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Anotace

Ve své práci jsem se zabývala mo¾ným vyu¾itím nových inhibitorù kinázy Chk1 v proti-

nádorové terapii maligního melanomu. Kináza Chk1 je dùle¾itá pøi regulaci bunìèného

cyklu a opravì po¹kozené DNA. Kdy¾ dojde k po¹kození genetické informace, tato ki-

náza se úèastní zastavení cyklu. Je-li kináza Chk1 inhibována, bunìèný cyklus i pøes po¹-

kození DNA pokraèuje, nedojde k její opravì a po¹kození se kumuluje. To mù¾e v nìk-

terých pøípadech vést a¾ k bunìèné smrti. Existují studie, které se ji¾ døíve vìnovaly

potenciálnímu uplatnìní inhibitorù Chk1 pøi léèbì nìkterých druhù nádorù. Mým úko-

lem bylo ovìøit cytotoxicitu nízkomolekulárních inhibitorù Chk1 SCH900776 a MU380

na bunìèných liniích maligního melanomu. Úèinnost tìchto látek byla prokázána nejen

samostatnì, ale i v kombinaci s nìkterými protinádorovými chemoterapeutiky a inhi-

bitory vybraných signálních drah ovlivòujících rùst nádorových bunìk.

Klíèová slova

Checkpoint kináza 1 / Chk1; nízkomolekulární inhibitory; SCH900776; MU380; maligní

melanom; cytotoxicita



Annotation

This thesis focuses on testing the anti-cancer potential of new inhibitors of the Chk1

kinase in malignant melanoma. The Chk1 kinase plays an essential role in the regu-

lation of cell cycle and DNA repair. When genetic information is damaged, this kinase

participates in inhibiting the cell cycle. If we inhibit the Chk1 kinase, the cell cycle

will progress despite the damaged DNA, preventing e�cient DNA repair and leading

to the accumulation of DNA damage and in some cases also to cell death. Several

recent studies tested the use of Chk1 inhibitors as treatments for various types of can-

cer. The main aim of this thesis was to determine the cytotoxicity of small-molecule

Chk1 inhibitors SCH900776 and MU380 in human malignant melanoma cell lines. These

agents were active not only individually but also in combination with clinically used

anti-cancer chemotherapeutics and inhibitors of selected signaling pathways regulating

cancer cell proliferation.

Keywords

Checkpoint kinase 1 / Chk1; small-molecule inhibitors; SCH900776; MU380; malignant

melanoma; cytotoxicity



Seznam zkratek

APS peroxodisíran amonný

ARAF proteinkináza A-Raf

ATM ataxia-telangiectasia mutated protein

ATP adenosintrifosfát

ATR ataxia-telangiectasia and Rad3-related protein

BRAF proteinkináza B-Raf

BSA hovìzí sérový albumin

Cdc25 cell division cycle 25

CDK cyklin-dependentní kináza

cDNA komplementární DNA

CNS centrální nervová soustava

CRAF proteinkináza C-Raf

DMSO dimethylsulfoxyl

DNA deoxyribonukleová kyselina

ECL roztok pro posílení chemiluminiscence

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctová

ERK kináza regulovaná extracelulárním signálem

HRAS harvey RAS

Chk1 checkpoint kináza 1

Chk2 checkpoint kináza 2

JNK c-Jun N-terminal kinase

KRAS kirsten RAS

LAR èinidlo pro luciferázový test

MAPK mitogeny aktivovaná proteinová kináza

MEK mitogeny aktivovaná proteinová kináza kináza

MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid

NK pøirozený zabíjeè

NRAS neuroblastoma RAS



PBS fosfátový pufr

PCNA proliferaèní jaderný antigen

PI propidium jodid

PP2A protein fosfatáza 2A

PVDF polyvinylidenuorid

RAF rapidly accelerated �brosarcoma

RAS rat sarcoma

RPMI Roswell Park Memorial Institute

RTK receptorová tyrosin kináza

SDS dodecylsíran sodný

SDS-PAGE SDS-polyakrylamidová gelová elektroforéza

Ser serin

TBS pufr s obsahem Tris

TEMED tetramethylethylendiamin

Tris 2-amino-2-(hydroxymethyl)propan-1,3-diol

γ-H2AX histon H2AX fosforylovaný na Ser139
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Úvod

V souèasné dobì patøí nádorová onemocnìní k nejèastìj¹ím pøíèinám úmrtí v lidské

populaci. Nádory rùzných tkání postihují v¹echny národy, rasy i vìkové skupiny. Prav-

dìpodobnost výskytu zhoubných nádorù v¹ak s vìkem roste. Ve vìt¹inì pøípadù se toti¾

jedná o onemocnìní vyvolané kumulací genetických zmìn v buòce v prùbìhu øady let.

Nicménì, má se za to, ¾e vývoj nádorových onemocnìní mù¾eme alespoò do urèité míry

potlaèit zdravým ¾ivotním stylem a vyrovnanou stravou. Maligní melanom patøí mezi

nejagresivnìj¹í zhoubné nádory. V souèasné dobì lze spolehlivì vyléèit pouze èasná

stádia tohoto onemocnìní.

Výzkumu v oblasti protinádorové terapie se vìnuje velká pozornost i nemalé �nanèní

prostøedky. Existuje nespoèet potenciálních léèebných pøístupù s rozmanitými mecha-

nismy úèinku. V posledních desetiletích se v rámci tzv. cílené terapie hojnì zkou-

mají úèinky inhibitorù proteinových kináz. Jednou z nich je také kináza Chk1, která

hraje dùle¾itou roli v regulaci bunìèného cyklu. Zprostøedkovává zastavení cyklu v pøí-

padì po¹kození DNA, zejména pøi replikaci, a podílí se na mechanismech vedoucích

k opravì po¹kození. Nejvíce studovaným inhibitorem kinázy Chk1 je v dne¹ní dobì

látka SCH900776, je¾ se momentálnì nachází ve fázi klinického testování. V této práci

jsem na buòkách maligního melanomu porovnávala úèinky tohoto inhibitoru s pøíbuz-

nou látkou MU380, je¾ byla vyvinuta týmem doc. Kamila Parucha z Pøírodovìdecké

fakulty Masarykovy univerzity v Brnì.
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Cíle práce

Cíle mé Støedo¹kolské odborné èinnosti jsou:

• porovnat úèinnost inhibitorù kinázy Chk1 SCH900776 a MU380 vùèi bunìèným

liniím maligního melanomu

• ovìøit úèinnost inhibitorù kinázy Chk1 v kombinaci s cytostatiky cílícími na repli-

kaci DNA

• ovìøit úèinnost inhibitorù kinázy Chk1 v kombinaci s inhibitory vybraných bunìè-

ných signálních drah
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1 Teorie

1.1 Nádorová onemocnìní

Jedná se o skupinu mnoha rùzných onemocnìní, která se projevují tvorbou nádorù

(lat. tumor, øec. onkos) v rùzných tkáních organismu. Mezi nejèastìji postihované tkánì

patøí plíce, prostata a prsa. Nádory vznikají v pøípadì, ¾e dojde k mutacím kritických

genù. Tyto mutace mù¾ou po¹kodit biochemické pochody a vést k neregulované prolife-

raci bunìk. Bez fungující regulace se nádorové buòky dìlí nekontrolovanì, rostou jedna

pøes druhou a tvoøí nádor. Vznik nádorù mù¾e být ovlivnìn prostøedím, ve kterém èlovìk

¾ije, chemickým zneèi¹tìním ovzdu¹í, pøíli¹ tuènou stravou s nedostatkem vlákniny, kou-

øením nebo pøehnaným vystavováním se sluneènímu záøení. Nádorové buòky se od tìch

zdravých li¹í øadou vlastností, napø. zmìnami cytoskeletu, zvý¹enou produkcí nìkterých

bílkovin nebo syntézou abnormálních proteinù, zmìnami genetické informace, èasto také

aneuploidií. [1]

1.1.1 Klasi�kace nádorù

Nádory se dìlí na dvì základní skupiny { maligní a benigní. Je-li tumor maligní, po-

sti¾ené buòky migrují, ¹íøí se po celém tìle a napadají i ostatní tkánì. V nich pak

mohou tvoøit sekundární nádory, tzv. metastáze (z øeètiny
”
zmìna stavu\). Pokud není

nefyziologické mno¾ení doprovázeno dal¹ími zmìnami a po vyèerpání proliferaèního

potenciálu ustane, jedná se o benigní, ohranièené, nádory. Jejich buòky okolní tkánì

nenapadají. [1, 2]

1.1.2 Mutace

V 80. letech minulého století vìdci zjistili, ¾e nádorové buòky nemívají jen jediný defekt

v genetické informaci. Proto, aby se buòka stala nádorovou, je potøeba genetických

14



defektù více. Byly popsány dvì velké skupiny genù, jejich¾ mutací dochází k nádorové

transformaci { protoonkogeny a nádorové supresorové geny. Gen je dìdièná jednotka

se speci�ckou biologickou funkcí, která se nachází v urèitém místì chromozomu. [1]

Protoonkogeny jsou geny, které zaji¹»ují produkci proteinù podílejících se na pøe¾ívání

a mno¾ení bunìk. Je-li protoonkogen mutován, stane se z nìj onkogen. Ten je trvale

aktivní a nádor se tak neustále rozrùstá. Nádorové supresorové geny mají naopak za úkol

kontrolovat a v pøípadì potøeby také omezovat rùst bunìk. Jsou-li mutované, nezvládají

bunìèné dìlení a rùst nádoru potlaèovat. [3]

1.1.3 Charakteristické znaky nádorových bunìk

Existuje nìkolik charakteristických znakù, jimi¾ se buòky maligního tumoru odli¹ují

od bunìk nenádorových. Ty nejdùle¾itìj¹í byly poprvé shrnuty v èlánku
”
Hallmarks

of cancer\ Douglase Hanahana a Roberta Weinberga, který byl v lednu 2000 vydán

v èasopise Cell. [4]

