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Anotace

Ve své praci jsem se zabyvala moznym vyuzitim novych inhibitort kindzy Chkl v proti-
nadorové terapii maligniho melanomu. Kindza Chkl je dilezita pti regulaci bunééného
cyklu a opravé poskozené DNA. Kdyz dojde k poskozeni genetické informace, tato ki-
naza se ucastni zastaveni cyklu. Je-li kinaza Chk1 inhibovana, bunéény cyklus i pres pos-
kozeni DNA pokracuje, nedojde k jeji opravé a poskozeni se kumuluje. To mtze v nék-
terych pripadech vést az k bunécéné smrti. Existuji studie, které se jiz diive vénovaly
potencidlnimu uplatnéni inhibitort Chk1 pti lé¢bé nékterych druhti nadord. Mym tko-
lem bylo ovérit cytotoxicitu nizkomolekuldrnich inhibitord Chkl SCH900776 a MU380
na bunéénych liniich maligniho melanomu. U¢innost téchto latek byla prokazana nejen
samostatné, ale i v kombinaci s nékterymi protinddorovymi chemoterapeutiky a inhi-

bitory vybranych signalnich drah ovliviiujicich rist nddorovych bunék.

Klicova slova

Checkpoint kindza 1 / Chkl; nizkomolekuldrni inhibitory; SCH900776; MU380; maligni

melanom; cytotoxicita



Annotation

This thesis focuses on testing the anti-cancer potential of new inhibitors of the Chkl
kinase in malignant melanoma. The Chkl 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 efficient 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 Chkl1 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
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PP2A protein fosfataza 2A

PVDF polyvinylidenfluorid

RAF rapidly accelerated fibrosarcoma
RAS rat sarcoma

RPMI Roswell Park Memorial Institute
RTK receptorova tyrosin kinaza
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SDS-PAGE SDS-polyakrylamidové gelova elektroforéza

Ser serin

TBS pufr s obsahem Tris

TEMED tetramethylethylendiamin

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

V soucasné dobé patii nddorova onemocnéni k nejcastéjsim pricindm tmrti v lidské
populaci. Nadory rliznych tkani postihuji vSechny narody, rasy i vékové skupiny. Prav-
dépodobnost vyskytu zhoubnych nddort vsak s vékem roste. Ve vétsiné pripadi se totiz
jedna o onemocnéni vyvolané kumulaci genetickych zmén v bunce v priubéhu rady let.
Nicméné, ma se za to, ze vyvoj nadorovych onemocnéni miizeme alespon do urcité miry
potlacit zdravym zivotnim stylem a vyrovnanou stravou. Maligni melanom patii mezi
nejagresivnéjsi zhoubné nadory. V soucasné dobé lze spolehlivé vylécit pouze c¢asna

stadia tohoto onemocnéni.

Vyzkumu v oblasti protinddorové terapie se vénuje velkd pozornost i nemalé finan¢ni
prostiredky. Existuje nespocet potencidlnich 1é¢ebnych pristupl s rozmanitymi mecha-
nismy uc¢inku. V poslednich desetiletich se v rdamci tzv. cilené terapie hojné zkou-
maji Gc¢inky inhibitori proteinovych kindz. Jednou z nich je také kindza Chkl, ktera
hraje diilezitou roli v regulaci bunéc¢ného cyklu. Zprostiredkovava zastaveni cyklu v pii-
padé poskozeni DNA, zejména pii replikaci, a podili se na mechanismech vedoucich
k opravé poskozeni. Nejvice studovanym inhibitorem kindzy Chkl je v dnes$ni dobé
latka SCH900776, jez se momentalné nachazi ve fazi klinického testovani. V této praci
jsem na bunkach maligniho melanomu porovnévala tcinky tohoto inhibitoru s ptibuz-
nou latkou MU380, jez byla vyvinuta tymem doc. Kamila Parucha z Prirodovédecké

fakulty Masarykovy univerzity v Brné.
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Cile prace
Cile mé Stredoskolské odborné ¢innosti jsou:
e porovnat uc¢innost inhibitord kindazy Chkl SCH900776 a MU380 vici bunéénym

liniim maligniho melanomu

e ovérit tcinnost inhibitort kindzy Chkl v kombinaci s cytostatiky cilicimi na repli-

kaci DNA

e ovérit u¢innost inhibitort kindzy Chk1 v kombinaci s inhibitory vybranych bunéc-

nych signalnich drah

13



1 Teorie

1.1 Nadorova onemocnéni

Jednd se o skupinu mnoha riznych onemocnéni, kterd se projevuji tvorbou nadort
(lat. tumor, fec. onkos) v riiznych tkanich organismu. Mezi nejc¢astéji postihované tkané
patii plice, prostata a prsa. Nadory vznikaji v ptipadé, ze dojde k mutacim kritickych
gent. Tyto mutace muzou poskodit biochemické pochody a vést k neregulované prolife-
raci bunék. Bez fungujici regulace se nadorové bunky déli nekontrolované, rostou jedna
pres druhou a tvori nador. Vznik nddori miize byt ovlivnén prostiedim, ve kterém clovék
zije, chemickym znecisténim ovzdusi, prilis tu¢nou stravou s nedostatkem vlakniny, kou-
fenim nebo prehnanym vystavovanim se slunec¢nimu zareni. Nadorové bunky se od téch
zdravych lisi fadou vlastnosti, napt. zménami cytoskeletu, zvysenou produkei nékterych
bilkovin nebo syntézou abnormalnich proteinti, zménami genetické informace, ¢asto také

aneuploidii. [1]

1.1.1 Klasifikace nadoru

Nadory se déli na dvé zdkladni skupiny — maligni a benigni. Je-li tumor maligni, po-
stizené bunky migruji, $ifi se po celém téle a napadaji i ostatni tkadné. V nich pak
mohou tvofit sekundarni nadory, tzv. metastaze (z feCtiny ,,zména stavu“). Pokud neni
nefyziologické mnozeni doprovazeno dal§imi zménami a po vycerpani prolifera¢niho
potencidlu ustane, jednd se o benigni, ohrani¢ené, nadory. Jejich bunky okolni tkiné

nenapadaji. [1, 2]

1.1.2 Mutace

V 80. letech minulého stoleti védci zjistili, ze nddorové bunky nemivaji jen jediny defekt

v genetické informaci. Proto, aby se bunka stala nadorovou, je potieba genetickych
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defektti vice. Byly popsany dvé velké skupiny genti, jejichz mutaci dochézi k nadorové
transformaci — protoonkogeny a nadorové supresorové geny. Gen je dédi¢na jednotka
se specifickou biologickou funkei, kterd se nachdzi v ur¢itém misté chromozomu. [1]
Protoonkogeny jsou geny, které zajistuji produkei proteint podilejicich se na prezivani
a mnozeni bunék. Je-li protoonkogen mutovan, stane se z néj onkogen. Ten je trvale
aktivni a nador se tak neustéle rozrista. Nadorové supresorové geny maji naopak za tikol
kontrolovat a v pfipadé potfeby také omezovat rist bunék. Jsou-li mutované, nezvladaji

bunééné déleni a rist nadoru potlacovat. [3]

1.1.3 Charakteristické znaky nadorovych bunék

Existuje nékolik charakteristickych znakt, jimiz se bunky maligniho tumoru odlisuji
of cancer“ Douglase Hanahana a Roberta Weinberga, ktery byl v lednu 2000 vydan
v Casopise Cell. [4]

1. Sobésta¢nost v signalizacich stimulujicich déleni a rust. Existuje nékolik
cest, kterymi toho mohou nadorové bunky dosdhnout. Mize dojit ke zménam v mnoz-
stvi extracelularnich faktortd, jez nabadaji bunku k déleni, nebo ke zvySeni citlivosti
bunék k témto faktoriim. V nékterych ptripadech je dokonce sama bunka schopna vy-
tvafet signaly, na které pak téz sama odpovida. Dalsi moznosti je nadmérna tvorba

nebo pozménéna aktivita intracelularnich proteinti, které maji na proliferaci vliv. [4]

2. Abnormalni necitlivost k signdltim inhibujicim rist. V normélnich tkanich
jsou signaly podporujici rist a signaly potlacujici déleni v rovnovaze. Kdyz se bunka
stane nadorovou, nedokaze jiz na signdly inhibujici riist spravné reagovat, coz prispiva

k nekontrolovanému déleni. [4]

3. Schopnost zabranit apoptdze. Bunky zdravych tkani maji schopnost progra-
mované bunécné smrti, apoptdzy. Ta nastavad v pripadé, Ze je bunka néjakym zpi-

sobem poskozena. Zabranuje se tak mimo jiné predavani chybné genetické informace.
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Esencialni tlohu hraje nddorovy supresorovy protein pd3 odesilajici poskozené bunky
na autodestrukéni drahu. U nadorovych bunék tento protein obvykle nefunguje a au-
todestrukéni draha je zablokovana. Proto se i poskozena bunka nesouci mutace mize
délit stale dal. Dcefiné bunky pak kumuluji dalsi mutace, jez mohou napomoci nadorové

transformaci. [4]

4. Neomezeny replika¢ni potencial. Zdravé lidské somatické buiiky maji omezeny
maximalni pocet déleni. Konce chromozomiu jsou chranény telomerami, mnohokrat
se opakujicimi kratkymi sekvencemi nukleotid. Pfi kazdém bunécéném déleni se te-
lomery zkrati. Dojde-li k vyraznému zkraceni, bunika se jiz dale nemize délit. Tomuto
zkracovani muze zabranit enzym telomeraza, coz je ribonukleoproteinovy komplex,
ktery ztracené nukleotidy znovu pfidava. U béznych somatickych bunék je ¢innost to-
hoto enzymu potlacena, v zarodecnych a kmenovych bunkach naopak zvysena. Vysoka
aktivita telomerazy se objevuje také v nadorovych bunkéch, coz jim napomaha stat

se nesmrtelnymi. [4]

