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Anotace

V praci jsem se vénovala aktivité nddorového supresoru p53 v buitkach maligniho melanomu
za pouziti inhibitord PARP. Protein pS3 ma hraje zdsadni roli v inhibici buné¢né proliferace po
poskozeni DNA. Jakmile dojde k nezvratnému poskozeni bunky, p53 muize aktivovat apoptozu.
Nadorové bunky maji aktivitu p53 snizenou ¢i zcela inhibovanou a programovana smrt po
poskozeni DNA nemusi nastat, coz umozni dalsi déleni bunék, pfedavani mutaci a poSkozeni
dcefinym buiikdm. V souvislosti této prace je také dillezity protein MDMX, jelikoz hladina
V buiice je regulovdna alternativnim sestfihem MRNA. V bunikich melanomu méd MDMX
obvykle zasadni podil na umlceni aktivity p53. Protein PARP1 se castni opravy poskozeni
DNA, ale také muze regulovat alternativni sestfih mRNA. V soucasné dobé se v 1&¢bé jiz
pouzivaji nékteré inhibitory PARP. Ukolem této prace bylo zjistit, zda mohou inhibitory PARP
ovlivnit aktivitu p53, prostiednictvim regulace expresi a alternativniho sestfihu mMRNA pro
MDMX. Vystupem mé prace bylo zjisténi, ze protein PARP1 pravdépodobné o regulaci

alternativniho sestfihu mRNA pro MDM X v buiikdch melanomu nehraje zasadni roli.
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Annotation

In this thesis | focused on tumor suppressor p53 activity in malignant melanoma and the effect
of PARP inhibitors. The p53 protein has a major role in inhibiting cell proliferation in response
to DNA damage. When irreversible cell damage occurs, p53 can activate apoptosis. Tumor cells
have decreased p53 activity and programmed death in response to DNA damage does not occur,
allowing further cell division and the transfer of mutations and damage to daughter cells. Also
important in this work is the MDMX protein, a critical negative regulator of p53 activity in
melanoma. The cellular levels of MDMX are often regulated by alternative splicing of mMRNA.
Parpl participates in the repair of damaged DNA but can also regulate the alternative splicing
of MRNAs. PARP inhibitors are already used in cancer therapy. The aim of this work was to
find out whatever PARP inhibitors could affect p53 activity, by regulating the expression and
alternative mMRNA splicing for MDMX. The outcome of my work was the finding that PARP1
probably does not play essential role in the regulation of MDMX mRNA alternative splicing

and p53 activity in melanoma cells.
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UVvOoD

Zhoubné nadory predstavuji velmi vazna onemocnéni a patii mezi nejéastéjsi priciny tumrti.
V Ceské republice podle statistiky tato onemocnéni postihnou kazdého tietiho ¢lovéka a kazdy
¢tvrty v jejich dasledku zemie. Onkologické problémy se mohou objevit u dospélé osoby
I U ditéte, ale s rostoucim vékem pravdépodobnost vyskytu nadoru roste. Maligni melanom patii
mezi nejagresivnéj$i nadorova onemocnéni. Jeho pocatecni stadia lze pomérné Gspésné 1€¢it,
ale v mnoha ptipadech je nador diagnostikovan pozd¢ a pti nasledné 1é¢bé Casto na radioterapii

ani chemoterapii neodpovida.

Do vyzkumu nadorovych onemocnéni je investovano mnoho €asu a finan¢nich prostredk.
Védecké studie vedly ke zjisténi, ze ve vétsiné nadortu byl vyfazen nadorovy supresor p53, ktery
ma za ukol aktivovat apoptozu, jakmile dojde k nezvratnému poskozeni DNA. Pfi¢inou jeho
deaktivace v buiikach melanomu je zvysena hladina proteinu MDMX, jez je ¢asto zplsobena
zménou v alternativnim sestfihu mRNA transkriptu pro MDMX. Pfi opravach poskozené DNA
je velmi dilezity protein PARPI1, kterému se v soucasnosti vénuje velkd pozornost a jeho
inhibice pomoci nizkomolekularnich inhibitorti je klinicky testovana jako terapie nékterych
typt nadord. V soucasnosti se pii 1éCbé pouzivaji inhibitory PARP: olaparib, rucaparib
a niraparib. Na zakladé vysledkt nedavnych studii se védci domnivaji, ze¢ se PARP1 mize

podilet 1 na regulaci alternativniho sestiihu.

CILE PRACE

e analyzovat vyznam PARP1 pro regulaci alternativniho sesttihu mRNA pro MDMX

e otestovat moznost ovlivnéni exprese MDMX v bunikach melanomu pomoci inhibitora

PARP

e otestovat moznost ovlivnéni aktivity p53 v bunikach melanomu pomoci inhibitora

PARP

12



1 TEORETICKA CAST

1.1 HISTORIE

S onkologickymi problémy se nesetkdvame pouze v moderni dobé. Néaznaky nadorovych
onemocnéni byly objeveny u nékterych kosternich pozistatkii a mumii. Za jeden z nejstarsich
dochovanych zaznamui o tomto onemocnéni mizeme povazovat papyrus z roku az 3 000 let
pied Kristem, na kterém je zaznam odpovidajici popisu rakoviny prsu, zaludku a maligniho
lymfomu. O nadorovém onemocnéni mizeme nalézt zminky také v klinovém pismu
na hlinénych destickach ze starovéké Mezopotamie. Touto chorobou se Vv pozdéjsi dobé
zabyval také Hippokrates, ktery kolem roku 400 pf. n. |. jako prvni pouzil terminy ,,karcinom*
a ,tumor®, a dale Galén, ktery prohloubil znalosti o tomto onemocnéni tim, Ze se zminil
0 rozdilu mezi po¢ate¢nim a pokrocilym stadiem rakoviny. Onkologickym problémum se také
vénoval ve stejné dob¢ Leonidas, ktery se proslavil chirurgickou 1é¢bou pocéate¢niho stadia
rakoviny prsu. O rakovin¢ mame zaznamy nejen od 1ékait, ale i od maliit, mezi které patii
Rembrandt a Raffael, kteti znazornili rakovinu prsu, a Goya, Vv jehoz dile je zachycen melanom
[1, 2, 4, 6].

1.2 UVOD DO ONKOLOGIE

Pod pojmem nadorové onemocnéni se neskryvd pouze jedna urCitd choroba, ale jedna se
onemoci Vjejichz prabéhu vznikd nador. Zhoubny nador je soubor bunék, které se
nekontrolovatelné mnozi a $iii se. Jeho zakladnimi znaky jsou zvySena proliferace a omezena
rizné dulezité proteiny. Muze se jednat bud’ o proteiny, které zajist'uji opravu DNA (geny
s reparacni funkci, tumor supresorové geny), bunééné déleni (protoonkogeny, z nichz se po
mutaci stanou onkogeny) ¢i apoptézu (tumor supresorové geny). Tyto mutace jsou poté

piedavany dcefinym buiikam, u kterych mtize dojit k dal§im mutacim [3, 4].

1.2.1 ZAKLADNI ZNAKY NADOROVYCH BUNEK

Nadorové buiiky maji mnoho znakd, kterymi se 1isi od normalnich bunék. Douglas Hanahan
a Robert Weinberg napsali ¢lanek ,,Hallmarks of Cancer®, ktery byl roku 2 000 zvetejnén
v Casopisu Cell, a poprvé zde popsali zakladni charakteristické znaky nadorovych bun¢k. Dalsi
charakteristické vlastnosti nadora byly ptidany v roce 2011 v ¢lanku ,,Hallmarks of cancer: The

next generation™ (obr. 1) [27].
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Obrazek 1 Charakteristické znaky nadorovych bunék podle Douglase Hanahana a Roberta Weinberga. Tu¢né je
vyzna¢eno prvnich Sest charakteristickych znakd a kurzivou jsou znazornény znaky, které byly pfidany v roce
2011 [27], pfevzato a upraveno

Necitlivost k signaliim zastavujici bunéény rast: Na rozdil od zdravych bungk, které maji
signaly podporujici rist a potlacujici déleni vyrovnané, nadorové buriky na tyto signaly nejsou

schopné spravné reagovat. Tato necitlivost je jednim z pfi¢in nekontrolovatelného rustu [27].