1. Sobìstaènost v signalizacích stimulujících dìlení a rùst. Existuje nìkolik

cest, kterými toho mohou nádorové buòky dosáhnout. Mù¾e dojít ke zmìnám v mno¾-

ství extracelulárních faktorù, je¾ nabádají buòku k dìlení, nebo ke zvý¹ení citlivosti

bunìk k tìmto faktorùm. V nìkterých pøípadech je dokonce sama buòka schopna vy-

tváøet signály, na které pak té¾ sama odpovídá. Dal¹í mo¾ností je nadmìrná tvorba

nebo pozmìnìná aktivita intracelulárních proteinù, které mají na proliferaci vliv. [4]

2. Abnormální necitlivost k signálùm inhibujícím rùst. V normálních tkáních

jsou signály podporující rùst a signály potlaèující dìlení v rovnováze. Kdy¾ se buòka

stane nádorovou, nedoká¾e ji¾ na signály inhibující rùst správnì reagovat, co¾ pøispívá

k nekontrolovanému dìlení. [4]

3. Schopnost zabránit apoptóze. Buòky zdravých tkání mají schopnost progra-

mované bunìèné smrti, apoptózy. Ta nastává v pøípadì, ¾e je buòka nìjakým zpù-

sobem po¹kozena. Zabraòuje se tak mimo jiné pøedávání chybné genetické informace.
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Esenciální úlohu hraje nádorový supresorový protein p53 odesílající po¹kozené buòky

na autodestrukèní dráhu. U nádorových bunìk tento protein obvykle nefunguje a au-

todestrukèní dráha je zablokována. Proto se i po¹kozená buòka nesoucí mutace mù¾e

dìlit stále dál. Dceøiné buòky pak kumulují dal¹í mutace, je¾ mohou napomoci nádorové

transformaci. [4]

4. Neomezený replikaèní potenciál. Zdravé lidské somatické buòky mají omezený

maximální poèet dìlení. Konce chromozomù jsou chránìny telomerami, mnohokrát

se opakujícími krátkými sekvencemi nukleotidù. Pøi ka¾dém bunìèném dìlení se te-

lomery zkrátí. Dojde-li k výraznému zkrácení, buòka se ji¾ dále nemù¾e dìlit. Tomuto

zkracování mù¾e zabránit enzym telomeráza, co¾ je ribonukleoproteinový komplex,

který ztracené nukleotidy znovu pøidává. U bì¾ných somatických bunìk je èinnost to-

hoto enzymu potlaèena, v zárodeèných a kmenových buòkách naopak zvý¹ena. Vysoká

aktivita telomerázy se objevuje také v nádorových buòkách, co¾ jim napomáhá stát

se nesmrtelnými. [4]

5. Indukce tvorby nových cév pro pøísun ¾ivin a kyslíku. U¾ i velmi malé nádory

si musí zabezpeèit pøísun ¾ivin a kyslíku, bez nich¾ nemohou dále rùst. Ve chvíli, kdy

zaènou mezi nádorové buòky prorùstat krevní vláseènice, tumor potøebné ¾iviny získává.

Signály inhibující rùst cév jsou v nádorových tkáních potlaèeny, signály podporující rùst

cév naopak výraznì zvý¹eny. [4]

6. Schopnost pronikat do dal¹ích tkání. Nádorové buòky získávají mo¾nost roz¹íøit

se pomocí krevního nebo lymfatického øeèi¹tì i do vzdálených èástí organismu. Dùsled-

kem mù¾e být vznik mnoha sekundárních nádorù, které se velmi obtí¾nì kontrolují a od-

straòují. Èasto postihují ¾ivotnì dùle¾ité orgány, a proto jsou metastáze nejèastìj¹ím

dùvodem úmrtí pacienta posti¾eného rakovinou. [4]
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Obrázek 1: Charakteristické znaky nádorových bunìk dle Douglase Hanahana a Roberta Weinberga.

Kurzívou jsou vyznaèeny vlastnosti, které byly pøidány a¾ v roce 2011 v èlánku
”
Hallmarks of cancer:

The Next Generation\. [5], pøevzato a upraveno

1.1.4 Bunìèný cyklus

Jedním ze znakù nádorové buòky je neregulovaný rùst. Místo toho, aby buòky rostly

organizovanì v souvislých vrstvách, rostou zcela neøízenì pøes sebe a tvoøí neorganizova-

nou masu. Toto chování je zpùsobené neschopností reagovat na signály, které regulují

a pozastavují bunìèné dìlení. Dìj, bìhem kterého se mateøská buòka rozdìlí na dvì

dceøiné, se nazývá bunìèný cyklus. Ten lze rozèlenit do ètyø fází { G1, S, G2, mitóza. [1]

První tøi fáze jsou souhrnnì oznaèovány jako interfáze. V G1 buòka roste a syntetizuje

látky potøebné pro následující kroky. Dále pokraèuje do S fáze, kde dochází k replikaci

jaderné DNA. Poslední èástí interfáze je G2, v ní¾ se buòka pøipravuje na rozdìlení

genetického materiálu, zkopírovaného bìhem S fáze, do dceøiných bunìk. Po interfázi

následuje mitóza, je¾ se dìlí na M fázi a cytokinezi. Cytokineze je koneèné rozdìlení

dceøiných bunìk od sebe. [6] Na nìkolika místech bunìèného cyklu se vyskytují kontrolní

17



body, kde je zhodnocen stav buòky, provìøen prùbìh pøedcházejících procesù a zkon-

trolován stav DNA. Nádorové buòky èasto ztrácí schopnost zastavit cyklus v pøípadì

po¹kození DNA, nebo» kontrolní body jsou mutované. [1]

Dùle¾itou roli v bunìèném cyklu mají regulaèní proteiny, nazývané cykliny, a enzymy,

tzv. cyklin-dependentní kinázy (zkrácenì CDK). Komplexy tìchto bílkovin povolují

pokraèování cyklu. Po aktivaci CDK navázáním cyklinu dojde k fosforylaci cílových

proteinù. Nìkteré fosfatázy naopak zaji¹»ují defosforylaci tìchto cílových proteinù a tím

inhibici bunìèného cyklu. Existují také inhibièní proteiny, které mohou cyklus zastavit.

Jedná se napø. o produkty nádorových supresorových genù p21, p15, p16. Dojde-li

k mutaci genù pro tyto proteiny, CDK zùstávají více aktivní, co¾ mù¾e vést k nadmìrné

bunìèné proliferaci. [2]

1.1.5 Vznik metastází

Aby se tumor mohl invazivnì ¹íøit, musí se sní¾it mezibunìèná adheze (pøilnavost),

èeho¾ buòka docílí zmìnou charakteru tzv. adhezních molekul nacházejících se na po-

vrchové bunìèné membránì. Buòka se pak odpoutá ze svazku s ostatními buòkami

a mù¾e proniknout do krevního nebo lymfatického øeèi¹tì. Tomuto dìji se øíká intrava-

zace. V jiném místì v tìle pak následuje opaèný dìj, tzv. extravazace, kdy buòka pøilne

ke stìnì cévy a pronikne do tkánì, kde pozdìji vznikne metastáze. Nádorová buòka

v¹ak mù¾e být kdykoliv znièena imunitním systémem, zejména pùsobením NK bunìk

(z angl. natural killer), makrofágù, T-lymfocytù. [2]

1.2 Maligní melanom

Maligní melanom je zhoubný nádor, který vzniká pøemìnou melanocytù, jejich¾ hlavní

funkcí je tvorba melaninu (melanogeneze). Lze jej rozdìlit na dvì skupiny. První jsou

melanomy vznikající z epidermálního typu melanocytù (ko¾ní a sliznièní), které tvoøí

pøibli¾nì 96 % v¹ech melanomù. Ménì èasté jsou melanomy vznikající z jiných typù
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melanocytù (uveální melanomy a primární melanomy CNS), které se vyskytují pouze

ve 4 %. [2, 7]

1.2.1 Pùvod

Pøibli¾nì jedna tøetina melanomù vzniká z rùzných typù ko¾ních névù. Pigmentový

névus je nezhoubná ko¾ní léze, která se vytvoøí pøemno¾ením melanocytù nebo zmìnou

v jejich struktuøe a chování. Dùsledkem je odli¹ný rùst, pigmentace a hustota bunìk.

Vzhledovì se jedná o ohranièené útvary tmav¹ího zbarvení. Lidé s vysokým poètem névù

na tìle ov¹em nejsou více ohro¾eni. Zhruba ve dvou tøetinách pøípadù toti¾ melanom

vzniká pøímo ze zdravého melanocytu. Hlavní pøíèinou tohoto nádorového onemocnìní

je zøejmì nadmìrné opalování a vystavování se ultra�alovému záøení. [7]

1.2.2 Metastáze

Melanom má schopnost tvoøit metastáze lymfatickou i hematogenní cestou. Je v¹ak

velmi obtí¾né pøedpovídat budoucí ¹íøení. U nìkterých pacientù se recidiva objeví

do roka od chirurgického odstranìní primárního lo¾iska, u jiných a¾ desítky let poté.