5. Indukce tvorby novych cév pro pfisun zivin a kysliku. Uz i velmi malé nddory
si musi zabezpecit prisun zivin a kysliku, bez nichz nemohou dale rist. Ve chvili, kdy
zacnou mezi nadorové bunky proristat krevni vlaseCnice, tumor potiebné ziviny ziskava.
Signaly inhibujici riist cév jsou v nddorovych tkanich potlaceny, signaly podporujici rist

cév naopak vyrazné zvyseny. [4]

6. Schopnost pronikat do dal$ich tkani. Nadorové bunky ziskavaji moznost rozsirit
se pomoci krevniho nebo lymfatického tecisté i do vzdalenych ¢asti organismu. Disled-
kem miize byt vznik mnoha sekundarnich nadori, které se velmi obtizné kontroluji a od-
strafiuji. Casto postihuji Zivotné dileZité orgdny, a proto jsou metastdze nejéastéjsim

divodem Gmrti pacienta postizeného rakovinou. [4]
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Obrazek 1: Charakteristické znaky nadorovych bunék dle Douglase Hanahana a Roberta Weinberga.
Kurzivou jsou vyznaceny vlastnosti, které byly pfidany az v roce 2011 v ¢lanku ,,Hallmarks of cancer:

The Next Generation“. [5], pfevzato a upraveno

1.1.4 Bunéény cyklus

Jednim ze znakti nddorové bunky je neregulovany rist. Misto toho, aby buiky rostly
organizované v souvislych vrstvach, rostou zcela nefizené pres sebe a tvori neorganizova-
nou masu. Toto chovani je zptisobené neschopnosti reagovat na signaly, které reguluji

a pozastavuji bunécné déleni. Déj, béhem kterého se materskd bunka rozdéli na dvé

dcefiné, se nazyva bunéény cyklus. Ten lze rozélenit do ¢yt fazi — Gy, S, Gg, mitdza. [1]

Prvni tti faze jsou souhrnné oznacovany jako interfaze. V G; bunka roste a syntetizuje
latky potifebné pro nasledujici kroky. Déle pokracuje do S faze, kde dochazi k replikaci
jaderné DNA. Posledni ¢asti interfaze je Go, v niz se bunka pfipravuje na rozdéleni
genetického materidlu, zkopirovaného béhem S faze, do dcefinych bunék. Po interfazi
nasleduje mitdza, jez se déli na M fazi a cytokinezi. Cytokineze je konecné rozdéleni

dcefinych bunék od sebe. [6] Na nékolika mistech bunééného cyklu se vyskytuji kontrolni
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body, kde je zhodnocen stav bunky, provéren pribéh predchazejicich procesi a zkon-
trolovan stav DNA. Nadorové bunky casto ztraci schopnost zastavit cyklus v pripadé

poskozeni DNA, nebot kontrolni body jsou mutované. [1]

Dilezitou roli v bunééném cyklu maji regula¢ni proteiny, nazyvané cykliny, a enzymy,
tzv. cyklin-dependentni kinazy (zkracené CDK). Komplexy téchto bilkovin povoluji
pokracovani cyklu. Po aktivaci CDK navazanim cyklinu dojde k fosforylaci cilovych
proteini. Nékteré fosfatazy naopak zajistuji defosforylaci téchto cilovych proteint a tim
inhibici bunééného cyklu. Existuji také inhibi¢ni proteiny, které mohou cyklus zastavit.
Jedna se napf. o produkty nadorovych supresorovych gent p21, p15, p16. Dojde-li
k mutaci genti pro tyto proteiny, CDK ziistavaji vice aktivni, coz mtze vést k nadmérné

bunécéné proliferaci. [2]

1.1.5 Vznik metastazi

YN,

¢ehoz bunka docili zménou charakteru tzv. adheznich molekul nachézejicich se na po-
vrchové bunééné membrané. Bunka se pak odpoutd ze svazku s ostatnimi bunkami
a muze proniknout do krevniho nebo lymfatického fecisté. Tomuto déji se Tika intrava-
zace. V jiném misté v téle pak nasleduje opacny déj, tzv. extravazace, kdy bunka pfilne
ke sténé cévy a pronikne do tkiné, kde pozdéji vznikne metastaze. Nadorova bunka
vSak mize byt kdykoliv znicena imunitnim systémem, zejména pisobenim NK bunék

(z angl. natural killer), makrofagt, T-lymfocyti. [2]

1.2 Maligni melanom

Maligni melanom je zhoubny nador, ktery vznikd preménou melanocytt, jejichz hlavni
funkei je tvorba melaninu (melanogeneze). Lze jej rozdélit na dvé skupiny. Prvni jsou
melanomy vznikajici z epidermélniho typu melanocytt (kozni a slizni¢ni), které tvori

piiblizné 96 % vsech melanomi. Méné ¢asté jsou melanomy vznikajici z jinych typt
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melanocyti (uvealni melanomy a primarni melanomy CNS), které se vyskytuji pouze

ve 4 %. [2, 7]

1.2.1 Pdavod

Ptiblizné jedna tfetina melanomil vznikd z riznych typa koznich névi. Pigmentovy
névus je nezhoubné kozni 1éze, kterd se vytvori premnozenim melanocyti nebo zménou
v jejich strukture a chovani. Dusledkem je odliSny rist, pigmentace a hustota bunék.
Vzhledové se jedna o ohranic¢ené ttvary tmavsiho zbarveni. Lidé s vysokym poctem névi
na téle ovSem nejsou vice ohrozeni. Zhruba ve dvou tretinadch ptipadt totiz melanom
vznikd piimo ze zdravého melanocytu. Hlavni pfi¢inou tohoto nddorového onemocnéni

je zfejmé nadmérné opalovani a vystavovani se ultrafialovému zareni. [7]

1.2.2 Metastaze

Melanom mé schopnost tvofit metastaze lymfatickou i hematogenni cestou. Je vSak
velmi obtizné predpovidat budouci Sifeni. U nékterych pacientii se recidiva objevi
do roka od chirurgického odstranéni primarniho loziska, u jinych az desitky let poté.
Co ovliviiuje dobu do vzniku prvnich metastazi, je tloustka tumoru. V piipadé tenkého
melanomu je mald pravdépodobnost metastazovani. Pokud k tomu dojde, tak v od-
stupu 10-20 let. U poloviny tlustych melanomt (tj. vice nez 4 mm) se metastaze objevi

béhem prvniho roku po operaci. [7]

1.2.3 Aktivace signalni drahy RAS-RAF-MEK-ERK

V buiice se nachazi fada signalnich drah, z nichz kazda je zodpovédna za urcity déj. [3]
Na konci této posloupnosti casto byva terminalni kinaza, ktera aktivuje proteiny, jez

maji vliv na transkripci genti v jadre. Proteiny vyprodukované témito geny poté ovliv-

vvvvvv
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nélni cesty mitogenem aktivovanych proteinovych kinaz (MAPK). [2] Typickymi pted-
staviteli signalnich cest rodiny MAPK jsou dréahy kindz ERK (z angl. Fztracellular
signal-regulated kinase), JINK (z angl. c-Jun N-terminal kinase) a p38. [8]

MITOGEN

Obrézek 2: Pienos signalu do jadra buiiky prostiednictvim signalni drahy ERK. [autor]

Signalni driha RAS-RAF-MEK-ERK (déle jen drdha ERK) je jednou z nej¢astéji mu-
tovanych signalnich drah v lidskych nadorech véetné maligniho melanomu. [2] V prvnim
kroku této kaskady dojde diky navazani mitogenu k aktivaci nékteré z receptorovych
tyrosin kindz (RTK) v cytoplazmatické membrané. [9] Diky vazbé mitogenu se v mem-
brané spoji dvé receptorové molekuly a vznikne enzymaticky aktivni dimer. Nasleduje
spusténi intracelularni kaskddy. RTK nepiimo aktivuje protein RAS, ktery je lokalizo-
van na vnitini strané cytoplazmatické membrany. RAS mize prostiednictvim urcitych
proteini aktivovat nékolik riznych signalnich drah. U popisované drahy ERK se jedna
o protein RAF. Kindza RAF poté aktivuje kindzu MEK, kterd mé vliv na terminalni
kinazu ERK. Mutaci nékterého genu kédujiciho protein tcastnici se této kaskdady mize

dojit k nadmérné aktivaci kindzy ERK a ke stimulaci riistu nadoru. [8]
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Rodina genit RAS, kédujicich proteiny RAS, se déli na geny HRAS, KRAS a NRAS.
Pravé mutace genu NRAS je u melanomu velmi ¢asta. Dle vyzkumi se vyskytuje pii-
blizné ve 20 % pripadt. Také rodina gentt RAF se dale déli, jedna se o geny ARAF,
BRAF a CRAF. Mutace genu BRAF byla prokdzana téméf u 50 % melanomt. Nej-
castéjsi je mutace BRAF V600E, pii které se kindzova aktivita zvysi téméi pétsetkrat.
Samotna mutace BRAF podporuje proliferaci bunék melanomu. Je-li v bufice zaro-
ven ztracena funkce genu pro nadorovy supresor phH3, mize dojit k vyvoji invazivniho

onemocnéni. [2]
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Obrazek 3: Procentudlni zastoupeni desiti nejéastéji mutovanych gentt v buitkich maligniho mela-

nomu. [10], pfevzato a upraveno

1.2.4 Lécba

U pacientl se pii 1écbé riznych druht zhoubnych nadort kromé chirurgického od-
stranéni nejcastéji pouziva radioterapie nebo chemoterapie. [11] Maligni melanom je
vSak velmi odolnym onkologickym onemocnénim, a je tedy vici témto metodam po-
mérné dost rezistentni. Jako nejuc¢innéjsi metoda léc¢by pacienti bez metastazi porad
pretrvava chirurgické odstranéni nadoru. Jsou-li metastaze jiz pritomny, jsou chemo-
terapie, radioterapie i chirurgie ve vét§iné piipadi neacinné. [12] Prodlouzeni doby

preziti nemocného lze dosahnout kombinaci chirurgického zakroku se systémovou ad-
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juvantni terapii (nejéastéji chemoterapie, imunoterapie, chemoimunoterapie), ktera by
méla zabranit dalSimu rozgifovani metastdzi. [13] Druhi imunoterapie existuje mnoho.
V dnesni dobé je nejslibnéjsi 1é¢bou aplikace monoklonédlnich protilatek (ipilimumab,
nivolumab, pembrolizumab) inhibujicich imunitni kontrolni body a podavani terapeu-
tickych vakein. [14] Cilené terapie inhibujici signalni kaskadu MAPK ERK se vyuziva
zejména v nadorech s mutaci BRAF V600E. Uzivaji se pfedevsim nizkomolekularni 1é-
¢iva dabrafenib a vemurafenib. Naproti tomu imunoterapii lze pouzit v piipadé jakékoliv

mutace libovolného genu. [15]