Neomezeny replika¢ni potencial: Konce chromozoml u zdravé buiky jsou chranény
telomerami — opakujici se sekvence nukleotidi, jejichz délka se pii kazdém bunétném déleni
zmensi. Jakmile jsou telomery pfilis kratké, bunécné déleni se zastavi. Tyto ztracené nukleotidy
vSak mohou byt obnoveny pomoci enzymu telomerazy — ribonukleoproteinového komplexu,
jehoz aktivita je u zdravych bun¢k nizk4. Nadorové buiiky se mohou na rozdil od zdravych

bunék délit neomezené. Pfi¢inou je prave vysoka aktivita telomerazy [27].

Ziskani metastatického potencialu: Nadorové buiky se mohou S$ifit do vzdalenéjSich mist
v organismu pomoci krevnich a lymfatickych cest. Vysledkem metastazovani miize byt vznik

sekundarnich nadorti — metastaz [27].
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Indukce angiogeneze: V nadorovych burikach je snizena funkce signald, které zajistuji
inhibici rustu cév a zaroven dochazi K vyssi aktivité signali podporujici rist cév. Aby bunky
zabranily nedostatku zivin a hypoxii, je angiogeneze spusténa uz U malého nadoru. Na rozdil

od fyziologické angiogeneze trva nadorova angiogeneze neustale [27].

Schopnost zabranit apoptéze: Jakmile dojde k poskozeni buiiky a jeji poruchy a mutace
nemohou byt opraveny, nastane u zdravych bunék programovana bunétna smrt neboli
apoptoza. Timto procesem se zajisti, aby se chybna geneticka informace nepienesla na bunky
dcefiné. Vyznamnou tlohu zde ma nadorovy supresorovy protein p53. Nadorové bunky maji
funkci tohoto proteinu snizenou nebo protein p53 nefunguje vibec, coz neumoziuje

poskozenym bunkam ucinné spustit apoptdozu a mohou pokracovat v bunééném déleni [27].

Sobéstacnost v produkci ristovych signali: Zdravé bunky aktivuji signdlni drahy
podporujici rast bunék pouze v ur¢itych momentech tak, aby zajistily homeostazu jejich poctu.
Nadorové burnky maji v§ak tuto schopnost deregulovanou. Jsou schopné produkovat ligandy
receptort rustovych faktori a nasledné na né reagovat, coz zpisobi konstantni autokrinni
proliferativni stimulaci. Také mtze byt zvySena hladina receptorovych proteinti, coz zptsobi
zvySenou citlivost na mensi mnozstvi ligandu rastového faktoru. Existuje vS8ak mnoho dalsich

moznosti, kterymi nadorova bunka dosahne této sob&stacnosti [27].

1.2.2 KANCEROGENEZE

V priubéhu kancerogeneze obvykle probéhne celkem pét etap. Nejprve nastane iniciace, ktera
spusti proces maligni transformace v diisledku zevnich ¢i vnitinich faktori. Po piisobeni dalSich
podnétii dochazi k promoci, kdy se miize proces jesté zastavit. V opaéném piipadé nasleduje
konverze neboli transformace, v jejimz priabéhu vznika maligni klon. Nasleduje progrese, kdy
dochazi k ristu nadoru a bunika neodpovida na regula¢ni mechanismy, a nakonec se nador zacne

Sifit do ostatnich tkani. Tuto etapu nazyvame metastazovani [6].

1.2.3 KLASIFIKACE NADORU

Néadory rozdélujeme podle jejich vlastnosti na maligni a benigni. Na rozdil od benigniho je
maligni nador agresivnéjsi, proriista do okolnich tkani a pomoci krevnich a lymfatickych cest
se $ifi do ostatnich ¢asti organismu, kde muze vzniknout novy, tzv. sekundarni nador neboli

metastaza [4].
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Aby lékatfi mohli zvolit neju€inngjsi variantu 1écby, je nezbytné stanovit co nejpiesnéjsi
diagnozu. Proto byla zavedena klasifikace TNM (staging), kterd pomaha urcit rozsah a stadium
onemocnéni pomoci rozsahu prvotniho loziska, stavu uzlin a pfipadného metastazovani.
Kategorie T (tumor) vyjadiuje rozsah nadoru, ktery je udan v centimetrech. Kategorie
N (noduli) informuje o postizeni uzlin. Kategorie M (metastases) popisuje, zda existuji

metastazy [6].

1.2.4 RIZIKOVE FAKTORY

Existuji tzv. rizikové faktory, které na bunky naseho téla plsobi denné¢ a zvysuji
pravdépodobnost vzniku rakoviny. Nékteré tyto faktory mizeme z ¢asti ovlivnit. Rozdélujeme

je tedy na ovlivnitelné a neovlivnitelné faktory [5].

Mezi ovlivnitelné rizikové faktory zatfazujeme: koufeni, nadmérnou konzumaci alkoholu,
nedostatek pohyboveé aktivity, vyzivové faktory, infekce, UV zafeni a stres. Mezi neovlivnitelné

faktory fadime napt. dédi¢nost, vék a rasu [5].

1.3 BUNECNY CYKLUS

Pribéh bunécného cyklu je fizen chemickymi signdly a spravné fungovani a pirechody mezi
jednotlivymi fazemi zajistuji tzv. kontrolni body. Normalni bunky se tedy mnozi
kontrolovanym zptsobem. Nadorové buiiky ale v prib&hu bunééného cyklu nereaguji spravné

na chemické signaly, a proto rostou neregulovatelné [7].

K rozdéleni bunék dojde po skonceni bunééného cyklu, ktery je tvofen Ctyfmi fazemi — Gy
(z anglického slova gap), S (syntéza), G2 a M (mitdza). Prvni tii faze, G1, S a Gy, jsou nazyvany

interfaze a M-faze zahrnuje mitdzu a cytokinezi [3, 8].

Po vzniku novych dcefinych bunék nastava interfaze, kterd zacina Gi fazi, kde se nachdzi dva
kontrolni body. Prvni zajist'uje, aby butika dorostla do pozadované velikosti, a druhy kontrolni
bod kontroluje bunécné prostiedi a je zde poptipadé€ prostor k opravam DNA. Nasleduje S-faze,
kde bunka replikuje svou DNA a zaroven se zde nachazi dalsi kontrolni bod, ktery replikaci
kontroluje. Poté prechazi do G faze, kde se bunka ptipravuje na mitéozu a zaroven kontroluje
mnozstvi a strukturu DNA a spravné uspofadani déliciho vieténka. V pribéhu M-faze probiha
nejprve mitdza, ktera zajist'uje déleni jadra, a poté nasleduje cytokineze, kde dojde k fyzickému

rozdéleni bunky na dvé dcefiné [3, 7].
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Regulace bunééného cyklu je velmi diileZitd, a prave tuto tlohu zajist'uji proteiny zvané cykliny
a enzymy zvané cyklin-dependentni kinazy (CDK). Jejich komplexy umoznuji pfechod mezi
jednotlivymi fazemi tim, Ze ptfenesou fosfatovou skupinu na dalsi regula¢ni proteiny. Na
regulaci bunééného cyklu se také podili inhibitory CDK, mezi které patii napt. protein p16
ap2l[3,4].