Co ovlivòuje dobu do vzniku prvních metastází, je tlou¹»ka tumoru. V pøípadì tenkého

melanomu je malá pravdìpodobnost metastazování. Pokud k tomu dojde, tak v od-

stupu 10{20 let. U poloviny tlustých melanomù (tj. více ne¾ 4mm) se metastáze objeví

bìhem prvního roku po operaci. [7]

1.2.3 Aktivace signální dráhy RAS-RAF-MEK-ERK

V buòce se nachází øada signálních drah, z nich¾ ka¾dá je zodpovìdná za urèitý dìj. [3]

Na konci této posloupnosti èasto bývá terminální kináza, která aktivuje proteiny, je¾

mají vliv na transkripci genù v jádøe. Proteiny vyprodukované tìmito geny poté ovliv-

òují konkrétní procesy v buòce. Mezi nejdùle¾itìj¹í dráhy øídící dìlení bunìk patøí sig-
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nální cesty mitogenem aktivovaných proteinových kináz (MAPK). [2] Typickými pøed-

staviteli signálních cest rodiny MAPK jsou dráhy kináz ERK (z angl. Extracellular

signal-regulated kinase), JNK (z angl. c-Jun N-terminal kinase) a p38. [8]

Obrázek 2: Pøenos signálu do jádra buòky prostøednictvím signální dráhy ERK. [autor]

Signální dráha RAS-RAF-MEK-ERK (dále jen dráha ERK) je jednou z nejèastìji mu-

tovaných signálních drah v lidských nádorech vèetnì maligního melanomu. [2] V prvním

kroku této kaskády dojde díky navázání mitogenu k aktivaci nìkteré z receptorových

tyrosin kináz (RTK) v cytoplazmatické membránì. [9] Díky vazbì mitogenu se v mem-

bránì spojí dvì receptorové molekuly a vznikne enzymaticky aktivní dimer. Následuje

spu¹tìní intracelulární kaskády. RTK nepøímo aktivuje protein RAS, který je lokalizo-

ván na vnitøní stranì cytoplazmatické membrány. RAS mù¾e prostøednictvím urèitých

proteinù aktivovat nìkolik rùzných signálních drah. U popisované dráhy ERK se jedná

o protein RAF. Kináza RAF poté aktivuje kinázu MEK, která má vliv na terminální

kinázu ERK. Mutací nìkterého genu kódujícího protein úèastnící se této kaskády mù¾e

dojít k nadmìrné aktivaci kinázy ERK a ke stimulaci rùstu nádoru. [8]
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Rodina genù RAS, kódujících proteiny RAS, se dìlí na geny HRAS, KRAS a NRAS.

Právì mutace genu NRAS je u melanomu velmi èastá. Dle výzkumù se vyskytuje pøi-

bli¾nì ve 20 % pøípadù. Také rodina genù RAF se dále dìlí, jedná se o geny ARAF,

BRAF a CRAF. Mutace genu BRAF byla prokázána témìø u 50 % melanomù. Nej-

èastìj¹í je mutace BRAF V600E, pøi které se kinázová aktivita zvý¹í témìø pìtsetkrát.

Samotná mutace BRAF podporuje proliferaci bunìk melanomu. Je-li v buòce záro-

veò ztracena funkce genu pro nádorový supresor p53, mù¾e dojít k vývoji invazivního

onemocnìní. [2]

Obrázek 3: Procentuální zastoupení desíti nejèastìji mutovaných genù v buòkách maligního mela-

nomu. [10], pøevzato a upraveno

1.2.4 Léèba

U pacientù se pøi léèbì rùzných druhù zhoubných nádorù kromì chirurgického od-

stranìní nejèastìji pou¾ívá radioterapie nebo chemoterapie. [11] Maligní melanom je

v¹ak velmi odolným onkologickým onemocnìním, a je tedy vùèi tìmto metodám po-

mìrnì dost rezistentní. Jako nejúèinnìj¹í metoda léèby pacientù bez metastází poøád

pøetrvává chirurgické odstranìní nádoru. Jsou-li metastáze ji¾ pøítomny, jsou chemo-

terapie, radioterapie i chirurgie ve vìt¹inì pøípadù neúèinné. [12] Prodlou¾ení doby

pøe¾ití nemocného lze dosáhnout kombinací chirurgického zákroku se systémovou ad-
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juvantní terapií (nejèastìji chemoterapie, imunoterapie, chemoimunoterapie), která by

mìla zabránit dal¹ímu roz¹iøování metastází. [13] Druhù imunoterapie existuje mnoho.

V dne¹ní dobì je nejslibnìj¹í léèbou aplikace monoklonálních protilátek (ipilimumab,

nivolumab, pembrolizumab) inhibujících imunitní kontrolní body a podávání terapeu-

tických vakcín. [14] Cílené terapie inhibující signální kaskádu MAPK ERK se vyu¾ívá

zejména v nádorech s mutací BRAF V600E. U¾ívají se pøedev¹ím nízkomolekulární lé-

èiva dabrafenib a vemurafenib. Naproti tomu imunoterapii lze pou¾ít v pøípadì jakékoliv

mutace libovolného genu. [15]

1.2.5 Maligní melanom v Èeské republice

Dle Národního onkologického registru, jeho¾ správcem je Ústav zdravotnických infor-

mací a statistiky ÈR (http://www.uzis.cz), se v ÈR v roce 2011 vyskytlo 2 044 pøípadù

zhoubného melanomu a 433 tzv. melanoma in situ (èasný záchyt onemocnìní). V tomto

roce se jednalo o deváté nejèastìji diagnostikované onkologické onemocnìní v ÈR. [16]

Obrázek 4: Graf zobrazuje èasový vývoj hrubé incidence (poèet nových pøípadù na 100 000 osob)

a hrubé mortality (poèet úmrtí na diagnózu na 100 000 osob) pro zhoubný melanom kù¾e v celé populaci

mezi lety 1977 a 2016. [17]
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1.3 Kináza Chk1

Checkpoint kináza 1 (dále jen Chk1), enzym ze skupiny proteinových kináz (dále jen

kinázy), je serin-threonin kináza kódovaná genem CHK1. Kinázy mají za úkol trans-

portovat fosfátovou skupinu adenosintrifosfátu (ATP) na aminokyseliny proteinù. Fos-

forylací dochází, mimo jiné, k aktivaci èi inhibici daného proteinu. V lidském genomu

se nachází pøes 500 kináz. Souhrnnì se tato èást genetické informace èlovìka oznaèuje

jako kinom. [18]

Kináza Chk1 má hned nìkolik zásadních funkcí. Jedná se pøedev¹ím o øízení bunìèného

cyklu, bunìèné smrti a oprav DNA, dále o remodelaci chromatinu, zmìny spotøeby

energie, vývoj replikaèní vidlice, opravu signálních drah nebo o kontrolu mitotického

vøeténka v anafázi a segregace chromozomù. [19]

Hladina Chk1 není po celou dobu bunìèného cyklu stejná. Vysoká je od S do M fáze,

ve zbytku pak velmi nízká. Jedná se o hlavní regulaèní kinázu kontrolních bodù S

a G2 fáze. [20]

1.3.1 Chk1 v bunìèném cyklu

Bylo zji¹tìno, ¾e Chk1 je esenciální v regulaci bunìèného cyklu nejen pøi po¹kození

DNA, ale i pøi kontrole replikace DNA. Není-li genetická informace v poøádku, Chk1 je

souèástí signální dráhy, která zabrání pokraèování cyklu. Po¹kozenou DNA zaregistruje

kináza ATR, která fosforyluje Chk1. Po fosforylaci Chk1 na Ser317 (pouze podpùrná

funkce) a Ser345 (esenciální pro aktivaci Chk1) dochází k autofosforylaci na Ser296

a aktivaci Chk1. Vzápìtí protein fosfatáza 2A (PP2A) defosforyluje Ser317 a Ser345.

Poté Chk1 fosforyluje protein s funkcí fosfatázy z rodiny Cdc25 (z angl. cell division

cycle 25 ), èím¾ se podpoøí jeho degradace v proteazomu. Proteiny Cdc25 odstraòují

inhibièní fosfátové skupiny z aktivních míst CDK a tím umo¾òují jejich aktivaci. V pøí-

padì Cdc25A je jedná o CDK2. Kvùli nefunkènosti komplexù cyklin A/CDK2 a cyk-

lin E/CDK2 po degradaci Cdc25A se replikace DNA zastaví v kontrolním bodì v S fázi.
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Degradace Cdc25C vyøadí z funkce CDK1 a s ní související komplex cyklin B/CDK1.

V této situaci skonèí bunìèný cyklus v kontrolním bodì G2/M, tedy tìsnì pøed vstu-

pem do mitózy. Jakmile je DNA opravena a CDK1 aktivována, není ji¾ Chk1 zapotøebí.

Proto je protein Chk1 transportován ven z bunìèného jádra. [21]

Obrázek 5: Mechanismus aktivace kinázy Chk1 a zastavení bunìèného cyklu v S fázi. [21], pøevzato

a upraveno

Za normálních podmínek zabezpeèuje kináza Chk1 pomocí vý¹e popsané kaskády pro-

dlou¾ení urèitých fází cyklu. Buòka tak má dostatek èasu na opravu po¹kozené DNA.

Sní¾ená aktivita Chk1 vede k akumulaci po¹kození DNA a následnì k bunìèné smrti.

Je-li v¹ak rozsah po¹kození malý, mù¾e dojít jen ke kumulaci mutací a urychlení vývoje

nádoru. [19]
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1.3.2 Chk1 a léèba nádorových onemocnìní

Bylo zji¹tìno, ¾e inhibici kinázy Chk1 lze pou¾ít pøi léèbì nádorových onemocnìní.

Vyu¾ívá se jejího synergického pùsobení s genotoxickými látkami, zejména chemotera-

peutiky ovlivòujícími replikaci DNA. Genotoxické látky naru¹í DNA tumorové buòky

natolik, ¾e buòka zemøe. Jejich koncentrace v¹ak nemù¾e být pøíli¹ vysoká, jeliko¾ by

do¹lo také k po¹kození zdravých bunìk organismu. Nádorové buòky se nìkdy doká¾í

bránit chemoterapii èi radioterapii zvý¹ením hladiny kinázy Chk1. Kdy¾ je Chk1 vy-

øazena, nedojde k zastavení bunìèného cyklu a k opravì DNA a následuje bunìèná

smrt. Výhodou je, ¾e inhibice Chk1 nepo¹kodí nenádorové buòky. Existuje toti¾ je¹tì

jeden kontrolní bod, který mohou, na rozdíl od rakovinných bunìk, vyu¾ít { G1/S.