1.2.5 Maligni melanom v Ceské republice

Dle Nérodniho onkologického registru, jeho# spravcem je Ustav zdravotnickych infor-
maci a statistiky CR (http://www.uzis.cz), se v CR v roce 2011 vyskytlo 2 044 piipadii
zhoubného melanomu a 433 tzv. melanoma in situ (¢asny zachyt onemocnéni). V tomto

roce se jednalo o devaté nejcastéji diagnostikované onkologické onemocnéni v CR. [16]

C43 = Zhoubni nelanon kiiZe -4 Incidence
Vivoj v Gaze -4 Mortalita
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5 ¢
L Zdroj dat: 0715 CR
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Analyzowvana dat (mc] 53707, Nimor)=14341 http: ffwww.svod.cz

Potet pfipadd na 100 000 ozak

Obrazek 4: Graf zobrazuje ¢asovy vyvoj hrubé incidence (pocet novych piipad na 100000 osob)
a hrubé mortality (pocet Gmrti na diagnézu na 100 000 osob) pro zhoubny melanom kiiZe v celé populaci

mezi lety 1977 a 2016. [17]
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1.3 Kinaza Chkl

Checkpoint kindza 1 (dale jen Chkl), enzym ze skupiny proteinovych kinaz (dale jen
kindzy), je serin-threonin kindza kédovana genem CHKI. Kindzy maji za tkol trans-
portovat fosfatovou skupinu adenosintrifosfitu (ATP) na aminokyseliny proteinti. Fos-
forylaci dochézi, mimo jiné, k aktivaci ¢i inhibici daného proteinu. V lidském genomu
se nachazi pies 500 kindz. Souhrnné se tato ¢ast genetické informace ¢lovéka oznacuje

jako kinom. [18]

Kinaza Chkl ma hned nékolik zasadnich funkci. Jedna se predevsim o fizeni bunécéného
cyklu, bunécné smrti a oprav DNA, dale o remodelaci chromatinu, zmény spotieby
energie, vyvoj replika¢ni vidlice, opravu signalnich drah nebo o kontrolu mitotického

vieténka v anafdzi a segregace chromozomi. [19]

Hladina Chk1 neni po celou dobu bunééného cyklu stejna. Vysoka je od S do M faze,
ve zbytku pak velmi nizka. Jedna se o hlavni regulacni kindzu kontrolnich bodd S

a Gy faze. [20]

1.3.1 Chkl v bunéé¢ném cyklu

Bylo zjisténo, ze Chkl je esencidlni v regulaci bunécéného cyklu nejen pti poskozeni
DNA, ale i pri kontrole replikace DNA. Neni-li genetickd informace v poradku, Chkl1 je
soucasti signalni drahy, ktera zabrani pokracovani cyklu. Poskozenou DNA zaregistruje
kindza ATR, ktera fosforyluje Chkl. Po fosforylaci Chkl na Ser317 (pouze podpirna
funkce) a Ser345 (esencidlni pro aktivaci Chkl) dochazi k autofosforylaci na Ser296
a aktivaci Chkl. Vzapéti protein fosfatdza 2A (PP2A) defosforyluje Ser317 a Ser345.
Poté Chkl fosforyluje protein s funkei fosfatazy z rodiny Cde25 (z angl. cell division
cycle 25), ¢éimz se podpoii jeho degradace v proteazomu. Proteiny Cdc25 odstranuji
inhibi¢ni fosfatové skupiny z aktivnich mist CDK a tim umoznuji jejich aktivaci. V pii-
padé Cdc25A je jednd o CDK2. Kvili nefunkénosti komplexti cyklin A/CDK2 a cyk-
lin E/CDK2 po degradaci Cdc25A se replikace DNA zastavi v kontrolnim bodé v S fazi.
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Degradace Cde25C vytadi z funkce CDK1 a s ni souvisejici komplex cyklin B/CDKI.

V této situaci skon¢i bunéény cyklus v kontrolnim bodé Gy /M, tedy tésné pied vstu-

pem do mitdzy. Jakmile je DNA opravena a CDK1 aktivovana, neni jiz Chk1l zapotfebi.

Proto je protein Chkl transportovan ven z bunééného jadra. [21]
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Obréazek 5: Mechanismus aktivace kindzy Chkl a zastaveni buné¢ného cyklu v S fazi. [21], pfevzato

a upraveno

Za normalnich podminek zabezpecuje kinaza Chkl pomoci vyse popsané kaskady pro-

dlouzeni urcitych fazi cyklu. Bunka tak ma dostatek ¢asu na opravu poskozené DNA.

Snizena aktivita Chkl vede k akumulaci poSkozeni DNA a nasledné k bunécné smrti.

Je-1i v8ak rozsah poskozeni maly, mize dojit jen ke kumulaci mutaci a urychleni vyvoje

nadoru. [19]
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1.3.2 Chkl a 1é¢ba nadorovych onemocnéni

Bylo zjisténo, ze inhibici kindzy Chkl lze pouzit pii 1é¢bé nadorovych onemocnéni.
Vyuziva se jejiho synergického piisobeni s genotoxickymi latkami, zejména chemotera-
peutiky ovlivhujicimi replikaci DNA. Genotoxické latky narusi DNA tumorové bunky
natolik, ze bunika zemfe. Jejich koncentrace vSak nemize byt prilis vysoka, jelikoz by
doslo také k poskozeni zdravych bunék organismu. Nadorové buiky se nékdy dokazi
branit chemoterapii ¢i radioterapii zvySenim hladiny kindzy Chkl. Kdyz je Chkl vy-
fazena, nedojde k zastaveni bunécéného cyklu a k opravé DNA a nasleduje bunécna
smrt. Vyhodou je, ze inhibice Chk1 neposkodi nenadorové bunky. Existuje totiz jesté
jeden kontrolni bod, ktery mohou, na rozdil od rakovinnych bunék, vyuzit — G;/S.
Pro tento bod je dilezita funkce proteinu p53. U vétSiny naddorovych bunék je vsak
vyfazen z provozu, a proto je nefunké¢ni i piislusny kontrolni bod. [22] Velkou vyhodou
pii 1é¢bé nadoru touto cestou je, ze kinaza Chkl neni nahraditelna ptribuznou kinazou

Chk2. Je-li Chkl vyrazena, neméa za ni nadorova bunka zaddnou nahradu. [19]

1.3.3 Inhibitory Chk1l

Prvnim popsanym inhibitorem této kinazy byl kofein. Pozdéji se zjistilo, Ze se jedna

o neselektivni inhibitor majici vliv také na kindzy ATM a ATR. [23]

Inhibitor UCN-01 byl jako prvni zatazen do klinického testovani na lidech. Je relativné
stabilni v krevni plazmé, ale ma velmi nizkou selektivitu, jez je zodpovédna za vel-
kou toxicitu. Vyrazné nizsi toxicitu vykazoval v testech inhibitor kindz Chkl a Chk2
AZD7762. [24] Obé tyto latky vSak maji slaby efekt a vedlejsi Gcinky, takze se pii 16¢bé

nepouzivaji. [11]

Druhé generace inhibitort Chkl je efektivnéjsi, predevsim v kombinaci s Iéky poskozuji-
cimi DNA (napf. cytarabinem a gemcitabinem). [11] Inhibitor PF00477736 je podavany
v malych davkach a dokaze pifi pomérné nizké koncentraci omezit také funkci kindzy

Chk2. Vysoce selektivni inhibitor Chk1 L.Y2603618 velmi dobfe funguje na liniich s mu-
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tovanym pb3. Na bunky s mutaci tohoto proteinu pisobi také CHIR-124, ktery je ale

strukturné naprosto odlisny od ostatnich dosud znamych inhibitort. [24]

Nizkomolekularni slouc¢enina SCH900776 inhibuje esencialni autofosforylaci Ser296 ki-
nazy Chkl. Ukazalo se, Ze nejlepsi vysledky podavd v kombinaci s antimetabolity
hydroxyureou (osteosarkom, karcinom prsu), cytarabinem (akutni myeloidni leukémie)
a gemcitabinem (rtizné typy nadori). [25, 26] Momentédlné se nachazi ve druhé fazi

klinickych testi. [27]

MU380 je varianta predchazejiciho inhibitoru neddvno vytvorend na Masarykové uni-
verzité v Brné. Jednd se o selektivni a velmi uc¢innou latku zvysSujici citlivost nado-
rovych bunék riznych bunécénych linii na hydroxyureu ¢i gemcitabin az desetkrat.
Vzristajici citlivost u zdravych bunék zaznamenana nebyla. MU380 obsahuje netradi¢ni
N-trifluoromethylovou skupinu, diky které nepodléha oxidativni demethylaci, a tim pa-
dem je stabilngjsi a uc¢innéjsi nez SCH900776, u néhoz po demethylaci dochézi k neza-

doucim G¢inkim a ke snizeni selektivity. [27]
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2 Pouzité metody a material