1.4 APOPTOZA

Vedle bunééného deleni je pro organismus také velmi dulezitd apoptdza, kterda slouzi
k eliminaci poskozenych bunék. V okamziku, kdy bunka zjisti poskozeni, které jiz nelze
opravit, se spusti apoptéza. Tim se zabrani vét§Simu poSkozeni a pifenosu mutaci do dalSich
generacich. V prubéhu apoptdzy maji hlavni roli proteolytické enzymy, nazyvané kaspazy,
které po své aktivaci cilené¢ odstranuji proteiny, které jsou pro pteziti bunky klicové, a poté
nasleduje smrt bunky. Signaly, které zajistuji programovanou smrt buniky délime na vné&jsi

a vnitini apoptotickou drahu [7].

1.5 MELANOM

Na vzniku melanomu se podili jak genetické, tak rizikové faktory zevniho prostiedi, kam patii
predev§im UV zatfeni. Do rizikové skupiny patii ptredevsim lidé, kteti se Spatné opaluji, maji
svétlou kuzi se sklonem Kk tvorbé pih a lidé s rezavymi, ¢i svétlymi vlasy. Dale je rizikovy

vyskyt atypickych névil, vysoka Cetnost melanocytarnich névil a geneticka predispozice [2].

Maligni melanom, rychle rostouci a metastazujici nador, vznika z transformace melanocyti,
které mizeme rozdélit do dvou skupin. Prvni skupinou jsou epidermalni melanocyty, z jejichz
premény vznikaji nadory kize z 95 % a sliznic z 1 % vsech melanomut.. Druhou skupinou jsou
melanocyty jiného typu nez epidermalniho. Melanomy vzniklé z toho typu, uvealni melanomy
a primarni melanomy centralni nervové soustavy, predstavuji 4 % melanomu. Obecné vSak neni
vznik nadoru zpisoben pouze jednou mutaci genu, ale jedna se o skupinu mutaci. V piipadé
melanomu se nejcastéji jedna o mutace onkogend, kam patii napt. geny NRAS, BRAF, MDM2
a AURK, kodujici p53, nebo mutace nadorovych supresorovych genti, mezi které mizeme

zatadit napt. TP53 [7].

Metastazovani u melanomu je velmi Casté a metastazy se mohou objevit ve vSech tkanich
a organech. Mezi nejcastéjsi lokace patii kize a podkozi, kde se metastazy vyskytuji okolo 45-

55 %, déle se jedna o lymfatické uzliny, plice, jatra, CNS a kosti. Metastazy délime na lokalni
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recidivy melanomu, lokalni a lokoregiondlni koZni metastazy, regionalni uzlinové metastazy

a vzdalené metastazy [2].

1.5.1 FORMY MALIGNIHO MELANOMU

Melanom se nevyskytuje pouze na kazi, ale mize postihnout také sliznice ¢i oko. Vzhledem
k lokaci nadoru rozdélujeme melanom na formu okularni, slizni¢ni a kozni. Kozni forma
melanomu je u béloSské populace nejcastéjsi a dle klinicko-histologického hlediska jej mizeme
dale délit na: lentigo maligna melanom, superficidlné se §ifici melanom, noduldrni melanom,

akrolentiginézni melanom, desmoplasticky melanom a na amelanotické formy [6].

Ackoliv melanom patifi mezi nadory, u kterych lze pocatecni stddia odhalit vCas, Casto je
diagnostikovano az pokrocilé onemocnéni. Mnoho pacientll nevénuje pozornost piiznakiim,
které naznacuji vznik kozniho nédoru, ¢i maji strach z odborného vySetieni. Pro zdravotniky
i vefejnost bylo zavedeno pravidlo ABCDE, které pomaha urcovat, zda se jedna o benigni ¢i

maligni pigmentové lozisko [2].

Tabulka 1 ABCDE charakteristika melanomu a névii [2], ptevzato a upraveno

Dysplastické
Bézné ziskané névy
névy
A —tvar symetricky asymetricky asymetricky
B — okraje pravidelné nepravidelné nepravidelné
C —barva uniformni skvrnita skvrnita
D — velikost 2-10 mm > 10 mm > 10 mm
pouze docasn¢ symetrické vzdy a trvale
E — vyvoj pouze docasné
zvétSovani ABCD

Lentigo maligna melanom je obvykle tmava plocha, jejiz rhst je velmi pomaly. Nejcastéji
postihuje lidi po 55. roce a vyskytuje se pfedevs§sim v oblasti hlavy. Superficialné se Sifici
melanom je nejcastéji plochou skvrnou s nepravidelnou pigmentaci, pomalym rdstem
a predstavuje nejcastéjsSi typ melanomu. Noduldrni melanom velmi casto metastazuje

a neodpovida rystm, které jsou typické pro ABCD. Akrolentigin6zni melanom je €asto chybné
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diagnostikovan, kvili zdméné za subungvalni hematom. Nejcastéji se objevuje na ploskach
a dlanich. Desmoplasticky melanom muze vypadat jako pigmentovana jizva a tato forma
melanomu se fadi mezi vzacné a vyskytuje se pifedevs§sim na hlavé, krku a v horni ¢asti zad.

Amelanotické formy jsou velmi Spatné diagnostikovatelné [6].

1.5.2 LECBA MELANOMU

v

Prvotni a nejspolehlivéjsi metodou pfi 1é€bé melanomu je v€asné zjisténi pocatecniho stadia
a nasledné chirurgické odstranéni naddoru. Ke zlepSeni prognédzy dojde také po odstranéni
regiondlnich uzlin, coz je zdkrok, ktery je spojen s chirurgickou lé¢bou a provadi se, pokud jsou

tyto uzliny postizené a zaroven nedoslo k metastazovani do vzdalenych mist [6].

Jakmile se nepodafi nador zachytit véas a melanom je jiz v pokroc¢ilém stadiu, jeho 1écba je
slozita. V tomto piipadé se Casto vyuziva radioterapie, chemoterapie, jejichz vysledky jsou ale
omezené. Melanom patii mezi nadory s vysokou radiorezistenci, a proto se radioterapie vyuziva
predevsim k redukci vzdalenych metastdz. Melanom ma také malou citlivost na chemoterapii
a nejucinngjsi cytostatika dosahuji tspéchu v odpovédi na 1é¢bu pouze v 15-20 %. V posledni
dobé je s tspéchem testovana imunoterapie a také 1é¢iva cilici na signalni drahu kinazy ERK

aktivovanou mutacemi onkogentit NRAS a BRAF [6].
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1.5.3 VYSKYT MELANOMU VE SVETE

C43 = Helanon kiZe

zrovnani incidence v CR = oztatnimi zemémi svéta, ASR - swvétowd standard
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Obrazek 2 Porovnani vyskytu melanomu ve svété [9], ptevzato a upraveno
Graf byl aktualizovan roku 2019 a znazorfiuje pofadi statli s nejvy$Sim poétem vyskytu

melanomu. Ceska republika je v souasné dobé na 12. mist& tohoto seznamu.

1.6 PROTEIN p53

Jednou z nejéastéjSich zmén umoziujicich vzniku nadort je snizena aktivita p53. Jedna se
0 nadorovy supresorovy protein 0 velikosti 53 kDa, ktery je kodovan genem TP53 a umistén
na kratkém raménku chromozomu 17. Sklada se ze 393 aminokyselin a ze tii hlavnich
funk¢énich domén. Prvni doménou je N-koncova transkripéné aktivacni doména (TAD), druhou
doménou je centralni DNA-vazebna doména (DBD) a tieti je C-koncova homooligomeriza¢ni
doména (OD). Nejcéastéji na N-koncové a C-koncové doméné dochazi k posttranslacnim
modifikacim, regulujicim funkci p53. Na TAD dochazi hlavné k fosforylaci a na OD probiha
acetylace, metylace, fosforylace a pfipojeni proteinti ubikvitinu. V DBD bunka nejcastéji
podléha mutacim, které inaktivuji p53 [3, 7, 10, 11].