Pro tento bod je dùle¾itá funkce proteinu p53. U vìt¹iny nádorových bunìk je v¹ak

vyøazen z provozu, a proto je nefunkèní i pøíslu¹ný kontrolní bod. [22] Velkou výhodou

pøi léèbì nádoru touto cestou je, ¾e kináza Chk1 není nahraditelná pøíbuznou kinázou

Chk2. Je-li Chk1 vyøazena, nemá za ni nádorová buòka ¾ádnou náhradu. [19]

1.3.3 Inhibitory Chk1

Prvním popsaným inhibitorem této kinázy byl kofein. Pozdìji se zjistilo, ¾e se jedná

o neselektivní inhibitor mající vliv také na kinázy ATM a ATR. [23]

Inhibitor UCN-01 byl jako první zaøazen do klinického testování na lidech. Je relativnì

stabilní v krevní plazmì, ale má velmi nízkou selektivitu, je¾ je zodpovìdná za vel-

kou toxicitu. Výraznì ni¾¹í toxicitu vykazoval v testech inhibitor kináz Chk1 a Chk2

AZD7762. [24] Obì tyto látky v¹ak mají slabý efekt a vedlej¹í úèinky, tak¾e se pøi léèbì

nepou¾ívají. [11]

Druhá generace inhibitorù Chk1 je efektivnìj¹í, pøedev¹ím v kombinaci s léky po¹kozují-

cími DNA (napø. cytarabinem a gemcitabinem). [11] Inhibitor PF00477736 je podávaný

v malých dávkách a doká¾e pøi pomìrnì nízké koncentraci omezit také funkci kinázy

Chk2. Vysoce selektivní inhibitor Chk1 LY2603618 velmi dobøe funguje na liniích s mu-
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tovaným p53. Na buòky s mutací tohoto proteinu pùsobí také CHIR-124, který je ale

strukturnì naprosto odli¹ný od ostatních dosud známých inhibitorù. [24]

Nízkomolekulární slouèenina SCH900776 inhibuje esenciální autofosforylaci Ser296 ki-

názy Chk1. Ukázalo se, ¾e nejlep¹í výsledky podává v kombinaci s antimetabolity

hydroxyureou (osteosarkom, karcinom prsu), cytarabinem (akutní myeloidní leukémie)

a gemcitabinem (rùzné typy nádorù). [25, 26] Momentálnì se nachází ve druhé fázi

klinických testù. [27]

MU380 je varianta pøedcházejícího inhibitoru nedávno vytvoøená na Masarykovì uni-

verzitì v Brnì. Jedná se o selektivní a velmi úèinnou látku zvy¹ující citlivost nádo-

rových bunìk rùzných bunìèných linií na hydroxyureu èi gemcitabin a¾ desetkrát.

Vzrùstající citlivost u zdravých bunìk zaznamenána nebyla. MU380 obsahuje netradièní

N-triuoromethylovou skupinu, díky které nepodléhá oxidativní demethylaci, a tím pá-

dem je stabilnìj¹í a úèinnìj¹í ne¾ SCH900776, u nìho¾ po demethylaci dochází k ne¾á-

doucím úèinkùm a ke sní¾ení selektivity. [27]
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2 Pou¾ité metody a materiál

2.1 Bunìèné linie

Pøi experimentech jsem pou¾ívala následující bunìèné linie:

A375 { epitel, adherentní, z maligního melanomu 54leté ¾eny; získáno z European

Collection of Animal Cell Cultures (Salisbury, Velká Británie)

A375-p53-luc { bunìèná linie A375 stabilnì transfekovaná luciferázovým reporté-

rovým konstruktem pGL4.38[luc2P/p53 RE/Hygro] (získán od �rmy Promega)

pro stanovení transkripèní aktivity proteinu p53; linie byla pøipravena v Labora-

toøi nádorové biologie Biologického ústavu LF MU

Mel-Juso { epitel, adherentní, z primárního nádoru melanomu 58leté ¾eny; získáno

z German Collection of Microorganism and Cell Cultures (Braunschweig, Nìmecko)

G361 { epitel, adherentní, z maligního melanomu 31letého mu¾e bílé pleti, získáno

z European Collection of Animal Cell Cultures (Salisbury, Velká Británie)

COLO-800 { �broblast, adherentní, z podko¾ního uzlíku melanomu 14letého chlapce;

získáno z German Collection of Microorganism and Cell Cultures (Braunschweig,

Nìmecko)
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2.2 Slo¾ení roztokù

Pøi experimentech jsem pou¾ívala tyto roztoky:

Tabulka 1: Slo¾ení pou¾ívaných roztokù. [autor]
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2.3 Testované látky

V experimentech jsem testovala následující chemické látky:

Tabulka 2: Charakteristika pou¾ívaných chemikálií. [autor]
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2.4 Kultivace bunìèných linií

Bunìèné kultury jsem kultivovala v médiu RPMI-1640, do kterého bylo pøidáno 10 %

fetálního hovìzího séra, 2mM L-glutaminu, 100µg/ml streptomycinu a 100 IU/ml pe-

nicilinu. Kultivace probíhala ve sterilním prostøedí inkubátoru za stálé teploty 37 ◦C,

vysoké vzdu¹né vlhkosti a 5% obsahu CO2. Podle rychlosti rùstu linie jsem buòky

2× a¾ 3× týdnì pasá¾ovala. Nejprve jsem odsála staré médium a buòky promyla v roz-

toku 1× PBS (z angl. phosphate bu�ered saline). Poté jsem buòky pomocí roztoku

Trypsin-EDTA (Sigma-Aldrich) uvolnila z povrchu misky. Po 3{5min jsem Trypsin-

EDTA inaktivovala dodáním èerstvého kultivaèního média. Èást bunìèné suspenze jsem

pøidala do nového média v kultivaèní misce.

2.5 Stanovení ¾ivotaschopnosti bunìk prùtokovou cytometrií

Prùtoková cytometrie je metoda umo¾òující zji¹tìní fyzikálnì-chemických vlastností

jednotlivých bunìk v populaci. K analýze jsem pou¾ívala èervené uorescenèní barvivo

propidium jodid (PI). Pouze u odumøelých bunìk proniká PI pøes poru¹enou membránu

do jádra, kde se navá¾e na DNA. Ka¾dá buòka suspenze projde laserovým paprskem

a podle intenzity uorescence je populace rozdìlena na ¾ivé a mrtvé buòky.

Bunìènou suspenzi jsem v objemu 1ml na jamku nasadila ve sterilním boxu na 12jam-

kovou kultivaèní destièku v koncentraci 1,2{1,5× 104 bunìk/ml. Buòky byly 24 h kulti-

vovány za bì¾ných podmínek v inkubátoru. Poté jsem pou¾ité médium odsála a pøidala

èerstvé médium s testovanými látkami. Po 48 h jsem médium s plovoucími buòkami

pøepipetovala do jednotlivých zkumavek a zbylé buòky v jamkách promyla roztokem

1× PBS. Poté jsem je uvolnila z povrchu roztokem Trypsin-EDTA a suspenzi pøi-

dala do pøíslu¹ných zkumavek s médiem, které jsem pøemístila na led. Zkumavky jsem

centrifugovala (5min, 1 200 otáèek/min), supernatant odsála a k peletu bunìk pøidala

400µl studeného roztoku 1× PBS. Tìsnì pøed mìøením jsem do ka¾dé zkumavky pøi-

dala 1µl PI (1mg/ml, Sigma-Aldrich). K analýze jsem pou¾ívala prùtokový cytometr
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Attune Acoustic Focusing Cytometer (Applied Biosystems) s emisní vlnovou délkou

620 nm, data byla následnì zpracována pomocí Attune NxT Flow Cytometer Software.

V ka¾dém zkoumaném vzorku bylo analyzováno minimálnì 10 000 bunìk.

2.6 Analýza mno¾ství proteinù Westernovým pøenosem

Pro urèení mno¾ství urèitých proteinù v buòkách jsem zhotovila bunìèné lyzáty. Po-

mocí elektroforézy jsem v gelech rozdìlila proteiny obsa¾ené v lyzátech dle velikosti.

Westernovým pøenosem jsem následnì detekované proteiny z gelù pøenesla na PVDF

membrány a detekovala je pou¾itím primárních a sekundárních protilátek.

2.6.1 Pøíprava bunìèných lyzátù

Ve sterilním boxu jsem bunìènou suspenzi o koncentraci 1,5{2× 104 bunìk/ml nasa-

dila v objemu 1ml na jamku na 12jamkovou kultivaèní destièku. Po 24 h kultivace

za bì¾ných podmínek v inkubátoru jsem z jamek odsála staré médium a napipeto-

vala nové s testovanými látkami. Za dal¹ích 24 h jsem médium s plovoucími buòkami

pøenesla do nachystaných zkumavek, buòky pøisedlé na dnì jamek dvakrát promyla

v 1× PBS a roztok pøidala do pøíslu¹ných zkumavek, které jsem poté centrifugovala

(5min, 1 200 otáèek/min). Supernatant jsem odsála. Buòky zbylé v jamkách jsem zlyzo-

vala napipetováním 80{100µl 2× naná¹ecího pufru. Lyzáty jsem pøidala do zkumavek

s bunìèným peletem. Takto zhotovené vzorky jsem 10min inkubovala pøi 95 ◦C.

2.6.2 Polyakrylamidová gelová elektroforéza (SDS-PAGE)

Pro polyakrylamidovou gelovou elektroforézu jsem dle pokynù výrobce sestavila apa-

raturu Hoefer Small Mighty SE250. Nejprve jsem do ní nalila roztok pro separaèní gel

o 10% koncentraci akrylamidu a zalila 1ml 70% ethanolu. Po 30{40min gel zpolymeri-

zoval. Odsála jsem ethanol a nanesla roztok pro 5% zaostøovací gel. Do nìj jsem rychle

31



zasunula høebínek s 10 jamkami a nechala gel 15{20min polymerizovat. Poté jsem apa-

raturu s gely pøipevnila do elektroforetické vany a zalila 1× elektroforetickým pufrem.