2.1 Bunécné linie
P1i experimentech jsem pouzivala nasledujici bunécné linie:

A375 — epitel, adherentni, z maligniho melanomu 54leté Zeny; ziskdno z European

Collection of Animal Cell Cultures (Salisbury, Velkd Briténie)

A375-p53-luc — bunécéna linie A375 stabilné transfekovanda luciferdzovym reporté-
rovym konstruktem pGL4.38[luc2P/p53 RE/Hygro| (ziskian od firmy Promega)
pro stanoveni transkripéni aktivity proteinu p53; linie byla pripravena v Labora-

tofi nadorové biologie Biologického tstavu LF MU

Mel-Juso — epitel, adherentni, z primarniho nadoru melanomu 58leté Zeny; ziskano

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

G361 — epitel, adherentni, z maligniho melanomu 31letého muze bilé pleti, ziskano

z European Collection of Animal Cell Cultures (Salisbury, Velkd Britanie)

COLO-800 - fibroblast, adherentni, z podkozniho uzliku melanomu 14letého chlapce;
ziskano z German Collection of Microorganism and Cell Cultures (Braunschweig,

Némecko)

27



2.2 Slozeni roztoku

Pti experimentech jsem pouzivala tyto roztoky:

1x PBS TBS-Tween 2x nanaseci pufr
NaCl 8¢g 2M Tris-HCI (pH = 7,4) 10 ml IM Tris-HCI (pH = 6,8) 6,25 ml
KCl 02¢g NaCl (100 mM) 11,79 g 10% SDS 20 ml
Na,HPO, 231¢g TWEEN (0,05%) 1 ml b-merkaptoethanol Sml
KH,PO, 0,158 g H,0 21 glycerolu 1 ml
H,O 1 000 ml bromophenol blue 1 mg
H,0 17,75 ml
H,0 2,7 ml H,0 2,8 ml
IM Tris-HCI (pH = 8,8) 2,8 ml IM Tris-HCI (pH= 6,8) 469 ul
10% SDS 75 ul 10% SDS 37,5l
10% APS 20 ul 10% APS 18,75 ul
TEMED Sul TEMED 3,75 ul
40% akrylamid 1,88 ml 40% akrylamid 469.4 ul
10x% elektroforeticky pufr 1x elektroforeticky pufr 1x prenosovy pufr
glycin 1442 g 10x elektrofor. pufr 100 ml 10x elektrofor. pufr 100 ml
IM Tris-HCl 303¢g 10% SDS 10 ml methanol 200 ml
H,0 1 000 ml H,0 890 ml H,0 700 ml
roztok A roztok B
EDTA 100 pl EDTA 100 pl
kyselina parakumarova 450 ul perboritan sodny 0,123 g
luminol 02¢g octan sodny (pH = 5) 100 ml
IM Tris-HCI (pH = 9,4) 100 ml
4-jodofenylborita kyselina 1 ml

Tabulka 1: Slozen{ pouzivanych roztoki. [autor]
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2.3 Testované latky

V experimentech jsem testovala nasledujici chemické latky:

CHEMIKALIE CHARAKTERISTIKA CHEMICKA STRUKTURA
inhibitor Chk1 N
| | WLy
SCH900776 zdroj: doc. Mgr. Kamil Paruch, Ph.D., MU, Brno N= NJ
(MK-8776) Y B

fedéno v DMSO :
W)

pouzité koncentrace: 0,25/0,5/0,75/1/1,5/2 uyM

inhibitor Chk1 =N

N
zdroj: doc. Mgr. Kamil Paruch, Ph.D., MU, Brno N= A \/\|[
MU380 N er

fedéno vDMSO :
'S

pouzité koncentrace: 0,125/0,25/0,5/0,75/1 uM

inhibitor syntézy DNA
zdroj: Sigma-Aldrich (H8627) i
Hydroxyurea H O N
fedéno ve vode oo
pouzité koncentrace: 50 / 100 uM
inhibitor syntézy DNA
O N NH,
zdroj: Sigma-Aldrich (C1768) . TJ
Cytarabin /—q
fedéno ve vodg HO s o
pouzité koncentrace: 0,1 /0,2 uM
inhibitor o a § izoformy MAPK p38
F
zdroj: Selleckchem (S1077)
S$B202190 N
fedéno vDMSO @ {‘QOH
N

pouzité koncentrace: 5/ 10/ 15 uM

N= 0
inhibi ina HoN
inhibitor kinazy PIK fyve ) @_(NH
zdroj: Selleckchem (S1219)

YM201636 N

fedéno vDMSO N_/ 7

N 0 N
pouzité koncentrace: 1 /2 /3 uM (_ _)

Tabulka 2: Charakteristika pouzivanych chemikélii. [autor]
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2.4 Kultivace bunéénych linii

Bunééné kultury jsem kultivovala v médiu RPMI-1640, do kterého bylo pfidano 10 %
fetdlniho hovéziho séra, 2mM L-glutaminu, 100 pg/ml streptomycinu a 100 IU/ml pe-
nicilinu. Kultivace probihala ve sterilnim prostiedi inkubatoru za stalé teploty 37°C,
vysoké vzdusné vlhkosti a 5% obsahu COs. Podle rychlosti ristu linie jsem bufiky
2% az 3x tydné pasdzovala. Nejprve jsem odsala staré médium a bunky promyla v roz-
toku 1x PBS (z angl. phosphate buffered saline). Poté jsem buiiky pomoci roztoku
Trypsin-EDTA (Sigma-Aldrich) uvolnila z povrchu misky. Po 3-5min jsem Trypsin-
EDTA inaktivovala dodanim erstvého kultivaéniho média. Cast bunééné suspenze jsem

pridala do nového média v kultivacni misce.

2.5 Stanoveni zivotaschopnosti bunék priitokovou cytometrii

Priatokova cytometrie je metoda umoznujici zjisténi fyzikalné-chemickych vlastnosti
jednotlivych bunék v populaci. K analyze jsem pouzivala ¢ervené fluorescenéni barvivo
propidium jodid (PI). Pouze u odumfelych bunék pronika PI ptes porusenou membranu
do jadra, kde se navaze na DNA. Kazda bunka suspenze projde laserovym paprskem

a podle intenzity fluorescence je populace rozdélena na zivé a mrtvé bunky.

Bunéc¢nou suspenzi jsem v objemu 1 ml na jamku nasadila ve sterilnim boxu na 12jam-
kovou kultiva¢ni desticku v koncentraci 1,2-1,5 x 10* bunék/ml. Buiiky byly 24 h kulti-
vovany za béznych podminek v inkubatoru. Poté jsem pouzité médium odséla a pridala
cerstvé médium s testovanymi latkami. Po 48h jsem médium s plovoucimi bunkami
prepipetovala do jednotlivych zkumavek a zbylé bunky v jamkach promyla roztokem
1x PBS. Poté jsem je uvolnila z povrchu roztokem Trypsin-EDTA a suspenzi pii-
dala do prislusnych zkumavek s médiem, které jsem premistila na led. Zkumavky jsem
centrifugovala (5min, 1200 oté¢ek/min), supernatant odséla a k peletu bunék ptidala
400 wl studeného roztoku 1x PBS. Tésné pired méfenim jsem do kazdé zkumavky pti-

dala 1 ul PI (1 mg/ml, Sigma-Aldrich). K analyze jsem pouZzivala pritokovy cytometr
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Attune Acoustic Focusing Cytometer (Applied Biosystems) s emisni vlnovou délkou
620 nm, data byla nasledné zpracovana pomoci Attune NxT Flow Cytometer Software.

V kazdém zkoumaném vzorku bylo analyzovdno minimélné 10 000 bunék.

2.6 Analyza mnozZstvi proteini Westernovym pirenosem

Pro urceni mnozstvi urcitych proteinti v bunkach jsem zhotovila bunécné lyzaty. Po-
moci elektroforézy jsem v gelech rozdélila proteiny obsazené v lyzatech dle velikosti.
Westernovym prenosem jsem nasledné detekované proteiny z gelti prenesla na PVDF

membrany a detekovala je pouzitim primarnich a sekundarnich protilatek.

2.6.1 Priprava bunéénych lyzatt

Ve sterilnim boxu jsem buné&¢nou suspenzi o koncentraci 1,5-2 x 10* bun&k/ml nasa-
dila v objemu 1ml na jamku na 12jamkovou kultivac¢ni desticku. Po 24 h kultivace
za béznych podminek v inkubatoru jsem z jamek odsala staré médium a napipeto-
vala nové s testovanymi latkami. Za dalsich 24 h jsem médium s plovoucimi bunkami
prenesla do nachystanych zkumavek, bunky pfisedlé na dné jamek dvakrat promyla
v 1x PBS a roztok pridala do prislusnych zkumavek, které jsem poté centrifugovala
(5min, 1200 otacek /min). Supernatant jsem odséala. Bunky zbylé v jamkéach jsem zlyzo-
vala napipetovanim 80-100 pl 2x nanaSeciho pufru. Lyzaty jsem pridala do zkumavek

s bunéénym peletem. Takto zhotovené vzorky jsem 10 min inkubovala pti 95 °C.

2.6.2 Polyakrylamidova gelova elektroforéza (SDS-PAGE)

Pro polyakrylamidovou gelovou elektroforézu jsem dle pokyni vyrobce sestavila apa-
raturu Hoefer Small Mighty SE250. Nejprve jsem do ni nalila roztok pro separacni gel
0 10% koncentraci akrylamidu a zalila 1 ml 70% ethanolu. Po 30—40 min gel zpolymeri-

zoval. Odséla jsem ethanol a nanesla roztok pro 5% zaostfovaci gel. Do néj jsem rychle
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zasunula hiebinek s 10 jamkami a nechala gel 15-20 min polymerizovat. Poté jsem apa-
raturu s gely pfipevnila do elektroforetické vany a zalila 1x elektroforetickym pufrem.
Vyjmula jsem hfebinek. Do prvni jamky jsem nanesla 1 ul proteinového markeru mo-
lekulové hmotnosti (Fermentas International Inc.) nafedéného ve 12 ul 2x nanésectho
pufru, do zbylych jamek 13 ul povafenych vzorki. Aparaturu jsem zapojila do zdroje
napéti. Pro zacatek jsem napéti nastavila na hodnotu 60 V. Jakmile proteiny markeru
prosly zaostfovacim gelem, zacala jsem napéti postupné zvySovat az na 120V. Elek-
troforézu jsem ukoncila ve chvili vhodného rozmisténi proteini v gelu dle relativni

molekulové hmotnosti detekovanych proteint.