Signalni draha p53 odpovida na vnitini 1 vnéjsi stresové signaly, mezi které fadime naptiklad
nedostatek Zivin, zkraceni telomer, poskozeni dé¢liciho vieténka, poskozeni DNA a mnoho
dalsich signald. Detekce a interpretace tohoto signalu je zajisténa enzymy, které maji schopnost
inhibovat negativni regulatory proteinu p53, a také zvySuji jeho transaktivacni vlastnosti

a stabilitu diky posttransla¢nim modifikacim [12, 13, 14].
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Ve zdravych burikach je hladina p53 nizka a tento protein se vaze na protein MDM2, ktery
indukuje degradaci p53. Jakmile je burika vystavena stresu a dojde k poSkozeni jeji DNA,
hladina p53 rychle vzroste a piejde do aktivni formy. Bunéény cyklus se zastavi a aktivovany
protein p53 uvede do ¢innosti geny, které se podili na opravé DNA. Pokud oprava DNA jiz
neni mozna, p53 aktivuje skupinu gend, které spusti apoptozu. Signalni draha p53 kontroluje
zejména vnitini, mitochondridlni dradhu indukce apoptozy. Pokud dojde ke snizeni ¢i absenci
p53, buikka ma omezenou schopnost opravit poskozeni DNA. Tento nedostatek ¢i absence
funk¢niho proteinu p53 v nadorech je obecné nejcastéji zpisoben mutaci genu TP53 [3, 7, 10].

' prc':gl;\o‘z[}e;n‘u';{)];err

Rl

v
1ktivace (tostorylace)

v

_— pd3

Obrazek 3 Funkce proteinu p53 [6].

1.7 PROTEIN MDM?2

MDM2 ma mnoho riiznych izoforem o rizné délce vznikajicich jako disledek alternativniho
sestiihu. Protein MDM?2 se tadi mezi onkoproteiny a funguje jako ubikvitin ligaza pro p53
a dalsi cile. Sklada se z n¢kolika domén: vazebnd doména pro p53, kyseld doména, zinkovy
prst, doména RING a sekvence, které slouzi k regulaci subcelularni lokace NLS, NES a NoLS.
Gen MDM2 obsahuje dvanact exonti a jeho transkripce je fizena dvéma promotory. Prvnim
promotorem je P1, ktery se nachazi pted exonem 1, a druhy promotor P2 zajistuje interakci
s p53. Transkripce MDM2 je tak regulovana proteinem p53 a spolu tvoii autoregula¢ni smycku.
Funkce MDM2 je pii kontrole bunééného rustu velmi dulezitad, protoze se jedna

0 hlavni negativni regulator nadorového supresoru p53 [15, 16, 17].
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Obrazek 4 Struktura proteinu MDM2 [15]. pfevzato a upraveno
1.7.1 REGULACE AKTIVITY A STABILITY p53

Exprese nebo transkripéni aktivita p53 muze byt potlaena pomoci MDM2 tfemi zptsoby.
Prvnim zpisobem je vazba MDM2 na N-koncovou doménu proteinu p53, a tim dochazi
K inhibici schopnosti p53 transaktivovat cilové geny. Druhou mozZnosti je degradace p53
v dusledku oznaceni ubikvitinem. MDM2 muze zptisobit mono- nebo polyubikvitylaci p53.
O zpusobu ubikvitylace p53 rozhoduje mnozstvi MDM2 v butice. Monoubikvitylace p53 muze
zpusobit jeho transport z jadra do cytoplazmy, a tim také negativné ovlivnit jeho transkripéni

aktivitu [18, 19, 20].

Cytoplazma

Poskozeni
DNA

Stabilizace

&) Degradace

Degradace

Obrazek 5 Regulace p53 proteinem MDM2 [20], pievzato a upraveno
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1.8 PROTEIN MDMX

Protein MDMX, také znam jako MDM4, je velmi podobny MDM2. Stejné¢ jako MDM?2
obsahuje vazebnou doménu pro p53, kyselou doménu, zinkovy prst a doménu RING. MDMX
je regulatorem MDM?2, kdy pomoci své domény RING inhibuje autoubikvitinaci a degradaci
MDM2 a tim ho stabilizuje. Piestoze jsou si tyto proteiny velice podobné, MDMX nema
ubikvitin ligazovou aktivitu, jako to je u MDM2. MDMX také fadime mezi onkoproteiny a ve
formé heterodimeru s MDM?2 vsak muze indukovat ubikvitinaci a degradaci p53. MDMX se
sdm o sob¢ nachdzi v cytoplazmé a jeho transport do jadra je zprostredkovan vazbou MDM?2.
MDMX totiz neobsahuje sekvenci NLS, ktera by zajiStovala jeho lokalizaci do jadra.
Transkripéni aktivita pS3 je potladena diky vazbé N-terminalni domény MDMX na N-konec
p53. Tato inhibi¢ni interakce funguje i kdyz u p53 neni detekovana ubikvitinace, ktera by byla

wewvr

p53 [21, 22, 23, 24, 39].

1.9 PROTEIN PARP1

Nejvice studovanym proteinem rodiny PARP (polymerazy poly(ADP-ribdzy)) je PARPI, jehoz
velikost v lidskych bunikach je 113 kDa a sklada se z N-koncové domény interagujici s DNA,
centralni automatizaéni domény a C-koncové katalytické domény. Diky jeho funkci pfi
opravach DNA se inhibice PARP1 vyuziva pii lécbé n€kterych druht rakoviny. Zatim jsou
schvaleny a pouzivaji se K této 16¢bé tyto inhibitory PARP — olaparib, rucaparib, niraparib [25,
26].

Rodina proteini PARP ma celkem 17 ¢lenti. Proteiny PARP byly rozdéleny podle svych funkci
a struktur. Do skupiny DNA-dependentnich PARP, patii PARPI1, ktery je povazovan za
nejvyznamngéjsiho ¢lena této rodiny, PARP2 a PARP3. Tyto proteiny jsou aktivovany, jakmile
dojde k poskozeni DNA. Pii poruseni DNA fetézce, zatne PARP1 lokalné produkovat poly
(ADP-ribozové) tetézce, které jsou dulezité pro lokalizaci a uspotfadani proteinu zajistujici
opravu DNA, transkripCnich faktori a PAR-vazebnych proteinti, které se vazou na DNA
a RNA [25, 26].

Na buniky nepietrzité pusobi fada faktord, jejichz dusledkem je poskozeni integrity genomu.
Nasledkem takového poSkozeni muze dojit ke zlomu v jednom ¢i obou vlaknech DNA.
V takovém piipad¢ se bufika snazi v co nejkrat§im ¢ase poruchy opravit. V tomto procesu je

vyuzivan mechanismus reakce na poSkozeni DNA (DDR), k jehoz aktivaci dojde v misté
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zlomu. Zaroven se spusténim DDR dojde k protein poly ADP-ribosylaci (PARylaci), jejimz
nasledkem je zmeéna struktury, biochemickych vlastnosti a také funkci modifikovanych
proteini. PARylace je katalyzovana proteiny PARP, jedna se o posttranslatni modifikaci
proteint, které se vazi na poskozena mista DNA. Jakmile je poSkozeni DNA opraveno, je
zapotiebi, aby byla PARylace inaktivovana. K tomuto procesu dojde nejéastéji pomoci enzymu
PAR glykohydrolaz (PARG) [28, 29, 30, 31, 32].