Vyjmula jsem høebínek. Do první jamky jsem nanesla 1µl proteinového markeru mo-

lekulové hmotnosti (Fermentas International Inc.) naøedìného ve 12µl 2× naná¹ecího

pufru, do zbylých jamek 13µl povaøených vzorkù. Aparaturu jsem zapojila do zdroje

napìtí. Pro zaèátek jsem napìtí nastavila na hodnotu 60V. Jakmile proteiny markeru

pro¹ly zaostøovacím gelem, zaèala jsem napìtí postupnì zvy¹ovat a¾ na 120V. Elek-

troforézu jsem ukonèila ve chvíli vhodného rozmístìní proteinù v gelu dle relativní

molekulové hmotnosti detekovaných proteinù.

2.6.3 Westernový pøenos (Semi-Dry Blotting)

Po skonèení elektroforézy jsem gel vyjmula z aparatury. Spolu s �ltraèními papíry

a s PVDF membránou pøedem aktivovanou v methanolu jsem gel ponoøila do vychla-

zeného roztoku 1× pøenosového pufru. Poté jsem jednotlivé vrstvy kladla do aparatury

pro pøenos (Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer cell; BioRad) v následujícím poøadí: �l-

traèní papír, membrána, gel, druhý �ltraèní papír. Aby byl zaji¹tìn správný pøenos

proteinù z gelu na membránu, vytlaèila jsem v¹echny vzniklé bublinky. Aparaturu jsem

pøiklopila víkem, zapojila do elektrického zdroje a nastavila konstantní proud. Pro dva

gely se jednalo o 0,2A na 1 h 30min.

2.6.4 Vizualizace proteinù na membránì

PVDF membránu s proteiny jsem na tøepaèce blokovala v roztoku 5% odtuènìného

su¹eného mléka v TBS-Tween (dále jen 5% mléko) po dobu 1 h pøi pokojové teplotì.

Poté jsem membránu rozøezala dle velikostí detekovaných proteinù. Na ka¾dou èást

membrány jsem aplikovala pøíslu¹nou primární protilátku (viz tabulka 3) naøedìnou

dle pokynù výrobce v 5% mléce nebo v 1% BSA v TBS-Tween. Protilátky jsem ne-

chala pùsobit pøes noc pøi teplotì 4 ◦C. Ráno jsem membrány promyla tøikrát po 10min

v TBS-Tween. Následující hodinu jsem je inkubovala pøi pokojové teplotì se sekundární

32



protilátkou znaèenou køenovou peroxidázou naøedìnou v pomìru 1 : 3 500 v 5% mléce

(donkey anti-mouse IgG-HRP: sc-2314, Santa Cruz Biotechnology). Poté jsem mem-

brány opìt tøikrát 10min promývala v TBS-Tween. Nakonec jsem na nì nanesla roztok

pro ECL (z angl. enhanced chemiluminescence) a signál detekovala v G:Box Chemi

XRQ (Syngene). Pøi ka¾dém pokusu byl jako kontrola mno¾ství proteinù ve vzorku

detekován protein PCNA.

2.6.5 Pou¾ité primární protilátky

Tabulka 3: Charakteristika pou¾ívaných primárních protilátek. [autor]

2.7 Stanovení metabolické aktivity bunìk (MTT test)

Jedná se o jednoduchou reakci pou¾ívanou na mìøení cytotoxicity chemických látek

a proliferace nebo viability bunìk. K buòkám se pøidá ¾lutý roztok MTT (3-[4,5-

dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid). Pouze ¾ivé buòky ho metaboli-

zují ve svých mitochondriích a pøemìní na �alové krystalky formazanu, který je pomocí

DMSO (dimethylsulfoxyl) rozpu¹tìn a uvolnìn z bunìk. Poté je pøi 570 nm mìøena

absorbance.

Bunìènou suspenzi jsem v objemu 200µl na jamku ve sterilním boxu nasadila na 96jam-

kovou kultivaèní destièku v koncentraci 104 bunìk/jamku. Buòky byly 24 h kultivovány

za bì¾ných podmínek v inkubátoru. Poté jsem médium odsála a pøidala èerstvé s tes-

tovanými látkami. Po 48 h jsem k buòkám do ka¾dé jamky napipetovala 20µl MTT
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(5mg/ml, Sigma-Aldrich) a nechala je opìt inkubovat. Po 4 h jsem odsála médium, pøi-

dala 200µl DMSO a v¹e promíchala, aby se krystalky rozpustily. Na pøístroji VersaMax

Microplate Reader (Molecular Devices) jsem zmìøila absorbanci.

2.8 Stanovení transkripèní aktivity proteinu p53

Mìøení se skládá ze dvou èástí { stanovení luciferázové aktivity a urèení koncentrace

proteinù. Výsledná aktivita p53 se vypoèítá jako podíl tìchto hodnot.

2.8.1 Mìøení aktivity luciferázy

Tato metoda je urèena pro kvanti�kaci luciferázy typu �rey. Pøi bioluminiscenèní

reakci, kdy se za úèasti luciferázy oxiduje luciferin, vzniká svìtelný signál.

Suspenzi bunìk A375-p53-luc o koncentraci 7× 104 bunìk/ml jsem sterilnì nasadila

na 24jamkovou kultivaèní destièku v objemu 500µl na jamku. Po 24 h kultivace za bì¾-

ných podmínek jsem odsála médium a napipetovala nové s testovanými látkami. Po dal-

¹ích 24 h jsem pomocí kitu Luciferase Assay System (Promega) provedla mìøení. Mé-

dium s plovoucími buòkami jsem pøepipetovala do pøipravených zkumavek a jamky

promyla roztokem 1× PBS. To jsem poté pøidala k médiu a v¹e centrifugovala (5min,

1 200 otáèek/min). Ke zbylým buòkám v jamkách jsem pøidala 70µl lyzaèního pufru

a nechala inkubovat na ledì na tøepaèce po dobu 15min. Z centrifugovaných zkumavek

jsem odsála supernatant a k peletu bunìk pøenesla lyzát a promíchala pomocí vor-

texu. Do bílé 96jamkové destièky jsem napipetovala 15µl lyzátu a 25µl LAR (z angl.

Luciferase Assay Reagent). Na luminometru TriStar2 LB 942 Reader (Berthold Tech-

nologies) jsem zmìøila aktivitu luciferázy.
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2.8.2 Stanovení koncentrace proteinù

Mìøení je zalo¾eno na vzniku vazby mezi barvivem Coomassie Brilliant Blue G-250

a proteiny. Po vytvoøení vazby je barvivo zmìnìno na stabilní modrou formu, která je

poté detekována spektrofotometrickým pøístrojem.

Na 96jamkovou destièku jsem v triplikátech napipetovala po 5µl lyzátu, 45µl H2O

a 200µl reakèního èinidla obsahujícího Coomassie Brilliant Blue G-250 (Bradford Re-

agent, Bio-Rad). Po 5min jsem na spektrometru DTX880 Multimode Detector (Beck-

man Coulter) zmìøila absorbanci pøi vlnové délce 595 nm. Zmìøená absorbance byla

pøístrojem pomocí koncentraèní øady standardù BSA pøepoètena na koncentraci pro-

teinù.

2.9 Statistická analýza

V¹echny výsledky uvedené v grafech v mé práci jsou prùmìrnými hodnotami tøí nezá-

vislých opakování, u nich¾ jsem stanovila smìrodatnou odchylku. Statistickou význam-

nost rozdílù jsem urèila pomocí Studentova t-testu. Hladinu významnosti P<0,001 jsem

oznaèila symbolem ***, P<0,01 jsem oznaèila ** a P<0,05 jsem oznaèila *.
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3 Výsledky

Cílem mé práce bylo srovnání cytotoxického úèinku inhibitorù kinázy Chk1 pùsobících

samostatnì i v kombinacích s jinými látkami. Nejprve jsem tedy pomocí uorescenèního

barviva PI a prùtokové cytometrie (viz kapitola 2.5) porovnala vliv inhibitorù Chk1

pou¾ívaných v mé práci na ¾ivotaschopnost bunìk maligního melanomu linie A375

(mutace BRAF V600E). Inhibitor MU380 je pøi ni¾¹ích koncentracích úèinnìj¹í ne¾

inhibitor SCH900776 (viz obrázek 6). Pro v¹echny následující pokusy jsem pro srovnání

úèinku kombinací pro oba inhibitory vybrala stejnou koncentraci 1µM.

Obrázek 6: Vliv inhibitorù kinázy Chk1 SCH900776 a MU380 na ¾ivotaschopnost bunìèné

linie A375. Bunìènou linii A375 jsem kultivovala v pøítomnosti inhibitoru Chk1 SCH900776 [0,25;

0,5; 0,75; 1; 1,5 a 2 µM] a inhibitoru MU380 [0,125; 0,25; 0,5; 0,75 a 1µM] po dobu 48 h a poté stanovila

¾ivotaschopnost bunìk pomocí prùtokové cytometrie (viz kapitola 2.5). Hodnoty jsou vyjádøeny jako

procenta mrtvých bunìk. Graf zobrazuje prùmìrné hodnoty ze tøí nezávislých opakování. Chybové

úseèky znázoròují smìrodatnou odchylku. Symbol * pøedstavuje statisticky významný rozdíl oproti

kontrole na hladinì významnosti P<0,05, symbol ** na hladinì významnosti P<0,01. [autor]

Inhibitory kinázy Chk1 mívají u rùzných nádorových onemocnìní dobré výsledky v kom-

binaci s cytostatiky. V první polovinì mé praktické èásti se vìnuji vlivu inhibitorù

SCH900776 a MU380 v kombinaci s cytostatiky hydroxyureou (hydroxymoèovinou)
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a cytarabinem na bunìèné linie maligního melanomu. Obì tyto látky se bì¾nì pou¾í-

vají k léèbì nádorù jiných tkání jako chemoterapeutika naru¹ující replikaci DNA v S fázi

bunìèného cyklu.