2.6.3 Waesternovy pienos (Semi-Dry Blotting)

Po skonceni elektroforézy jsem gel vyjmula z aparatury. Spolu s filtra¢nimi papiry
a s PVDF membranou predem aktivovanou v methanolu jsem gel ponoftila do vychla-
zeného roztoku 1x prenosového pufru. Poté jsem jednotlivé vrstvy kladla do aparatury
pro pienos (Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer cell; BioRad) v nasledujicim potadi: fil-
traéni papir, membréana, gel, druhy filtra¢ni papir. Aby byl zajistén spravny pienos
proteinid z gelu na membranu, vytlacila jsem vSechny vzniklé bublinky. Aparaturu jsem
priklopila vikem, zapojila do elektrického zdroje a nastavila konstantni proud. Pro dva

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

2.6.4 Vizualizace proteinii na membrané

PVDF membranu s proteiny jsem na tfepacce blokovala v roztoku 5% odtucénéného
suseného mléka v TBS-Tween (déle jen 5% mléko) po dobu 1h pii pokojové teploté.
Poté jsem membranu roziezala dle velikosti detekovanych proteinti. Na kazdou cast
membrény jsem aplikovala prislusnou priméarni protilatku (viz tabulka 3) nafedénou
dle pokynt vyrobce v 5% mléce nebo v 1% BSA v TBS-Tween. Protilatky jsem ne-
chala piisobit pres noc pri teploté 4 °C. Rano jsem membrany promyla tfikrat po 10 min

v TBS-Tween. Nasledujici hodinu jsem je inkubovala pri pokojové teploté se sekundarni
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protildtkou znacenou kienovou peroxidazou nafedénou v poméru 1:3500 v 5% mléce
(donkey anti-mouse IgG-HRP: sc-2314, Santa Cruz Biotechnology). Poté jsem mem-
brany opét trikrat 10 min promyvala v TBS-Tween. Nakonec jsem na né nanesla roztok
pro ECL (z angl. enhanced chemiluminescence) a signal detekovala v G:Box Chemi
XRQ (Syngene). Pii kazdém pokusu byl jako kontrola mnozstvi proteinti ve vzorku

detekovan protein PCNA.

2.6.5 Pouzité primarni protilatky

Mysi monoklonalni protilitka | mléko | RNDr. Bofivoj Vojtések, DrSc.,

PC10 PCNA 36 kD ,
| (supematant z tkatiové kultury) | 1:50 MOU v Brné
DO-1 p53 53 kDa Mysi monoklona}lvru p,rotllatka mléko | RNDr. BOHVQ], VOJtesf:k, DrSc.,
(supernatant z tkanové kultury) | 1 :50 MOU v Brn¢
Purified anti- 1% BSA
H2A.X Phospho| y-H2AX 15 kDa | Mysi monoklonalni protilatka ) '01 000 BioLegend (¢. 613402)
(Ser139) '

Tabulka 3: Charakteristika pouzivanych primérnich protilétek. [autor]

2.7 Stanoveni metabolické aktivity bunék (MTT test)

Jedna se o jednoduchou reakci pouzivanou na méreni cytotoxicity chemickych latek
a proliferace nebo viability bunék. K bunkdm se pfida zluty roztok MTT (3-[4,5-
dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid). Pouze Zivé buiiky ho metaboli-
zuji ve svych mitochondriich a preméni na fialové krystalky formazanu, ktery je pomoci
DMSO (dimethylsulfoxyl) rozpustén a uvolnén z bunék. Poté je pii 570 nm méfena

absorbance.

Bunécénou suspenzi jsem v objemu 200 ul na jamku ve sterilnim boxu nasadila na 96jam-
kovou kultiva¢ni desti¢ku v koncentraci 10* bunék/jamku. Buiiky byly 24 h kultivovany
za béznych podminek v inkubatoru. Poté jsem médium odsala a ptidala Cerstvé s tes-

tovanymi latkami. Po 48h jsem k bunkam do kazdé jamky napipetovala 20 ul MTT
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(5mg/ml, Sigma-Aldrich) a nechala je opét inkubovat. Po 4h jsem odsala médium, pii-
dala 200 ul DMSO a v$e promichala, aby se krystalky rozpustily. Na pfistroji VersaMax

Microplate Reader (Molecular Devices) jsem zméfila absorbanci.

2.8 Stanoveni transkrip¢ni aktivity proteinu p53

Meéreni se sklada ze dvou ¢asti — stanoveni luciferdzové aktivity a urceni koncentrace

proteinii. Vyslednd aktivita p53 se vypocita jako podil téchto hodnot.

2.8.1 Meéreni aktivity luciferazy

Tato metoda je urcena pro kvantifikaci luciferazy typu firefly. P#i bioluminiscencni

reakci, kdy se za ucasti luciferazy oxiduje luciferin, vznika svételny signal.

Suspenzi bungk A375-p53-luc o koncentraci 7 x 10* bunék/ml jsem sterilné nasadila
na 24jamkovou kultiva¢ni desticku v objemu 500 pl na jamku. Po 24 h kultivace za béz-
nych podminek jsem odsala médium a napipetovala nové s testovanymi latkami. Po dal-
Sich 24 h jsem pomoci kitu Luciferase Assay System (Promega) provedla méfeni. Mé-
dium s plovoucimi bunkami jsem prepipetovala do pripravenych zkumavek a jamky
promyla roztokem 1x PBS. To jsem poté piidala k médiu a vSe centrifugovala (5 min,
1200 otac¢ek/min). Ke zbylym buiikdm v jamkach jsem ptidala 70 ul lyza¢niho pufru
a nechala inkubovat na ledé na tfepacce po dobu 15 min. Z centrifugovanych zkumavek
jsem odsala supernatant a k peletu bunék prenesla lyzat a promichala pomoci vor-
texu. Do bilé 96jamkové desticky jsem napipetovala 15 ul lyzatu a 25 ul LAR (z angl.
Luciferase Assay Reagent). Na luminometru TriStar® LB 942 Reader (Berthold Tech-

nologies) jsem zmé¥ila aktivitu luciferazy.
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2.8.2 Stanoveni koncentrace proteint

Meéteni je zalozeno na vzniku vazby mezi barvivem Coomassie Brilliant Blue G-250
a proteiny. Po vytvoreni vazby je barvivo zménéno na stabilni modrou formu, ktera je

poté detekovana spektrofotometrickym pristrojem.

Na 96jamkovou desticku jsem v triplikdtech napipetovala po 5 ul lyzatu, 45ul HyO
a 200 pl reakéniho ¢inidla obsahujictho Coomassie Brilliant Blue G-250 (Bradford Re-
agent, Bio-Rad). Po 5min jsem na spektrometru DTX880 Multimode Detector (Beck-
man Coulter) zméfila absorbanci pfi vlnové délce 595nm. Zméfend absorbance byla
pristrojem pomoci koncentracni fady standardi BSA piepoctena na koncentraci pro-

teinu.

2.9 Statisticka analyza

V8echny vysledky uvedené v grafech v mé praci jsou primérnymi hodnotami tii neza-
vislych opakovani, u nichz jsem stanovila smérodatnou odchylku. Statistickou vyznam-
nost rozdili jsem uréila pomoci Studentova t-testu. Hladinu vyznamnosti P<0,001 jsem

XKk

oznadila symbolem , P<0,01 jsem oznacila ** a P<0,05 jsem oznadila *.
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3 Vysledky

Cilem mé préace bylo srovnani cytotoxického ti¢inku inhibitori kindzy Chkl plisobicich
samostatné i v kombinacich s jinymi latkami. Nejprve jsem tedy pomoci fluorescenéniho
barviva PI a pritokové cytometrie (viz kapitola 2.5) porovnala vliv inhibitori Chkl
pouzivanych v mé praci na zivotaschopnost bunék maligniho melanomu linie A375
(mutace BRAF V600E). Inhibitor MU380 je pii nizsich koncentracich G¢innéjsi nez
inhibitor SCH900776 (viz obrazek 6). Pro vSechny nésledujici pokusy jsem pro srovnéni

ucinku kombinaci pro oba inhibitory vybrala stejnou koncentraci 1 uM.
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Obrazek 6: Vliv inhibitort kindzy Chkl SCH900776 a MU380 na %ivotaschopnost bunééné
linie A375. Bunécnou linii A375 jsem kultivovala v pfitomnosti inhibitoru Chkl SCH900776 [0,25;
0,5; 0,75; 1; 1,5 a 2 uM] a inhibitoru MU380 [0,125; 0,25; 0,5; 0,75 a 1 uM] po dobu 48 h a poté stanovila
Zivotaschopnost bunék pomoci pritokové cytometrie (viz kapitola 2.5). Hodnoty jsou vyjadieny jako
procenta mrtvych bunék. Graf zobrazuje primérné hodnoty ze tfi nezavislych opakovani. Chybové
usecky znézorhuji smérodatnou odchylku. Symbol * piedstavuje statisticky vyznamny rozdil oproti

kontrole na hladiné vyznamnosti P<0,05, symbol ** na hladiné vyznamnosti P<0,01. [autor]

Inhibitory kindzy Chk1 mivaji u riznych naddorovych onemocnéni dobré vysledky v kom-
binaci s cytostatiky. V prvni poloviné mé praktické ¢asti se vénuji vlivu inhibitor