BRCA1 a BRCA2 jsou tumor supresorové geny, které se podileji na regulaéni homologni
rekombinaci, coz je mechanismus zajistujici opravu dvouvlaknovych zlomi DNA ve fazi
S a Gz bunééného cyklu. Jakmile v bunce s deaktivovanou funkci proteinu BRCAL/2 dojde
soucasné K inhibici PARP, pocet jednovlaknovych zlomti DNA se bude zvySovat. To muze
zapricinit vznik dvouvlaknovych zlomid DNA v replikaéni vidlici, které by za normalnich
podminek byly opraveny homologni rekombinaci za ucasti BRCAL/2. Inhibice PARP
v bunikach s defektem v homologni opravé, zejména v bunkach s mutacemi genti BRCAL/2, jez
jsou cCasté napf. vnadorech prsu nebo vajenikii, vede ke genomové nestabilité, jejimz

nasledkem je apoptdza [33, 34, 35, 36].

1.10 ALTERNATIVNI SESTRIH

Proces, kdy se geneticka informace z DNA pfenasi do RNA a nasledné do proteinu se nazyva
genova exprese. Nejprve dojde k transkripci neboli piepisu, coz je proces, kdy z molekuly DNA
vznikne transkript v podob¢é komplementarni pre-mRNA. Po oddéleni transkriptu od DNA
dojde u eukaryot k sestfihu a vznikne tak mMRNA. Nasleduje translace neboli pieklad, kdy se
pomoci ribozomu podle MRNA syntetizuje protein. Na rozdil od prokaryotickych bunék, tedy
u vétsiny genti eukaryot primarni transkript neodpovidda mRNA. Jejich geny vétSinou obsahuji
nekodujici sekvence nazyvané introny, které se nachdzi mezi kdédujicimi sekvencemi tzv. exony

[3].

Odstranéni intront a nasledné spojeni exonll se nazyva sestiih. Tento proces je katalyzovan
spliceozomy, které jsou tvofeny komplexy malych molekul RNA (snRNA) a proteiny. Tyto
komplexy nesou nazev snRNP (malé jaderné ribonukleoproteiny). SR proteiny maji v prabéhu
sestithu vyznamnou roli, kdy pomahaji rozpoznat mista sestfihu. Pokud v ramci sestfihu
transkriptu dochazi k riznym variantim kombinovani exoni a intronli a vznika vice variant
mRNA, hovofime o tzv. alternativnim sestfihu. Nedavné objevy naznacuji, Ze PARP1 se miize

podilet na regulaci alternativniho sestfihu. U tohoto kontextu je zajimavé, ze hladina MDMX

24



v buitkdch melanomu je regulovana alternativnim sestiihem. Ve své praci jsem se proto
zabyvala moznym vlivem PARP1 na regulaci hladiny MDMX v buitkach melanomu [3, 38, 40,
42].
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2 METODY

V prubehu zpracovani praktické ¢asti této prace jsem vyuzila n€kolik rtiznych laboratornich
postupit a metod. Jednalo se o western blot, imunofluorescenci, stanoveni transkripéni aktivity
proteinu p53 pomoci luciferazové aktivity a transfekci SIRNA. Pracovala jsem celkem se ¢tyfmi

nadorovymi bunéénymi liniemi.

2.1 POUZITE BUNECNE LINIE

Tabulka 2 Pouzité bunécné linie [autor].

Bunécna linie Morfologie  Vlastnosti Pohlavi
. , maligni y
A375 epitel adherentni melanom 54 zena
Mel-Juso epitel adherentni primérni nador 58 zena
melanomu
MCF7 epitel adherentni  adenokarcinom 69 zena
A375-p53-luc bunééna linie A375 transfekovana luciferdzovym reportérovym

konstruktem pGL4.38[luc2P/p53 RE/Hygro] (Promega)

2.2 SLOZENI POUZITYCH ROZTOKU

Tabulka 3 Slozeni pouzitych roztoki [autor].

| Nazev roztoku SloZeni \
NaCl 80
KCI 0,29
PBS Na;HPO4 2,31g
KH2PO4 0,158 ¢
H20 1 000 ml
2M Tris-HCI (pH = 7,4) 10 ml
NaCl (100 mM) 11,799
TBS-Tween TWEEN (0,05%) 1 ml

H20 21|
1M Tris-HCI (pH =6, 8) 6, 25 ml
10% SDS 20 ml

Sample Buffer b-merkaptoethanol 5ml
glycerol 1ml
bromophenol blue 1mg
H20 17,75 ml
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\ Nazev roztoku SloZeni \

H20 2, 7ml
1M Tris-HCI (pH = 8, 8) 2,8ml
0,
10% separacni gel (2 gely) 180;2 iID:’g ;5) ti
TEMED 5ul
40% akrylamid 1,88 ml
H,O 2,8 ml
1M Tris-HCI (pH = 6, 8) 469 ul
0,
5% zaostiovaci gel (2 gely) 180;2 igg i’;: 3 5“ Ll
TEMED 3,75 ul
40% akrylamid 469,4 ul
glycin 144,2 ¢
10 x elektroforeticky pufr 1M Tris-HCI 30,39
H20 1 000 ml
10 x elektroforeticky pufr 100 ml
1 x elektroforeticky pufr 10% SDS 10 ml
H20 890 ml
10 x elektroforeticky pufr 100 ml
1 x pienosovy pufr methanol 200 ml
H20 700 ml
EDTA 100 pl
kyselina p-kumarova 450 pl
roztok A luminol 0,29

1M Tris-HCI (pH =9, 4) 100 ml
4-jodofenylborita kyselina 1ml
EDTA 100 pl
roztok B perboritan sodny 0,123¢g
octan sodny (pH = 5) 100 ml

Roztok pro ECL (1:1)
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2.3 TESTOVANE LATKY

Tabulka 4 Testované latky [autor].

Nazev latky Charakteristika Chemicka struktura

inhibitor PARP

zdroj: SelleckChem (s1060)
Olaparib fedéno v DMSO

pouzité koncentrace: 0,5/1/25/5/

10/15 uM

inhibitor topoizomerazy
~ zdroj: Sigma Aldrich (C9911)
Camptothecin
fedéno v DMSO
pouzité koncentrace: 0,5 uM
inhibitor topoizomerazy

zdroj: Sigma Aldrich (44583)

Doxorubicin
fedéno v DMSO
Ve 7 . (o)
pouzité koncentrace: 0,5 uM A, A
inhibitor CLK
zdroj: doc. Mgr. Kamil Paruch, Ph.D.
, CH
(Ustav chemie Ptirodovédeckeé fakulty r ?
TG003 HsCO N
MU \Q —__CH
) SW 3
fedéno v DMSO ©
pouzité koncentrace: 25 pM
inhibitor CLK Ejj
- zdroj: Sigma Aldrich (R7772)
Roscovitine q SVEE Hi
fedéno v e N
- /”LJI )
pouzité koncentrace: 20 pM ET/\H =y ;\
inhibitor interakci mezi MDM2 a p53 N—
zdroj: Sigma Aldrich (N6287 ¢ ©
Nutlin 3 }: 19 (N6267) o e
fedéno v DMSO N>/_ —
N NH
pouzité koncentrace: 10 uM o O o L’ﬁo
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2.4 KULTIVACE BUNEK

Kultivace bunéénych kultur probihala ve sterilnim inkubatoru, ktery zajistoval stalou teplotu
37 °C, vysokou vzdus$nou vlhkost a 5% COz. Kultivaci jsem provadéla v médiu RPMI-1640,
které obsahovalo 100 IU/ml penicilinu, 100 pg/ml streptomycinu, 10 % fetalniho hovéziho séra
a 2 mM L-glutaminu. Jakmile byly buiky v kultiva¢ni Petriho misce ze 70-80 % konfluentni,
provedla jsem pasaz. Tento krok jsem opakovala 2x az 3x tydn¢ v zavislosti na rychlosti ristu

bunék.