Obrázek 7: Vliv inhibitorù kinázy Chk1 SCH900776 a MU380 a cytostatika hydroxyurey

na ¾ivotaschopnost bunìèné linie A375. Bunìènou linii A375 jsem kultivovala v pøítomnosti inhi-

bitorù Chk1 SCH900776 [1µM] a MU380 [1µM], hydroxyurey [50 a 100µM] a jejich kombinací po dobu

48 h a poté stanovila ¾ivotaschopnost bunìk pomocí prùtokové cytometrie (viz kapitola 2.5). Hodnoty

jsou vyjádøeny jako procenta mrtvých bunìk. Graf zobrazuje prùmìrné hodnoty ze tøí nezávislých

opakování. Chybové úseèky znázoròují smìrodatnou odchylku. Symbol ** pøedstavuje statisticky vý-

znamný rozdíl na hladinì významnosti P<0,01, symbol *** na hladinì významnosti P<0,001. Èervenì

oproti SCH900776, zelenì oproti MU380, modøe oproti hydroxyurei [50µM], oran¾ovì oproti hydroxy-

urei [100µM]. [autor]

Obrázek 7 ukazuje, ¾e hydroxyurea, látka na bázi moèoviny zpùsobující inhibici syntézy

DNA, mìla sama o sobì v pou¾itých koncentracích jen velmi nízký cytotoxický úèinek

na bunìènou linii maligního melanomu A375. Také cytotoxicita SCH900776 a MU380

byla pomìrnì nízká. Oproti tomu kombinace hydroxyurey s SCH900776 a MU380 mìly

výrazný negativní úèinek na pøe¾ití bunìk linie A375, bìhem 48 h zemøelo asi 80 %

bunìk. Významné rozdíly mezi pou¾itými koncentracemi hydroxyurey zaznamenány
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nebyly. Stejnì tak nebyl pozorován významný rozdíl v cytotoxickém úèinku kombinací

hydroxyurey s SCH900776 a hydroxyurey s MU380.

Obrázek 8: Vliv inhibitorù kinázy Chk1 SCH900776 a MU380 a cytostatika cytarabinu

na ¾ivotaschopnost bunìèné linie A375. Bunìènou linii A375 jsem kultivovala v pøítomnosti inhi-

bitorù Chk1 SCH900776 [1µM] a MU380 [1µM], cytarabinu [0,1 a 0,2µM] a jejich kombinací po dobu

48 h a poté stanovila ¾ivotaschopnost bunìk pomocí prùtokové cytometrie (viz kapitola 2.5). Hodnoty

jsou vyjádøeny jako procenta mrtvých bunìk. Graf zobrazuje prùmìrné hodnoty ze tøí nezávislých

opakování. Chybové úseèky znázoròují smìrodatnou odchylku. Symbol ** pøedstavuje statisticky vý-

znamný rozdíl na hladinì významnosti P<0,01, symbol *** na hladinì významnosti P<0,001. Èervenì

oproti SCH900776, zelenì oproti MU380, modøe oproti cytarabinu [0,1µM], oran¾ovì oproti cytarabinu

[0,2µM]. [autor]

Cytarabin je cytostatikum pou¾ívané pøedev¹ím pøi léèbì leukémie, které se zabudovává

do DNA na místo deoxycytidinu. Podobnì jako hydroxyurea, také cytarabin pou¾itý

samostatnì zpùsobil pouze velmi omezenou úmrtnost bunìk linie A375. Oproti tomu

cytotoxicita kombinací cytarabinu s SCH900776 a MU380 byla pomìrnì vysoká, vý-

znamnì vy¹¹í ne¾ cytotoxicita tìchto látek aplikovaných samostatnì. Mezi pou¾itými

koncentracemi cytarabinu opìt nebyl rozdíl (viz obrázek 8).
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Úèinek testovaných kombinací látek jsem ovìøovala i na dal¹ích tøech lidských bunìè-

ných liniích maligního melanomu s rùznými mutacemi. Tou první byla linie Mel-Juso

nesoucí mutaci NRAS. Obrázek 9 ukazuje, ¾e synergie nebyla v tomto pøípadì proká-

zána. Inhibitor SCH900776 byl sám o sobì toxiètìj¹í ne¾ pro linii A375.

Obrázek 9: Vliv inhibitorù kinázy Chk1 SCH900776 a MU380 a cytostatik hydroxyurey

a cytarabinu na ¾ivotaschopnost bunìèné linie Mel-Juso. Bunìènou linii Mel-Juso jsem kul-

tivovala v pøítomnosti inhibitorù Chk1 SCH900776 [1µM] a MU380 [1µM], hydroxyurey [50µM],

cytarabinu [0,1µM] a jejich kombinací po dobu 48 h a poté stanovila ¾ivotaschopnost bunìk pomocí

prùtokové cytometrie (viz kapitola 2.5). Hodnoty jsou vyjádøeny jako procenta mrtvých bunìk. Graf

zobrazuje prùmìrné hodnoty ze tøí nezávislých opakování. Chybové úseèky znázoròují smìrodatnou

odchylku. Symbol * pøedstavuje statisticky významný rozdíl na hladinì významnosti P<0,05, sym-

bol ** na hladinì významnosti P<0,01, symbol *** na hladinì významnosti P<0,001. Èervenì oproti

SCH900776, zelenì oproti MU380, modøe oproti hydroxyurei, oran¾ovì oproti cytarabinu. [autor]

V obrázku 10 je vidìt, ¾e linie G361, maligní melanom s BRAF V600E mutací, byla

oproti Mel-Juso vùèi pùsobení samotných inhibitorù kinázy Chk1 odolnìj¹í. V kom-

binaci s hydroxyureou se ukázal pouze aditivní efekt. Cytarabin nezvý¹il cytotoxicitu

ani jednoho z testovaných inhibitorù kinázy Chk1.
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Obrázek 10: Vliv inhibitorù kinázy Chk1 SCH900776 a MU380 a cytostatik hydroxyurey

a cytarabinu na ¾ivotaschopnost bunìèné linie G361. Bunìènou linii G361 jsem kultivovala

v pøítomnosti inhibitorù Chk1 SCH900776 [1µM] a MU380 [1µM], hydroxyurey [50µM], cytarabinu

[0,1µM] a jejich kombinací po dobu 48 h a poté stanovila ¾ivotaschopnost bunìk pomocí prùtokové

cytometrie (viz kapitola 2.5). Hodnoty jsou vyjádøeny jako procenta mrtvých bunìk. Graf zobrazuje

prùmìrné hodnoty ze tøí nezávislých opakování. Chybové úseèky znázoròují smìrodatnou odchylku.

Symbol * pøedstavuje statisticky významný rozdíl na hladinì významnosti P<0,05, symbol ** na hla-

dinì významnosti P<0,01. Èervenì oproti SCH900776, zelenì oproti MU380, modøe oproti hydroxyurei,

oran¾ovì oproti cytarabinu. [autor]

Poslední testovanou linií maligního melanomu byla COLO-800 (mutace BRAF V600E).

V tomto pøípadì se synergie vùbec neprojevila. Cytotoxicita inhibitorù kinázy Chk1

v kombinaci s cytostatiky byla toto¾ná jako u samotných inhibitorù (viz obrázek 11).
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Obrázek 11: Vliv inhibitorù kinázy Chk1 SCH900776 a MU380 a cytostatik hydroxyurey

a cytarabinu na ¾ivotaschopnost bunìèné linie COLO-800. Bunìènou linii COLO-800 jsem

kultivovala v pøítomnosti inhibitorù Chk1 SCH900776 [1µM] a MU380 [1µM], hydroxyurey [50µM],

cytarabinu [0,1µM] a jejich kombinací po dobu 48 h a poté stanovila ¾ivotaschopnost bunìk pomocí

prùtokové cytometrie (viz kapitola 2.5). Hodnoty jsou vyjádøeny jako procenta mrtvých bunìk. Graf

zobrazuje prùmìrné hodnoty ze tøí nezávislých opakování. Chybové úseèky znázoròují smìrodatnou

odchylku. Symbol * pøedstavuje statisticky významný rozdíl na hladinì významnosti P<0,05, symbol

** na hladinì významnosti P<0,01, symbol *** na hladinì významnosti P<0,001. Èervenì oproti

SCH900776, modøe oproti hydroxyurei, oran¾ovì oproti cytarabinu. [autor]

Je-li DNA v buòce nìjakým zpùsobem poru¹ena, spustí se mechanismy zaji¹»ující její

opravu. Na tìchto dìjích se mimo jiné podílí protein p53, odesílající buòky na au-

todestrukèní dráhu, a fosforylovaná forma histonu H2AX na Ser139 (γ-H2AX). Pro

zji¹tìní mno¾ství zmínìných proteinù po pùsobení inhibitorù kinázy Chk1 a cytostatik

jsem aplikovala metodu analýzy Westernovým pøenosem a detekce proteinù protilátkou

(viz kapitola 2.6).

Buòky linie A375 se ukázaly jako nejlépe reagující na zkoumané látky z testovaných

linií s BRAF V600E mutací, proto jsem tuto linii pou¾ila pro zji¹tìní mno¾ství sle-

dovaných proteinù ve vzorcích. Z obrázku 12 plyne, ¾e zvý¹ená exprese proteinu p53

se projevuje pøedev¹ím po aplikaci jak samotného inhibitoru MU380, tak v kombi-
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naci s cytostatiky. Sama hydroxyurea té¾ jeho mno¾ství v buòkách mírnì zvý¹ila, sil-

nìj¹ího výsledku v¹ak dosáhla v kombinaci s inhibitory Chk1. Zajímavé je, ¾e inhibitor

MU380 indukoval tvorbu dokonce dvou forem proteinu p53, mírnì se li¹ících svou ve-

likostí. Zvý¹ená hladina fosforylace histonu H2AX na Ser139 (γ-H2AX) byla nejvíce

zaznamenána po pùsobení MU380 samostatnì i s cytostatiky a po pùsobení kombinace

SCH900776 a hydroxyurey.