SCH900776 a MU380 v kombinaci s cytostatiky hydroxyureou (hydroxymocovinou)
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a cytarabinem na buné¢né linie maligniho melanomu. Obé tyto latky se bézné pouzi-
vaji k 1é¢bé nadori jinych tkani jako chemoterapeutika narusujici replikaci DNA v S fazi

bunécného cyklu.
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Obrazek 7: Vliv inhibitort kinazy Chk1l SCH900776 a MU380 a cytostatika hydroxyurey
na zivotaschopnost bunééné linie A375. Bunécénou linii A375 jsem kultivovala v pfitomnosti inhi-
bitorid Chk1 SCH900776 [1 uM] a MU380 [1 uM], hydroxyurey [50 a 100 uM] a jejich kombinaci po dobu
48 h a poté stanovila Zivotaschopnost bunék pomoci priitokové cytometrie (viz kapitola 2.5). Hodnoty
jsou vyjadieny jako procenta mrtvych bunék. Graf zobrazuje primérné hodnoty ze tii nezavislych
opakovani. Chybové usecky zndzorhuji smérodatnou odchylku. Symbol ** predstavuje statisticky vy-
znamny rozdil na hladiné vyznamnosti P<0,01, symbol *** na hladiné vyznamnosti P<0,001. Cervené
oproti SCH900776, zelené oproti MU380, modie oproti hydroxyurei [50 pM], oproti hydroxy-
urei [100 uM]. [autor]

Obréazek 7 ukazuje, ze hydroxyurea, latka na bazi mocoviny zptisobujici inhibici syntézy
DNA, méla sama o sobé v pouzitych koncentracich jen velmi nizky cytotoxicky uc¢inek
na bunécnou linii malignitho melanomu A375. Také cytotoxicita SCH900776 a MU380
byla pomérné nizka. Oproti tomu kombinace hydroxyurey s SCH900776 a MU380 mély
vyrazny negativni U¢inek na preziti bunék linie A375, béhem 48 h zemielo asi 80 %

bunék. Vyznamné rozdily mezi pouzitymi koncentracemi hydroxyurey zaznamenany
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nebyly. Stejné tak nebyl pozorovan vyznamny rozdil v cytotoxickém Gc¢inku kombinaci

hydroxyurey s SCH900776 a hydroxyurey s MU380.
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Obrazek 8: Vliv inhibitort kindzy Chkl SCH900776 a MU380 a cytostatika cytarabinu
na Zivotaschopnost bun&éné linie A375. Bunécénou linii A375 jsem kultivovala v pFitomnosti inhi-
bitorat Chkl SCH900776 [1 uM] a MU380 [1 uM], cytarabinu [0,1 a 0,2 uM] a jejich kombinaci po dobu
48h a poté stanovila zivotaschopnost bunék pomoci pritokové cytometrie (viz kapitola 2.5). Hodnoty
jsou vyjadreny jako procenta mrtvych bunék. Graf zobrazuje prumérné hodnoty ze tii nezavislych
opakovani. Chybové tisecky zndzorhuji smérodatnou odchylku. Symbol ** piedstavuje statisticky vy-
znamny rozdil na hladiné vyznamnosti P<0,01, symbol *** na hladiné vyznamnosti P<0,001. Cervené
oproti SCH900776, zclené oproti MU380, modie oproti cytarabinu [0,1 uM], oproti cytarabinu
[0,2 uM]. [autor]

Cytarabin je cytostatikum pouzivané predevsim pii lé¢bé leukémie, které se zabudovava
do DNA na misto deoxycytidinu. Podobné jako hydroxyurea, také cytarabin pouzity
samostatné zpusobil pouze velmi omezenou umrtnost bunék linie A375. Oproti tomu
cytotoxicita kombinaci cytarabinu s SCH900776 a MU380 byla pomérné vysokd, vy-
znamné vyssi nez cytotoxicita téchto latek aplikovanych samostatné. Mezi pouzitymi

koncentracemi cytarabinu opét nebyl rozdil (viz obrazek 8).
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Uéinek testovanych kombinaci 1atek jsem ovéfovala i na daldich tfech lidskych bunéé-
nych liniich maligniho melanomu s riiznymi mutacemi. Tou prvni byla linie Mel-Juso
nesouci mutaci NRAS. Obrazek 9 ukazuje, ze synergie nebyla v tomto ptipadé proké-

zana. Inhibitor SCH900776 byl sam o sobé toxi¢téjsi nez pro linii A375.
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Obrazek 9: Vliv inhibitora kindzy Chkl SCH900776 a MU380 a cytostatik hydroxyurey
a cytarabinu na Zivotaschopnost bunééné linie Mel-Juso. Bunécénou linii Mel-Juso jsem kul-
tivovala v pritomnosti inhibitort Chkl SCH900776 [1uM] a MU380 [1 uM], hydroxyurey [50 uM],
cytarabinu [0,1 uM] a jejich kombinaci po dobu 48h a poté stanovila Zivotaschopnost bunék pomoci
prutokové cytometrie (viz kapitola 2.5). Hodnoty jsou vyjadieny jako procenta mrtvych bunék. Graf
zobrazuje prumérné hodnoty ze tii nezavislych opakovani. Chybové tsecky znazornuji smérodatnou
odchylku. Symbol * pfedstavuje statisticky vyznamny rozdil na hladiné vyznamnosti P<0,05, sym-
bol ** na hladiné vyznamnosti P<0,01, symbol *** na hladiné vyznamnosti P<0,001. Cervené oproti

SCH900776, zelené oproti MU380, modie oproti hydroxyurei, oproti cytarabinu. [autor]

V obrazku 10 je vidét, ze linie G361, maligni melanom s BRAF V600E mutaci, byla
oproti Mel-Juso vii¢i ptisobeni samotnych inhibitort kindzy Chkl odolnéjsi. V kom-
binaci s hydroxyureou se ukézal pouze aditivni efekt. Cytarabin nezvysil cytotoxicitu

ani jednoho z testovanych inhibitori kinazy Chkl.
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Obrazek 10: Vliv inhibitora kindzy Chkl SCH900776 a MU380 a cytostatik hydroxyurey
a cytarabinu na Zivotaschopnost buné¢né linie G361. Bunécnou linii G361 jsem kultivovala
v pfitomnosti inhibitordt Chkl SCH900776 [1 uM] a MU380 [1 uM], hydroxyurey [50 uM], cytarabinu
[0,1 uM] a jejich kombinaci po dobu 48h a poté stanovila Zivotaschopnost bunék pomoci pritokové
cytometrie (viz kapitola 2.5). Hodnoty jsou vyjadieny jako procenta mrtvych bunék. Graf zobrazuje
pramérné hodnoty ze t¥i nezavislych opakovani. Chybové tsecky znéazornuji smérodatnou odchylku.
Symbol * predstavuje statisticky vyznamny rozdil na hladiné vyznamnosti P<0,05, symbol ** na hla-
diné vyznamnosti P<0,01. Cervené oproti SCH900776, zclene oproti MU380, modie oproti hydroxyurei,

oproti cytarabinu. [autor]

Posledni testovanou linii maligntho melanomu byla COLO-800 (mutace BRAF V600E).
V tomto pripadé se synergie viibec neprojevila. Cytotoxicita inhibitori kindzy Chkl

v kombinaci s cytostatiky byla totoznd jako u samotnych inhibitort (viz obrazek 11).
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Obrazek 11: Vliv inhibitora kindzy Chkl SCH900776 a MU380 a cytostatik hydroxyurey
a cytarabinu na Zivotaschopnost bunééné linie COLO-800. Bunécnou linii COLO-800 jsem
kultivovala v pfitomnosti inhibitord Chkl SCH900776 [1 uM] a MU380 [1 uM], hydroxyurey [50 uM],
cytarabinu [0,1 uM] a jejich kombinaci po dobu 48h a poté stanovila Zivotaschopnost bunék pomoci
pritokové cytometrie (viz kapitola 2.5). Hodnoty jsou vyjadieny jako procenta mrtvych bunék. Graf
zobrazuje priumérné hodnoty ze tii nezavislych opakovani. Chybové tsecky znadzornuji smérodatnou
odchylku. Symbol * piedstavuje statisticky vyznamny rozdil na hladiné vyznamnosti P<0,05, symbol
** na hladiné vyznamnosti P<0,01, symbol *** na hladiné vyznamnosti P<0,001. Cervené oproti

SCH900776, modie oproti hydroxyurei, oproti cytarabinu. [autor]

Je-li DNA v bunce néjakym zptisobem poruSena, spusti se mechanismy zajistujici jeji
opravu. Na téchto déjich se mimo jiné podili protein p53, odesilajici bunky na au-
todestrukéni drahu, a fosforylovana forma histonu H2AX na Serl139 (y-H2AX). Pro
zjisténi mnozstvi zminénych proteintt po ptsobeni inhibitort kindzy Chkl a cytostatik
jsem aplikovala metodu analyzy Westernovym prenosem a detekce proteinii protilatkou

(viz kapitola 2.6).

Bunky linie A375 se ukazaly jako nejlépe reagujici na zkoumané latky z testovanych
linii s BRAF V600E mutaci, proto jsem tuto linii pouzila pro zjisténi mnozstvi sle-
dovanych proteint ve vzorcich. 7Z obrazku 12 plyne, 7e zvySena exprese proteinu pb3

se projevuje predev§im po aplikaci jak samotného inhibitoru MU380, tak v kombi-
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naci s cytostatiky. Sama hydroxyurea téz jeho mnozstvi v bunkach mirné zvysila, sil-
néjsiho vysledku vsak dosahla v kombinaci s inhibitory Chk1. Zajimavé je, ze inhibitor
MU380 indukoval tvorbu dokonce dvou forem proteinu pbH3, mirné se lisicich svou ve-
likosti. ZvySena hladina fosforylace histonu H2AX na Ser139 (y-H2AX) byla nejvice
zaznamenana po pisobeni MU380 samostatné i s cytostatiky a po plisobeni kombinace

SCH900776 a hydroxyurey.