Nejprve jsem médium a Trypsin-EDTA zahiala na 37 °C. Poté jsem odsala staré médium
a bunky promyla v PBS. Nasledn¢ jsem uvolnila buniky ode dna misky za pouziti Trypsinu-
EDTA. Po 3-5 minutach jsem ptidala zahiaté médium, diky kterému jsem deaktivovala Gi¢inek

Trypsinu-EDTA a ¢ast této suspenze jsem pridala do kultivaéni misky s novym médiem.

2.5 WESTERN BLOT

Pro detekci hladiny studovanych proteinti V bufice jsem nejprve piipravila bunééné lyzaty.
Proteiny obsazené v lyzatu jsem pomoci elektroforézy rozdélila v gelech podle jejich velikosti.
Nasledné jsem je pomoci westernového pfenosu pienesla na PVDF membrany, a poté je

detekovala pouzitim primarnich a sekundarnich protilatek.

2.5.1 PRIPRAVA BUNECNYCH LYZATU

Na kultivacni desticku, nej€astéji 12jamkovou, jsem ve sterilnim boxu nasadila bunky
o koncentraci 1,5-2 x 10* bun&k/ml. Nasazenou bunéénou linii jsem kultivovala 24 h ve
sterilnim boxu za béznych podminek. Nasledujici den jsem odsala staré médium, bunky jsem
opatrn¢ promyla v PBS, aby se neodlepily od povrchu misky, nasledné ho odsala a ptidala
médium s inhibitory o potiebné koncentraci. Kultiva¢ni desticku jsem opét vlozila do sterilniho
inkubatoru, kde se bunécné linie za ptisobeni inhibitorti kultivovaly. Po uplynuti stanoveného
Casu jsem vzorky lyzovala. Nejprve jsem odsala staré médium a bunky 1-2 X opatrné promyla
v PBS a nasledn¢ ho odséla. K bunkam jsem ptidala Sample Buffer (pfi praci s 12jamkovou
kultivaéni desti¢kou jsem pipetovala 80-100 pul tohoto pufru) diky ¢emuz doslo k lyzi bunék.
Lyzaty jsem nasledné pipetovala do mikrozkumavek a inkubovala po dobu 15 min pfi teploté
95 °C.
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2.5.2 SDS-PAGE (polyakrylamidova gelova elektroforéza)

Dle navodu vyrobce jsem sestrojila aparaturu Small Mightly SE250 (Hoefer) a pfipravila si
roztok pro 10% polyakrylamidovy separac¢ni gel, ktery jsem nasledné nalila do aparatury.
Béhem 30-40 min gel polymerizoval a po uplynuti této doby jsem ptidala roztok pro 5%
zaostiovaci gel, do néjz jsem vlozila hiebinek a nechala gel polymerizovat dalsich 15-20 min.
Nésledn¢ jsem aparaturu S gely prenesla do elektroforetické vany, do které jsem ptidala
1x elektroforeticky pufr a opatrné vyjmula hiebinek. Do prvni jamKy jsem napipetovala
referen¢ni marker molekulové hmotnosti a do ostatnich jamek lyzaty. Aparaturu jsem piipojila
do zdroje napéti, na kterém jsem nastavila vychozi hodnotu 60 V. V okamziku, kdy proteiny
markeru ptekrocily hranici zaostiovaciho a separa¢niho gelu, zacala jsem pomalu zvySovat
napéti az do 100 V. Detekované proteiny se v gelu rozdélily dle jejich relativni molekulové

hmotnosti.

2.5.3 SEMI-DRY BLOTTING (WESTERNOVY PRENOS)

Pied koncem elektroforézy jsem aktivovala PVDF membrany v methanolu a spoleéné
s filtraCnim papirem jsem je vlozila do vychlazeného roztoku pienosového pufru. Po ukoncéeni
elektroforézy jsem z aparatury vyjmula gely, které jsem s membranami a filtracnim papirem
vkladala do pfistroje Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer cell (BioRad), ktery slouzi pro pienos
proteinll z geld na membrany. Do aparatury jsem nejprve vloZila jeden filtra¢ni papir, na ktery
jsem polozila membrany tak, aby se navzajem nedotykaly. Na né jsem opatrné¢ pienesla gely
a prekryla je druhym filtraénim papirem. Nasledn¢ jsem odstranila v§echny bubliny, které mezi
jednotlivymi vrstvami vznikly. Aparaturu jsem zaviela pomoci vika a pfipojila do zdroje napéti.
Nastaveni proudu jsem volila podle poctu vloZzenych gelii. Na jednu membranu odpovidalo

nastaveni o konstantnim proudu 0,11 A na 1 h 20 min.

2.5.4 DETEKCE PROTEINU

Zatimco probihal westernovy ptenos, pfipravila jsem si roztok 5% odtu¢néného suseného
mléka ziedéného v TBS-Tween (dale jen 5% mléko). Po ukonéeni westernového prenosu jsem
inkubovala membrany v 5% mléce po dobu 1 h pfi pokojové teploté na tiepacce, ¢imz
dochazelo k blokovani membrany proti nespecifické vazbé protilatek. Poté jsem membrany
roziezala dle velikosti detekovanych proteini a na kazdou ¢ast membrany jsem nanesla
prislusnou primarni protilatku a nechala ji ptes noc pusobit pii 4 °C. Druhy den jsem membrany

nejprve promyla 5 x 7 min v TBS-Tween a poté jsem aplikovala sekundarni protilatky, které

30



byly inkubovany 1 h. Po ukon¢eni inkubace jsem membrany opét promyla 5 x 7 min v TBS-
Tween. Na jednotlivé membrany jsem nanesla roztok pro ECL a nasledn¢ v G:Boxu Chemi

XRQ (Syngene) signal detekovala.

Tabulka 5 Pouzité primdrni protilatky [autor].

Velikost

Detekovany Katalogové

. o Zdroj : Pavod Redéni
proteln cislo protemu
RNDr. Boftivoj
PCNA Vojtések, ) _
(klon P-10) DrSc., MOUJ, | °f KDa mys 1530
Brno
RNDr. Boftivoj
p53 Vojtesek, y .
(klon DO-1) Drse, MoU, ~ 3kDa mys 1:50
Brno
PARP-1  sc-77470  SoMACTUZ o piaype s 101000
Biotechnology .
Merck mléko
MDMX 04-1555 ie 80 kDa my§  1:1000
Millipore
MDM2 OP46  Sigma-Aldrich 57-90kDa  mys  1:500
YH2AX 613402 BioLegend 15 kDa mys 1:500
Santa Cruz y )
SR 13509 pitcchnology 33 KDa my§  1:1000
SRp20  sc-3e5772 SanacCruz 23kDa  mys  1:1000
Biotechnology
SRp55 sc-57954  _SaMACIUZ oo 1601pa  mys 101000

Biotechnology

2.6 IMUNOFLUORESCENCE

Podstatou této metody je detekce proteint protilatkami znacenymi fluorescenéim barvivem.
V prubéhu pozorovani ve fluorescenénim mikroskopu fluorofor produkuje fluorescenéni signal

a tim ukazuje lokalizaci proteinu v burice.

Nejprve jsem na dno jamek kultivacni desticky vlozila kryci sklicka, ktera byla uchovavana
v 70% ethanolu. Poté jsem nasadila na kultiva¢ni destiCku bunéénou suspenzi o koncentraci
5 x 10* bun&k/ml a kultivovala za b&znych podminek po dobu 24 h. Druhy den jsem odsala

staré médium a ptidala nové s inhibitory o potfebné koncentraci.
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2.6.1 FIXACE APERMEABILIZACE

Po 16 h jsem odsala staré médium a bunky promyla 2 x 3 min ve studeném PBS. Poté jsem
pokryla dno 4% PFA a inkubovala po dobu 10 min, ¢imz jsem zajistila zafixovani bunék. Po
ukonéeni inkubace jsem bunky promyla 2 x 3 min v PBS, desti¢ku jsem v prib&éhu promyvani
odkladala na tfepacku. Nasledné jsem piidala 500 pl permeabiliza¢niho pufru (0,1% Triton X
v PBS) a inkubovala dle potieby (3 min pro cytoplazmatické proteiny a 10 min pro jaderné
proteiny).