Obrázek 12: Mno¾ství proteinù p53, γ-H2AX a PCNA po pùsobení inhibitorù kinázy

Chk1 SCH900776 a MU380 a cytostatik hydroxyurey a cytarabinu na bunìènou melano-

movou linii A375. Bunìènou linii A375 jsem kultivovala v pøítomnosti inhibitorù Chk1 SCH900776

[1µM] a MU380 [1µM], hydroxyurey [50µM], cytarabinu [0,1µM] a jejich kombinací po dobu 48 h

a následnì detekovala hladinu proteinù p53, γ-H2AX a PCNA pomocí monoklonálních protilátek

(viz kapitola 2.6). [autor]

Stejný pokus jako s A375 jsem provedla i s linií Mel-Juso, u které se v pøedchozím

pokusu, zamìøeném na sledování cytotoxicity, synergie mezi inhibicí Chk1 a cytostatiky

neprokázala. Zde byl viditelný vliv na zvý¹enou hladinu zkoumaných proteinù u obou

inhibitorù kinázy Chk1 i v¹ech kombinací s cytostatiky. Synergický úèinek testovaných

kombinací nebyl pozorován. Inhibitor MU380 v¹ak opìt indukoval tvorbu dvou forem

proteinu p53, i kdy¾ ne v takové míøe jako u pøedcházející linie (viz obrázek 13).

42



Obrázek 13: Mno¾ství proteinù p53, γ-H2AX a PCNA po pùsobení inhibitorù kinázy

Chk1 SCH900776 a MU380 a cytostatik hydroxyurey a cytarabinu na bunìènou mela-

nomovou linii Mel-Juso. Bunìènou linii Mel-Juso jsem kultivovala v pøítomnosti inhibitorù Chk1

SCH900776 [1µM] a MU380 [1µM], hydroxyurey [50µM], cytarabinu [0,1µM] a jejich kombinací

po dobu 48 h a následnì detekovala hladinu proteinù p53, γ-H2AX a PCNA pomocí monoklonálních

protilátek (viz kapitola 2.6). [autor]

Provedené experimenty ukázaly, ¾e po kultivaci bunìk v pøítomnosti nìkterých ze mnou

zkoumaných látek se zøejmì sni¾uje degradace proteinu p53 v buòce. Proto jsem sta-

novila mìøením aktivity luciferázy transkripèní aktivitu tohoto proteinu v bunìèné

linii A375-p53-luc (viz kapitola 2.8). Jedná se o linii odvozenou stabilní transfekcí

od lidské melanomové linie A375, do které byl vnesen reportérový plazmidový kon-

strukt pGL4.38[luc2P/p53 RE/Hygro]. Ten obsahuje cDNA genu pro enzym lucife-

rázu øízený responzivním elementem pro protein p53. Následující obrázek 14 ukazuje,

¾e k signi�kantnímu navý¹ení transkripèní aktivity proteinu p53 do¹lo pouze po pùso-

bení hydroxyurey.
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Obrázek 14: Transkripèní aktivita proteinu p53 po pùsobení inhibitorù kinázy Chk1

SCH900776 a MU380 a cytostatik hydroxyurey a cytarabinu na bunìènou melanomovou

linii A375-p53-luc. Bunìènou linii A375-p53-luc jsem kultivovala v pøítomnosti inhibitorù Chk1

SCH900776 [1µM] a MU380 [1µM], hydroxyurey [50µM], cytarabinu [0,1µM] a jejich kombinací

po dobu 24 h a následnì analyzovala pomocí luciferázového testu (viz kapitola 2.8). Hodnota kontroly

je vyjádøena jako 100 %, ostatní výsledky jsou k ní vzta¾eny. Graf zobrazuje prùmìrné hodnoty ze tøí

nezávislých opakování. Chybové úseèky znázoròují smìrodatnou odchylku. Symbol * pøedstavuje sta-

tisticky významný rozdíl na hladinì významnosti P<0,05. Modøe oproti hydroxyurei, oran¾ovì oproti

cytarabinu. [autor]

V druhé polovinì své práce jsem se zabývala kombinací inhibitorù Chk1 SCH900776

a MU380 s inhibitorem signální dráhy MAPK p38 SB202190. Pøedchozí výzkumy na¹í

laboratoøe toti¾ naznaèovaly synergický efekt tìchto kombinací na buòkách maligního

melanomu s mutací BRAF a mým úkolem bylo tuto mo¾nost provìøit.

Z obrázku 15 plyne, ¾e inhibitor Chk1 SCH900776 pùsobil s inhibitorem SB202190 sy-

nergicky, a to pøedev¹ím v koncentracích 10 a 15µM. Inhibitor MU380 synergický efekt

neprokázal. Úmrtnost bunìk ovlivnìných kombinacemi SB202190 s inhibitory kinázy

Chk1 dosahovala a¾ 50 %. V následujících experimentech jsem zvolila pro SB202190

koncentraci 10µM.
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Obrázek 15: Vliv inhibitorù kinázy Chk1 SCH900776 a MU380 a inhibitoru p38 SB202190

na ¾ivotaschopnost bunìèné linie A375. Bunìènou linii A375 jsem kultivovala v pøítomnosti inhi-

bitorù SCH900776 [1µM], MU380 [1µM], SB202190 [5, 10 a 15µM] a jejich kombinací po dobu 48 h

a poté stanovila ¾ivotaschopnost bunìk pomocí prùtokové cytometrie (viz kapitola 2.5). Hodnoty jsou

vyjádøeny jako procenta mrtvých bunìk. Graf zobrazuje prùmìrné hodnoty ze tøí nezávislých opako-

vání. Chybové úseèky znázoròují smìrodatnou odchylku. Symbol * pøedstavuje statisticky významný

rozdíl na hladinì významnosti P<0,05, symbol ** na hladinì významnosti P<0,01, symbol *** na hla-

dinì významnosti P<0,001. Èervenì oproti SCH900776, modøe oproti SB202190 [5µM], oran¾ovì oproti

SB202190 [10µM], ¹edì oproti SB202190 [15µM]. [autor]

Stejný pokus jsem provedla také na dal¹ích dvou liniích maligního melanomu s mutací

BRAF V600E. Jedná se o buòky G361 a COLO-800. Ani u jedné z tìchto dvou linií

se stejný úèinek jako u A375 neukázal.
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Obrázek 16: Vliv inhibitorù kinázy Chk1 SCH900776 a MU380 a inhibitoru p38 SB202190

na ¾ivotaschopnost bunìèné linie G361. Bunìènou linii G361 jsem kultivovala v pøítomnosti inhi-

bitorù SCH900776 [1µM], MU380 [1µM], SB202190 [10µM] a jejich kombinací po dobu 48 h a poté

stanovila ¾ivotaschopnost bunìk pomocí prùtokové cytometrie (viz kapitola 2.5). Hodnoty jsou vy-

jádøeny jako procenta mrtvých bunìk. Graf zobrazuje prùmìrné hodnoty ze tøí nezávislých opako-

vání. Chybové úseèky znázoròují smìrodatnou odchylku. Symbol * pøedstavuje statisticky významný

rozdíl na hladinì významnosti P<0,05, symbol ** na hladinì významnosti P<0,01. Èervenì oproti

SCH900776, zelenì oproti MU380, oran¾ovì oproti SB202190. [autor]

U bunìèné melanomové linie G361 byl efekt pouze aditivní. Cytotoxicita samotných

látek SB202190 a SCH900776 se pohybovala okolo stejných hodnot jako u linie A375.

Úèinnost inhibitoru MU380 klesla oproti pøedchozím výsledkùm na polovinu (viz obrá-

zek 16).

Buòky linie COLO-800 umíraly ve vìt¹í míøe u¾ pøi pùsobení samotných inhibitorù,

pøi kombinacích se úèinek jen mírnì zvý¹il. Cytotoxicita kombinací látek se blí¾ila vý-

sledkùm získaným u bunìèné melanomové linie A375 (viz obrázek 17).
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Obrázek 17: Vliv inhibitorù kinázy Chk1 SCH900776 a MU380 a inhibitoru p38 SB202190

na ¾ivotaschopnost bunìèné linie COLO-800. Bunìènou linii COLO-800 jsem kultivovala v pøí-

tomnosti inhibitorù SCH900776 [1µM], MU380 [1µM], SB202190 [10µM] a jejich kombinací po dobu

48 h a poté stanovila ¾ivotaschopnost bunìk pomocí prùtokové cytometrie (viz kapitola 2.5). Hodnoty

jsou vyjádøeny jako procenta mrtvých bunìk. Graf zobrazuje prùmìrné hodnoty ze tøí nezávislých

opakování. Chybové úseèky znázoròují smìrodatnou odchylku. Symbol ** pøedstavuje statisticky vý-

znamný rozdíl na hladinì významnosti P<0,01, symbol *** na hladinì významnosti P<0,001. Èervenì

oproti SCH900776, zelenì oproti MU380, oran¾ovì oproti SB202190. [autor]

Pøi døívìj¹ích experimentech provádìných v laboratoøi, kde jsem pracovala, bylo zji¹tìno,

¾e SB202190 neinhibuje v buòkách melanomu pouze protein p38, ale také negativnì

ovlivòuje aktivitu kinázy BRAF a naru¹uje vezikulární transport. Proto jsem se dále

sna¾ila zjistit, díky které signální dráze dochází s nárùstu úmrtnosti bunìk pøi kombi-

naci s inhibitorem kinázy Chk1 SCH900776. Pokusy neprokázaly výjimeèné postavení

ani jedné z nich. Zato jsem narazila na zajímavý úèinek inhibitoru kinázy PIKfyve

YM201636. Tato látka stejnì jako SB202190 indukovala v buòkách melanomu tvorbu

vakuol (viz obrázek 18).
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Obrázek 18: Snímky bunìèné linie A375. Shora: kontrola, SB202190 [10µM], YM201636 [2µM].