SCH900776 - - - + - + + - -
MU380 - - - - + - - + +
hydroxyurea - + - - - + - + -
cytarabin - - + - - - + - +

p53 - e — - —

7-H2AX — — ———
PONA  s— o— — S— — — — -

Obrazek 12: Mnozstvi proteinti p53, y-H2AX a PCNA po ptisobeni inhibitor kinazy
Chk1 SCH900776 a MU380 a cytostatik hydroxyurey a cytarabinu na bunéénou melano-
movou linii A375. Bunécnou linii A375 jsem kultivovala v pifitomnosti inhibitord Chkl SCH900776
[1uM] a MU380 [1uM], hydroxyurey [50 uM], cytarabinu [0,1 uM] a jejich kombinaci po dobu 48h
a néasledné detekovala hladinu proteint p53, y-H2AX a PCNA pomoci monoklonalnich protildtek
(viz kapitola 2.6). [autor]

Stejny pokus jako s A375 jsem provedla i s linii Mel-Juso, u které se v piedchozim
pokusu, zaméfeném na sledovani cytotoxicity, synergie mezi inhibici Chk1 a cytostatiky
neprokazala. Zde byl viditelny vliv na zvysenou hladinu zkoumanych proteinti u obou
inhibitort kindzy Chkl i vSech kombinaci s cytostatiky. Synergicky tcinek testovanych
kombinaci nebyl pozorovan. Inhibitor MU380 v$ak opét indukoval tvorbu dvou forem

proteinu p53, i kdyZ ne v takové miie jako u predchazejici linie (viz obrazek 13).
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SCH900776 - - - + - + + - -

MU380 - - - - + - - + +
hydroxyurea - + - - - + - + -
cytarabin - - + - - - + - +
p53 e ——— . — — —
y-H2AX — — — — . e
PCNA \—ﬁ_—-—__--

Obrazek 13: Mnozstvi proteint p53, y-H2AX a PCNA po ptsobeni inhibitora kinazy
Chk1l SCH900776 a MU380 a cytostatik hydroxyurey a cytarabinu na bunéénou mela-
nomovou linii Mel-Juso. Bunécnou linii Mel-Juso jsem kultivovala v pfitomnosti inhibitori Chk1
SCH900776 [1uM] a MU380 [1puM], hydroxyurey [50 uM], cytarabinu [0,1 pM] a jejich kombinaci
po dobu 48h a nésledné detekovala hladinu proteinti p53, y-H2AX a PCNA pomoci monoklonélnich
protilatek (viz kapitola 2.6). [autor]

Provedené experimenty ukazaly, ze po kultivaci bunék v pritomnosti nékterych ze mnou
zkoumanych latek se zifejmé snizuje degradace proteinu p53 v buiice. Proto jsem sta-
novila métenim aktivity luciferdzy transkrip¢éni aktivitu tohoto proteinu v bunééné
linii A375-p53-luc (viz kapitola 2.8). Jednd se o linii odvozenou stabilni transfekei
od lidské melanomové linie A375, do které byl vnesen reportérovy plazmidovy kon-
strukt pGL4.38[luc2P/p53 RE/Hygro]. Ten obsahuje ¢cDNA genu pro enzym lucife-
razu fizeny responzivnim elementem pro protein p53. Nasledujici obrazek 14 ukazuje,
ze k signifikantnimu navyseni transkripéni aktivity proteinu p53 doslo pouze po piiso-

beni hydroxyurey.
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Obréazek 14: Transkripéni aktivita proteinu p53 po ptsobeni inhibitort kindzy Chkl
SCH900776 a MU380 a cytostatik hydroxyurey a cytarabinu na bunéénou melanomovou
linii A375-p53-luc. Bunéénou linii A375-p53-luc jsem kultivovala v pritomnosti inhibitord Chkl
SCH900776 [1uM] a MU380 [1 uM], hydroxyurey [50 uM], cytarabinu [0,1 uM] a jejich kombinaci
po dobu 24 h a néasledné analyzovala pomoci luciferazového testu (viz kapitola 2.8). Hodnota kontroly
je vyjadiena jako 100 %, ostatni vysledky jsou k ni vztazeny. Graf zobrazuje priimérné hodnoty ze t¥
nezévislych opakovéani. Chybové tsecky zndzoriuji smérodatnou odchylku. Symbol * piedstavuje sta-
tisticky vyznamny rozdil na hladiné vyznamnosti P<0,05. Modre oproti hydroxyurei, oproti

cytarabinu. [autor]

V druhé poloviné své prace jsem se zabyvala kombinaci inhibitord Chkl SCH900776
a MU380 s inhibitorem signalni drahy MAPK p38 SB202190. Piedchozi vyzkumy nasi
laboratofe totiz naznacovaly synergicky efekt téchto kombinaci na bufikdch maligniho

melanomu s mutaci BRAF a mym tkolem bylo tuto moznost provérit.

Z obrazku 15 plyne, Ze inhibitor Chkl SCH900776 ptisobil s inhibitorem SB202190 sy-
nergicky, a to predevsim v koncentracich 10 a 15 uM. Inhibitor MU380 synergicky efekt
neprokézal. Umrtnost bunék ovlivnénych kombinacemi SB202190 s inhibitory kindzy
Chk1 dosahovala az 50 %. V nasledujicich experimentech jsem zvolila pro SB202190
koncentraci 10 pM.
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Obrazek 15: Vliv inhibitort kindzy Chkl SCH900776 a MU380 a inhibitoru p38 SB202190
na zivotaschopnost bunééné linie A375. Bunécénou linii A375 jsem kultivovala v pfitomnosti inhi-
bitord SCH900776 [1 uM], MU380 [1 uM], SB202190 [5, 10 a 15 uM] a jejich kombinaci po dobu 48 h
a poté stanovila Zivotaschopnost bunék pomoci priitokové cytometrie (viz kapitola 2.5). Hodnoty jsou
vyjadieny jako procenta mrtvych bunék. Graf zobrazuje primérné hodnoty ze tii nezavislych opako-
vani. Chybové tsetky znazoriiuji smérodatnou odchylku. Symbol * predstavuje statisticky vyznamny
rozdil na hladiné vyznamnosti P<0,05, symbol ** na hladiné vyznamnosti P<0,01, symbol *** na hla-
din& vyznamnosti P<0,001. Cervend oproti SCH900776, modie oproti SB202190 [5 uM], oproti
SB202190 [10 uM], sedé oproti SB202190 [15 uM]. [autor]

Stejny pokus jsem provedla také na dalsich dvou liniich malignitho melanomu s mutaci
BRAF V600E. Jednda se o buiiky G361 a COLO-800. Ani u jedné z téchto dvou linii

se stejny tcinek jako u A375 neukazal.
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Obréazek 16: Vliv inhibitort kindzy Chk1l SCH900776 a MU380 a inhibitoru p38 SB202190
na zivotaschopnost bunééné linie G361. Bunécénou linii G361 jsem kultivovala v pfitomnosti inhi-
bitora SCH900776 [1 uM], MU380 [1 uM], SB202190 [10 uM] a jejich kombinaci po dobu 48h a poté
stanovila Zivotaschopnost bunék pomoci priitokové cytometrie (viz kapitola 2.5). Hodnoty jsou vy-
jadfeny jako procenta mrtvych bunék. Graf zobrazuje primérné hodnoty ze tii nezavislych opako-
vani. Chybové tsetky znazoriiuji smérodatnou odchylku. Symbol * predstavuje statisticky vyznamny
rozdil na hladiné vyznamnosti P<0,05, symbol ** na hladiné vyznamnosti P<0,01. Cervené oproti

SCH900776, zclend oproti MU380, oproti SB202190. [autor]

U bunécéné melanomové linie G361 byl efekt pouze aditivni. Cytotoxicita samotnych
latek SB202190 a SCH900776 se pohybovala okolo stejnych hodnot jako u linie A375.
Ucinnost inhibitoru MU380 klesla oproti pfedchozim vysledkiim na polovinu (viz obré-

zek 16).

Bunky linie COLO-800 umiraly ve véts$i mife uz pii pusobeni samotnych inhibitoru,
pii kombinacich se G¢inek jen mirné zvysil. Cytotoxicita kombinaci latek se blizila vy-

sledkim ziskanym u bunééné melanomové linie A375 (viz obrazek 17).
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Obrézek 17: Vliv inhibitori kindzy Chkl SCH900776 a MU380 a inhibitoru p38 SB202190
na Zzivotaschopnost bunééné linie COLO-800. Bunéc¢nou linii COLO-800 jsem kultivovala v pii-
tomnosti inhibitora SCH900776 [1 pM], MU380 [1 uM], SB202190 [10 uM] a jejich kombinaci po dobu
48 h a poté stanovila Zivotaschopnost bunék pomoci pritokové cytometrie (viz kapitola 2.5). Hodnoty
jsou vyjadfeny jako procenta mrtvych bunék. Graf zobrazuje primérné hodnoty ze tii nezavislych
opakovani. Chybové tisecky zndzorhuji smérodatnou odchylku. Symbol ** piedstavuje statisticky vy-
znamny rozdil na hladiné vyznamnosti P<0,01, symbol *** na hladiné vyznamnosti P<0,001. Cervené

oproti SCH900776, zelenc oproti MU380, oproti SB202190. [autor]

Pri drivejsich experimentech provadénych v laboratori, kde jsem pracovala, bylo zjisténo,
ze SB202190 neinhibuje v bunkach melanomu pouze protein p38, ale také negativné
ovliviije aktivitu kindzy BRAF a narusuje vezikularni transport. Proto jsem se dale
snazila zjistit, diky které signalni draze dochézi s nartstu timrtnosti bunék pii kombi-
naci s inhibitorem kinazy Chkl SCH900776. Pokusy neprokazaly vyjimec¢né postaveni
ani jedné z nich. Zato jsem narazila na zajimavy uc¢inek inhibitoru kinazy PIKfyve
YM201636. Tato latka stejné jako SB202190 indukovala v bunkich melanomu tvorbu

vakuol (viz obrazek 18).
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Obréazek 18: Snimky buné&éné linie A375. Shora: kontrola, SB202190 [10 uM], YM201636 [2 uM].
Snimky byly pofizeny na mikroskopu Leica DMI4000 B (Leica Microsystems) 24 h po nasazeni bunék.