2.6.2 BLOKOVANI

Sklicka jsem umistila na misku s parafilmem. Na kazdé z nich jsem pipetovala 35-50 pl
blokovaciho pufru (1% BSA v PBS) a inkubovala 1 h v pokojové teploté. Poté jsem nafedila
primarni protilatku v blokovacim pufru a inkubovala je pii 4 °C ptes noc. Nasledujici den jsem
je promyla 2 x 3 min v PBS a pipetovala 40 ul sekundarni protilatky fedéné 1:250 v pufru
(1% BSA v PBS + 0,05% Tween 20) na jednotliva sklicka s bufikami. Nasledujici hodinu
probihala inkubace ve tmé pii pokojové teploté. Po skonceni inkubace jsem sklicka promyla
1 x 3 min v PBS, nafedila DAPI v PBS (1:500) a pipetovala 100 ul na sklicka, ktera byla

inkubovana dalsi 3 min, a poté jsem sklicka promyla 3 x 3 min v PBS.

Na podlozni skli¢ka jsem ptipravila kapku VectaShield (Vector Laboratories) o priméru asi
2 mm, kryci sklicko jsem promyla v destilované vodé a ponofila ho stranou s bunkami na
VectaShield. Toto skli¢ko jsem poté zafixovala k podloznimu sklu pomoci laku, aby nedoslo
K vyschnuti bunék. Po zaschnuti jsem preparaty pozorovala pomoci konfokalniho mikroskopu

Carl Zeiss LSM700 (Jena).

2.7 STANOVENI TRANSKRIPCNI AKTIVITY PROTEINU
P53

Protokol se sklada ze dvou ¢asti, méfeni aktivity luciferazy a stanoveni koncentrace proteintl,

jejichz podil urci vyslednou aktivitu p53.

2.7.1 MERENI AKTIVITY LUCIFERAZY

Meéfteni pomoci kitu Luciferase Assay System (Promega) je urc¢eno pro kvantifikaci aktivity

genetického reportéru — luciferazy jez je v ptipadé pouzitych bunék A375 zavisla na aktivité

32



transkripéniho faktoru p53. Ke vzniku svételného signalu dochazi pti bioluminiscencni reakci,

kdy za ucasti luciferazy oxiduje luciferin na oxyluciferin.

Na 12jamkovou kultivaéni desticku jsem nasadila ve sterilnim boxu bunécnou suspenzi bun¢k
A375-p53-luc o koncentraci 5 x 10% bun&k/ml a kultivovala je za b&znych podminek po dobu
24 h. Nasledujici den jsem odsala star¢ médium a pfidala nové spole¢né s inhibitory. Po
uplynuti 16 h jsem si ptipravila Cerstvy lyzacni pufr a ze vzorkii jsem odsala médium a opatrné
promyla 1 x v PBS. Poté jsem ptidala 100 pl lyza¢niho pufru/l jamku a inkubovala 15 min na
ledu na tfepacce. Nasledné jsem vzorky z kultivacni desticky prenesla do mikrozkumavek. Do
96jamkové desticky jsem nanesla 15 pl lyzatu spolecné s 25 pl LAR, a poté zméfila na
luminiscenci pii vinové délce 570 nm na luminometru TriStar? LB 942 reader (Berthold

Technologies Bad Wildbad, Germany).

2.7.2 STANOVENi KONCENTRACE PROTEINU

Metoda je zalozena na interakci mezi barvivem Coomassie Brilliant Blue G-250 a proteiny.
Pomoci spektrometrického pfistroje je métena absorbance pii vlnové délce 595 nm, ktera
kvantifikuje zménu cervené barvy (zadné proteiny) do modré, kterd vznikne po navazani

barviva na proteiny.

Na 96jamkovou desticku jsem V triplikatech nanesla 10 x fedény vzorek (5 ul lyzatu, 45 ul
deionizované vody) a 200 pl reakéniho ¢inidla obsahujiciho Coomassie Brilliant Blue G-250
(Bio-Rad). Po uplynuti 5 min jsem spektrometrem zmétila absorbanci pii 595 nm, ktera byla
pomoci koncentracni fady standardtt BSA ptepoctena pristrojem Multimode Detector DTX880

(Beckman Coulter) na koncentraci proteind.

2.8 TRANSFEKCE siRNA

V priubehu procesu tzv. RNA interference se na cilovou mRNA komplementarné navaze kratka
RNA — siRNA. Tim je zabranéno translaci mRNA do proteinu, piipadné¢ mize byt mRNA

I degradovana. Exprese genu je posttranskripéné umléena a cilovy protein se nevytvori.

Nejprve jsem si na 6jamkovou kultivaéni desticku nasadila ve sterilnim boxu bunééné suspenze
bun&k A375 a MCF7 o koncentraci 5 x 10* bun&k/ml a kultivovala za b&znych podminek po
dobu 24 h. Druhy den jsem provedla transfekci bunék kontrolni necilici (NT, non-targeting)
siRNA jako negativni kontroly a siRNA cilici na PARP1. Pfipravila jsem si 2 zkumavky — do
jedné jsem pipetovala 150 ul média Opti-MEM a 9 ul transkripéniho ¢inidla Lipofectamine
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RNAIMAX (Thermo Fisher Scientific). Do druh¢ jsem si ptipravila 150 pl Opti-MEM a 1,5 pl
NT siRNA nebo 3 pul PARPI siRNA. Obsah obou zkumavek jsem smichala do jedné a nechala
inkubovat 5 min. Po inkubaci jsem nanesla smés na piislusné jamky, inkubovala 24 h za
béznych podminek, nasledujici den jsem tento proces opakovala. Nasledné jsem z téchto

vzorkl pfipravila lyzaty na western blot a jeho pomoci detekovala studované proteiny.
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3 VYSLEDKY

Prvnim cilem mé prace bylo otestovat moznost ovlivnéni stability a aktivity p53 v buiikach
maligniho melanomu pomoci inhibitoru PARP. Nejprve jsem pomoci westernového pifenosu
porovnala vliv olaparibu v riznych koncentracich na hladinu p53 a MDMX v burnikach A375
(viz obrazek 6). Cilem téchto pokust bylo nalezeni optimalni koncentrace, kdy se efekt
inhibitoru projevi. Bunéfnou linii A375 jsem kultivovala spole¢né s olaparibem
0 koncentracich 0,5 uM, 1 uM, 2,5 uM, 5 uM, 10 uM a 15 uM po dobu 16 h. Poté jsem
detekovala proteiny PCNA, MDMX a p53 pomoci monoklonalnich protilatek. Ukazalo se, Ze
zvySujici se koncentrace olaparibu nema vliv na hladinu p53 a u MDMX se také neprojevily
vyraznéjsi rozdily. Na zéklad¢ téchto vysledkli jsem v nasledujicich pokusech pouzivala

olaparib o koncentraci 10 pM.

DMSO OLAPARIB

S
S s IS
X N A ol R

p53 — D = — | ——— — W ——

MDMX

PONA | S s e e ] e e . st oy

Obrazek 6 Piisobeni olaparibu na aktivitu p53 za rizné koncentrace [autor].
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V nésledujicim pokusu jsem pozorovala zménu hladiny p53 za plsobeni stejného inhibitoru
PARP v odlisném case (viz obrazek 7). Buné¢nou linii jsem za ptitomnosti inhibitoru PARP
o0 koncentraci 10 uM kultivovala v riznych ¢asech od 30 min do 28 h. Poté jsem detekovala
proteiny MDMX, p53, PARP1 a PCNA, slouzici jako kontrola, pomoci monoklonalnich
protilatek. Ukazalo se, Ze mnozstvi proteinu p53 se postupné zvySovalo a od 16 h bylo

konstantni (viz obrazek 7).

