optimdlni metody pro jejich selektivni izolaci ze smési
s nemodifikovanymi peptidy. Optimalizovany protokol byl pak dale vyuzit ke studiu zmén
v bunikach radiosensibilizovanych VE-821. Dle o¢ekavani inhibitor nevyvolal zddné zmény na
urovni proteomu hodinu po ozéteni. Pti studiu fosfoproteomu jsme ale nalezli 623 signifikantné
zménénych fosforylacnich mist, znichz vétSina (431) byla upregulovdana. Pomoci
bioinformatickych nastroji jsme zjistili zmény signédlnich drah a aktivity kindz piimo
odpovidajicich na poskozeni DNA, ale také signalnich drah a kin4dz primarn¢ souvisejicich
s regulaci bunééného metabolismu. Detekovali jsme snizeni v aktivit¢ mTOR kinazy, které
bylo nejspiSe zplisobené nespecifickym plisobenim inhibitoru v 10 pM koncentraci. Tato
sniZzena aktivita mtize pravdépodobné piispivat k zastave proliferace bunék po podani vysoké
davky inhibitoru.

Vliv VE-821 na metabolismus ozafenych bun€k byl dale zkouman pomoci cilené
metabolomické analyzy. V této analyze bylo kvantifikovano 206 intermedidrnich metabolitt.
Pti nasledné analyze dat bylo zjisténo, Ze VE-821 potencuje rozvrat energetického metabolismu
a muze ovliviiovat odpovéd’ na oxidacni stres zpisobeny ozafenim. Dale jsme ukézali, Ze
obnova poskozenych deoxynukleotidii by mohla byt negativné regulovana VE-821.

V této praci jsme tedy komplexné popsali, jaké signdlni a metabolické drahy by mohly
byt zavislé na ATR nebo spusStény ATR inhibici VE-821 v ozatenych MOLT-4 bunkach.

Vysledky této prace mohou byt dale pouZity jako zdroj informaci pro dalsi navazujici studie.