Zvétseni: 320x [autor]
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Pomoci roztoku MTT jsem stanovila metabolickou/prolifera¢ni aktivitu bunék v jednot-
livych vzorcich (viz kapitola 2.7) a vysledky porovnala se vzorkem kontrolnim. Inhibitor
YM201636 metabolickou aktivitu bunék nepatrné zvysoval a mirné snizoval u¢innost
inhibitoru Chkl SCH900776. Inhibitor SB202190 sviij protinddorovy tc¢inek v kombi-
naci s inhibitorem Chk1 potvrdil (viz obrazek 19).
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Obrazek 19: Metabolicka aktivita bun&éné linie A375 po ptisobeni inhibitoru kinazy Chk1
SCH900776, inhibitoru p38 SB202190 a inhibitoru kinazy PIKfyve YM201636. Bunéc-
nou linii A375 jsem kultivovala v p¥itomnosti inhibitorat SCH900776 [1 uM], SB202190 [10 a 15 uM],
YM201636 [1, 2 a 3uM] a jejich kombinaci po dobu 24h a stanovila metabolickou aktivitu bunék
(viz kapitola 2.7). Hodnota kontroly je vyjadiena jako 100 %, ostatni vysledky jsou k ni vztazeny. Graf
zobrazuje prumérné hodnoty ze ti{ nezavislych opakovani. Chybové tsecky znazoriuji smérodatnou od-
chylku. Symbol ** predstavuje statisticky vyznamny rozdil oproti SCH900776 na hladiné vyznamnosti
P<0,01. [autor]
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4 Diskuze

Kinaza Chkl hraje nepochybné diilezitou tlohu v regulaci bunécného cyklu a oprav po-
skozené DNA. Jelikoz by mohla byt perspektivnim cilem pfi 1é¢bé rtiznych nddorovych
onemocnéni, zacalo se v poslednich letech objevovat stale vice védeckych praci vénova-
nych inhibici Chk1 nizkomolekularnimi latkami. Inhibitory Chk1 zvysuji citlivost nado-
rovych bunék k radioterapii ¢i chemoterapeutikiim poskozujicim DNA. Rada klinickych
testii provadénych s inhibitory této kinazy byla vsak bohuzel zastavena v ranych fazich
kviili jejich piflis vysoké toxicité nebo nizké selektivité [11]. Uéinnost klinicky testova-
ného inhibitoru Chkl SCH900776 v kombinaci s léky na bazi platiny (napf. cisplatina)
byla potvrzena u nddorovych bunék tra¢niku [28], s nukleosidovymi analogy (napf. cyta-
rabin, gemcitabin, fludarabin) u chronické lymfocytérni leukémie [29], s hydroxyureou
u bunék karcinomu prsa [30]. U bunék maligniho melanomu byla prokazana spoluprace
inhibitord kindzy Chkl s inhibitory kindzy BRAF (napf. vemurafenib) [31]. Védecka
badani téz potvrdila, Ze inhibitory kindzy Chk1 by se samostatné mohly pouzivat nejen
u nékterych typl melanomu, ale také u dalsich druht nadori s vysokou mirou replikac-

niho stresu [32].

V experimentech provadénych v rdmci mé prace se ucinnost inhibitoru kinazy Chkl
SCH900776 a pribuzné slouc¢eniny MU380 v kombinaci s cytostatiky u bunék maligniho
melanomu potvrdila. Nejlepsich vysledku bylo dosazeno u linie s mutaci BRAF V600E
A375, predevsim pisobenim kombinace inhibitort kinazy Chkl s hydroxyureou. Cyto-
statikum poskozuje DNA, coz vede ke zvySeni hladiny proteint p53 a y-H2AX. Jelikoz
je zaroven zablokovana kindza Chk1, Gcastnici se oprav DNA | buiika neni schopna gene-
tickou informaci G¢inné opravit a nastane bunécna smrt. Transkrip¢ni aktivita proteinu
p53 se vsak po aplikaci kombinace inhibitort Chkl a cytostatik vyrazné nezvysila.

Dochézi tedy ziejmé pouze ke snizeni jeho degradace.

Testovani cytotoxicity kombinaci inhibitori Chkl s cytostatiky jsem provedla také
na dalsich liniich maligniho melanomu. U bunék linii G361 a Mel-Juso se pfi téchto kom-

binacich ukazal pfevazné aditivni efekt. Linie COLO-800 nevykazovala vyrazné rozdily
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mezi plisobenim samotnych inhibitort kindzy Chkl a jejich kombinaci s cytostatiky.
Lze tedy vyvodit, 7ze ne vSechny melanomy odpovidaji na kombinace téchto latek stejné
intenzivné. Bude tieba dalsiho studia vzajemnych interakci téchto latek, abychom mohli

urc¢it skupinu pacienti, ktefi by mohli na tento typ terapie reagovat nejlépe.

Vysledky analyzy mnozstvi proteinu p53 Westernovym pienosem a jeho detekce pro-
tilatkou prinesly velmi zajimavé vysledky u obou hlavnich genetickych subtyp mela-
nomu. Jak linie s mutaci BRAF, tak linie s mutaci NRAS reagovaly na aplikaci inhi-
bitoru kindzy Chkl MU380 tvorbou dvou forem proteinu p53 s rozdilnou molekulovou
hmotnosti. Tento protein, ktery ma esencidlni postaveni pti bunééné odpovédi na stre-
sové pochody, se v lidskych bunkach muze teoreticky vyskytovat ve 12 izoformach.
Pouzitéa protilatka DO-1 je schopna detekovat izoformy p53a (53 kDa), p533 (47 kDa)
a ph3y (48 kDa) [33]. Do budoucna by bylo zajimavé zjistit, jestli detekovana kratsi

forma proteinu p53 na membrané predstavuje 3 ¢i y izoformu.

Druhym cilem mé préace bylo ovérit u¢innost inhibitori kindzy Chk1 v kombinaci s inhi-
bitorem SB202190. V laboratori, kde jsem experimenty provadéla, se jiz diive zjistilo,
ze SB202190 v bunkach maligniho melanomu inhibuje také mutovanou kindzu BRAF,
jez pohani déleni nadorovych bunék u velkého procenta pacientti. Vzhledem k tomu,
ze v dnesni dobé je mutovany protein BRAF u melanomu nejvyznamnéjsim terapeu-
tickym cilem, zamérila jsem se primarné na studium ucinku této latky na bunécné linie
s mutaci BRAF. Zatimco u linie A375 se synergické ptisobeni prokézalo, pro bunky
byly kombinace s inhibitory Chkl cytotoxické jiz pii relativné nizkych koncentracich,
u linie G361 byla pozorovana jen malé synergie. U bunék melanomové linie COLO-800
doslo po pridavku SB202190 pouze k mirnému navyseni efektu inhibitoru Chkl. Tyto
vysledky naznacuji, ze inhibice kindzy BRAF pravdépodobné nebyla divodem pozo-
rované synergie SB202190 s inhibitory Chkl. Experimenty také ukazaly, Ze inhibitor
kindzy PIKfyve YM201636, jenz v buiikdch melanomu indukuje velmi podobny fenotyp
vakuolizace cytoplazmy, nezapti¢inuje v kombinaci s inhibitory Chk1 snizenou prolife-
raci. Ani indukce tvorby vakuol tedy zfejmé nebude pfi¢inou synergického efektu latky

5B202190 s SCH900776.

o1



Pii experimentech jsem pouzivala stejné koncentrace SCH900776 a MU380, abych
mohla jejich a¢innost porovnat. Dle Samadder a kol. vykazuje inhibitor MU380 u na-
dorovych bunék vyssi efektivitu nez SCH900776 [27]. Pfi experimentech provadénych
v rdmci zminovaného ¢lanku byly pouzity bunécné linie osteosarkomu, karcinomu plic,
prostaty, tlustého streva, prsa, vajecniku, slinivky a délozniho hrdla. Mé vysledky po-
tvrdily, Ze klinicky testovany inhibitor kindzy Chkl SCH900776 je sdm o sobé viici bun-
kdm maligniho melanomu méné toxicky nez nedavno syntetizovany inhibitor MU380.
V kombinacich s ostatnimi testovanymi latkami vsak oba inhibitory vykazovaly obdob-

nou u¢innost.
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5 Zavér

M4 prace se vénovala moznosti vyuziti inhibitort kindzy Chkl v protinadorové terapii
bunék maligniho melanomu. U nékterych melanomovych linii byl zaznamenan znacny
cytotoxicky ucinek inhibitord Chkl v kombinaci s cytostatiky hydroxyureou a cyta-
rabinem. Po aplikaci kombinaci téchto latek byla zjiSténa zvySena hladina proteint
p53 a y-H2AX. Kombinace inhibitorii kindzy Chkl s inhibitorem kindz BRAF a p38
SB202190 méla na zivotaschopnost bunék podobny vliv jako kombinace s cytostatiky.
Podle mych vysledki je inhibitor kinazy Chk1l SCH900776 v kombinacich s latkami tes-
tovanymi v mé préci stejné t¢inny jako strukturné podobny inhibitor MU380. VSechny
vytycené cile jsem splnila a potvrdila, Ze inhibice kindzy Chkl by mohlo byt vyuzito

pii lé¢bé maligniho melanomu.
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