Snímky byly poøízeny na mikroskopu Leica DMI4000 B (Leica Microsystems) 24 h po nasazení bunìk.

Zvìt¹ení: 320× [autor]
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Pomocí roztoku MTT jsem stanovila metabolickou/proliferaèní aktivitu bunìk v jednot-

livých vzorcích (viz kapitola 2.7) a výsledky porovnala se vzorkem kontrolním. Inhibitor

YM201636 metabolickou aktivitu bunìk nepatrnì zvy¹oval a mírnì sni¾oval úèinnost

inhibitoru Chk1 SCH900776. Inhibitor SB202190 svùj protinádorový úèinek v kombi-

naci s inhibitorem Chk1 potvrdil (viz obrázek 19).

Obrázek 19:Metabolická aktivita bunìèné linie A375 po pùsobení inhibitoru kinázy Chk1

SCH900776, inhibitoru p38 SB202190 a inhibitoru kinázy PIKfyve YM201636. Bunìè-

nou linii A375 jsem kultivovala v pøítomnosti inhibitorù SCH900776 [1µM], SB202190 [10 a 15µM],

YM201636 [1, 2 a 3µM] a jejich kombinací po dobu 24 h a stanovila metabolickou aktivitu bunìk

(viz kapitola 2.7). Hodnota kontroly je vyjádøena jako 100 %, ostatní výsledky jsou k ní vzta¾eny. Graf

zobrazuje prùmìrné hodnoty ze tøí nezávislých opakování. Chybové úseèky znázoròují smìrodatnou od-

chylku. Symbol ** pøedstavuje statisticky významný rozdíl oproti SCH900776 na hladinì významnosti

P<0,01. [autor]
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4 Diskuze

Kináza Chk1 hraje nepochybnì dùle¾itou úlohu v regulaci bunìèného cyklu a oprav po-

¹kozené DNA. Jeliko¾ by mohla být perspektivním cílem pøi léèbì rùzných nádorových

onemocnìní, zaèalo se v posledních letech objevovat stále více vìdeckých prací vìnova-

ných inhibici Chk1 nízkomolekulárními látkami. Inhibitory Chk1 zvy¹ují citlivost nádo-

rových bunìk k radioterapii èi chemoterapeutikùm po¹kozujícím DNA. Øada klinických

testù provádìných s inhibitory této kinázy byla v¹ak bohu¾el zastavena v raných fázích

kvùli jejich pøíli¹ vysoké toxicitì nebo nízké selektivitì [11]. Úèinnost klinicky testova-

ného inhibitoru Chk1 SCH900776 v kombinaci s léky na bázi platiny (napø. cisplatina)

byla potvrzena u nádorových bunìk traèníku [28], s nukleosidovými analogy (napø. cyta-

rabin, gemcitabin, udarabin) u chronické lymfocytární leukémie [29], s hydroxyureou

u bunìk karcinomu prsa [30]. U bunìk maligního melanomu byla prokázána spolupráce

inhibitorù kinázy Chk1 s inhibitory kinázy BRAF (napø. vemurafenib) [31]. Vìdecká

bádání té¾ potvrdila, ¾e inhibitory kinázy Chk1 by se samostatnì mohly pou¾ívat nejen

u nìkterých typù melanomu, ale také u dal¹ích druhù nádorù s vysokou mírou replikaè-

ního stresu [32].

V experimentech provádìných v rámci mé práce se úèinnost inhibitoru kinázy Chk1

SCH900776 a pøíbuzné slouèeniny MU380 v kombinaci s cytostatiky u bunìk maligního

melanomu potvrdila. Nejlep¹ích výsledkù bylo dosa¾eno u linie s mutací BRAF V600E

A375, pøedev¹ím pùsobením kombinace inhibitorù kinázy Chk1 s hydroxyureou. Cyto-

statikum po¹kozuje DNA, co¾ vede ke zvý¹ení hladiny proteinù p53 a γ-H2AX. Jeliko¾

je zároveò zablokována kináza Chk1, úèastnící se oprav DNA, buòka není schopna gene-

tickou informaci úèinnì opravit a nastane bunìèná smrt. Transkripèní aktivita proteinu

p53 se v¹ak po aplikaci kombinace inhibitorù Chk1 a cytostatik výraznì nezvý¹ila.

Dochází tedy zøejmì pouze ke sní¾ení jeho degradace.

Testování cytotoxicity kombinací inhibitorù Chk1 s cytostatiky jsem provedla také

na dal¹ích liniích maligního melanomu. U bunìk linií G361 a Mel-Juso se pøi tìchto kom-

binacích ukázal pøevá¾nì aditivní efekt. Linie COLO-800 nevykazovala výrazné rozdíly
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mezi pùsobením samotných inhibitorù kinázy Chk1 a jejich kombinací s cytostatiky.

Lze tedy vyvodit, ¾e ne v¹echny melanomy odpovídají na kombinace tìchto látek stejnì

intenzivnì. Bude tøeba dal¹ího studia vzájemných interakcí tìchto látek, abychom mohli

urèit skupinu pacientù, kteøí by mohli na tento typ terapie reagovat nejlépe.

Výsledky analýzy mno¾ství proteinu p53 Westernovým pøenosem a jeho detekce pro-

tilátkou pøinesly velmi zajímavé výsledky u obou hlavních genetických subtypù mela-

nomu. Jak linie s mutací BRAF, tak linie s mutací NRAS reagovaly na aplikaci inhi-

bitoru kinázy Chk1 MU380 tvorbou dvou forem proteinu p53 s rozdílnou molekulovou

hmotností. Tento protein, který má esenciální postavení pøi bunìèné odpovìdi na stre-

sové pochody, se v lidských buòkách mù¾e teoreticky vyskytovat ve 12 izoformách.

Pou¾itá protilátka DO-1 je schopna detekovat izoformy p53α (53 kDa), p53β (47 kDa)

a p53γ (48 kDa) [33]. Do budoucna by bylo zajímavé zjistit, jestli detekovaná krat¹í

forma proteinu p53 na membránì pøedstavuje β èi γ izoformu.

Druhým cílem mé práce bylo ovìøit úèinnost inhibitorù kinázy Chk1 v kombinaci s inhi-

bitorem SB202190. V laboratoøi, kde jsem experimenty provádìla, se ji¾ døíve zjistilo,

¾e SB202190 v buòkách maligního melanomu inhibuje také mutovanou kinázu BRAF,

je¾ pohání dìlení nádorových bunìk u velkého procenta pacientù. Vzhledem k tomu,

¾e v dne¹ní dobì je mutovaný protein BRAF u melanomu nejvýznamnìj¹ím terapeu-

tickým cílem, zamìøila jsem se primárnì na studium úèinkù této látky na bunìèné linie

s mutací BRAF. Zatímco u linie A375 se synergické pùsobení prokázalo, pro buòky

byly kombinace s inhibitory Chk1 cytotoxické ji¾ pøi relativnì nízkých koncentracích,

u linie G361 byla pozorována jen malá synergie. U bunìk melanomové linie COLO-800

do¹lo po pøídavku SB202190 pouze k mírnému navý¹ení efektu inhibitoru Chk1. Tyto

výsledky naznaèují, ¾e inhibice kinázy BRAF pravdìpodobnì nebyla dùvodem pozo-

rované synergie SB202190 s inhibitory Chk1. Experimenty také ukázaly, ¾e inhibitor

kinázy PIKfyve YM201636, jen¾ v buòkách melanomu indukuje velmi podobný fenotyp

vakuolizace cytoplazmy, nezapøíèiòuje v kombinaci s inhibitory Chk1 sní¾enou prolife-

raci. Ani indukce tvorby vakuol tedy zøejmì nebude pøíèinou synergického efektu látky

SB202190 s SCH900776.
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Pøi experimentech jsem pou¾ívala stejné koncentrace SCH900776 a MU380, abych

mohla jejich úèinnost porovnat. Dle Samadder a kol. vykazuje inhibitor MU380 u ná-

dorových bunìk vy¹¹í efektivitu ne¾ SCH900776 [27]. Pøi experimentech provádìných

v rámci zmiòovaného èlánku byly pou¾ity bunìèné linie osteosarkomu, karcinomu plic,

prostaty, tlustého støeva, prsa, vajeèníku, slinivky a dìlo¾ního hrdla. Mé výsledky po-

tvrdily, ¾e klinicky testovaný inhibitor kinázy Chk1 SCH900776 je sám o sobì vùèi buò-

kám maligního melanomu ménì toxický ne¾ nedávno syntetizovaný inhibitor MU380.

V kombinacích s ostatními testovanými látkami v¹ak oba inhibitory vykazovaly obdob-

nou úèinnost.
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5 Závìr

Má práce se vìnovala mo¾nosti vyu¾ití inhibitorù kinázy Chk1 v protinádorové terapii

bunìk maligního melanomu. U nìkterých melanomových linií byl zaznamenán znaèný

cytotoxický úèinek inhibitorù Chk1 v kombinaci s cytostatiky hydroxyureou a cyta-

rabinem. Po aplikaci kombinací tìchto látek byla zji¹tìna zvý¹ená hladina proteinù

p53 a γ-H2AX. Kombinace inhibitorù kinázy Chk1 s inhibitorem kináz BRAF a p38

SB202190 mìla na ¾ivotaschopnost bunìk podobný vliv jako kombinace s cytostatiky.

Podle mých výsledkù je inhibitor kinázy Chk1 SCH900776 v kombinacích s látkami tes-

tovanými v mé práci stejnì úèinný jako strukturnì podobný inhibitor MU380. V¹echny

vytyèené cíle jsem splnila a potvrdila, ¾e inhibice kinázy Chk1 by mohlo být vyu¾ito

pøi léèbì maligního melanomu.
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