DMSO OLAPARIB
& &
AN AN
< < SRS <
SN v W e LN A W e
MDMX g — -

0] N N A PRp—————

DMSO OLAPARIB
< < S S < S < <
SRR I
MDMX § il R -
p53
PARP-1 . - ———— v | O— p—  — —
PCNA R C— C— — — — — —

Obrazek 7 Piisobeni olaparibu na aktivitu p53 za riizného casového rozliseni [autor].
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Dale jsem pozorovala zménu hladiny u proteint MDMX, MDM2 a p53 v buiikach A375
ovlivnénych riznymi cytostatiky v kombinaci s olaparibem (viz obrazek 8). Buné¢nou linii
A375 jsem nechala kultivovat po dobu 16 h za ptisobeni: olaparibu 10 pM, camptothecinu
0,5 uM, doxorubicinu 0,5 uM a jejich kombinaci. K ziskani vysledkl jsem vyuZila westernovy
ptenos a detekovala MDMX, MDM2 a p53. Cytostatika camptothecin a doxorubicin jsem
pouzila jako pozitivni kontroly, nebot’ byl jiz diive popsan vliv poskozeni DNA na alternativni

sestfih mRNA pro MDMX [41].

Vysledky ukazaly, Zze po ovlivnéni bunék olaparibem se hladina zadného z detekovanych
proteinit vyrazné nezménila. V bunikach ovlivnéné camptothecinem, doxorubicinem a jejich
kombinacemi se hladina MDMX vyrazné snizila a hladina p53 se naopak velmi zvysila. MDM2
se zvySila pouze V pifipadé, ze byly bunky ovlivnéné samotnym doxorubicinem c¢i jeho

kombinaci a k jeho poklesu doslo za puisobeni camptothecinu.
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Obrazek 8 Porovndni MDMX, MDM?2 a p53 za pusobeni riiznych inhibitori [autor].
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V nasledujicim pokusu jsem sledovala transkripéni zmény aktivity p53 (viz graf 1) pomoci
stanoveni urovné transkripce luciferazového reportérového konstruktu. Buné¢nou linii A375
jsem ovlivnila inhibitory o koncentraci: olaparib 10 uM, camptothecin 0,5 uM,
doxorubicin 0,5 uM, TG003 25 uM a jejich kombinacemi. TG003 je inhibitor kindz rodiny
CLK, jez hraji vyznamnou tlohu v regulaci alternativniho sestfihu a TG003 dokaze v bunikach
ovlivnit i sestfih transkriptu pro MDMX. Ovlivnéné bunky jsem inkubovala po dobu 16 h.
K nejvyssi aktivité p53 v buiikach doslo za pusobeni doxorubicinu a nasledné pii kombinaci
doxorubicinu s olaparibem. Naopak k nejnizsi aktivit¢ p53 doslo za pisobeni TG003 [42].

Graf 1 Aktivita proteinu p53 za piisobeni riiznych inhibitorii. Smérodatna odchylka je zndzornéna v grafu pomoci
chybové usecky a vysledky se vztahuji na hodnotu kontroly, ktera predstavuje 100 %. Vysledné hodnoty

predstavuji primér t¥i nezavislych opakovani. Symbol * znaci statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (DMSO)
na hladiné vyznamnosti P <0,05, symbol ** na hladiné vyznamnosti P <0,01 [autor].
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Dals$im cilem mé prace bylo analyzovat vyznam PARPI pro regulaci alternativniho sestfihu
MRNA pro MDMX. Buné&énou linii A375 jsem nechala za ptisobeni olaparibu inkubovat
v ¢asovych tusecich od 30 min do 16 h. Nasledné jsem pomoci westernového pienosu
detekovala SR proteiny (viz obrazek 8), jez se podili na regulaci alternativniho sestiihu [37].
Vysledky uvedené v obrazku 9 naznacuji, Ze G¢inek olaparibu na spektrum SR proteinil se nijak
zasadné nelisi od ucinku samotného rozpoustédla DMSO, jez bylo pouzito jako negativni

kontrola.
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Obrazek 9 Vliv olaparibu na SR proteiny [autor].

Jakmile dojde k poskozeni DNA v burice, aktivuji se opravné mechanismy. Na téchto opravach
se podili napft. protein p53 ¢i forma histonu H2AX, ktera je fosforylovana na Ser139 (yH2 AX).
Pomoci transfekce siRNA jsem v bunéénych linii A375 a MCF?7 snizila aktivitu PARPI, aniz
bych tento protein poskodila. Nasledné jsem pomoci westernového pienosu pozorovala zménu
hladiny proteini p53, MDMX a yH2AX v zavislosti na mnozstvi hladiny PARPI
(viz obrazek 10). Mimo specifické siRNA pro PARP1 jsem pouzila také kontrolni siRNA (non-
targeting), ktera by neméla ovliviiovat hladinu proteinu. Vysledek ukazal, Ze transfekce siRNA

fungovala dle o¢ekavani a hladinu PARP1 vyrazné snizila v obou liniich. Na rozdil od MDMX,
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na jehoz hladinu nemél pokles hladiny proteinu PARP1 vliv, u fosforylace H2AX, reagujici na
poskozeni DNA, se hladina mirn¢ zvysila. Stejné tak doSlo k mirnému navySeni hladiny p53,

pravdépodobné souvisejici s nartistem poskozeni DNA.

MCF7 A375
N N
LR o g
@) < @)
< X F X
L < NS v‘}
SO S
& .
S S
PARP-1 | = —
p53 -
MDMX | W S — —
YH2AX - L —

Obrazek 10 Zména proteinii p53, MDMX a yH2AX za snizené PARPI1 [autor].

Vzhledem K vysledkim z piedchoziho pokusu, jsem Vv nasledujicim experimentu pomoci
westernového pienosu studovala zmény sledovanych proteini po pisobeni inhibitoru PARP
(olaparib) spole¢né s riznymi inhibitory CLK, ktera se ucastni RNA sestiihu, (TGO003,
roscovitine), cytostatika inhibujiciho poskozeni DNA (doxorubicin) (viz obrazek 11).
Buné¢nou linii A375 jsem kultivovala po dobu 6 ha 16 h za piisobeni inhibitorti: TG003 25 puM,
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roscovitin 20 uM, olaparib 10uM, doxorubicin 0,5 uM a jejich kombinaci. Hladina vétSiny
proteint byla po 6h inkubaci vy$si nez po inkubaci 16h. Nejvyssi u¢inek na hladinu p53 mélo
pusobeni roscovitinu a doxorubicinu. Nejvyssi vliv na troven fosforylace H2AX mélo ptisobeni
olaparibu a doxorubicinu, také indukovaly pfechodné zvyseni nékterych SR proteinid. V tomto
experimentu byl také pozorovan vliv delSiho plisobeni olaparibu a inhibitort CLK na hladinu

MDMX.
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Obrazek 11 Piisobeni inhibitorii na mnoZstvi proteinii [autor]. TG003 je vyjadien zkratkou TG, olaparib zkratkou
OL a doxorubicin je oznacen DOXO.
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Pro dalsi studium proteint p53, YH2AX a SR proteint v buitkach A375, které jsem ovlivnila
inhibitory olabaribem 10 uM, doxorubicinem 0,5 uM a TG003 25 uM a jejich kombinacemi po
dobu 16 h, jsem pouzila imunofluorescenci (viz obrazek 12, 13, 14). M¢titka, ktera jsou

uvedena u jednotlivych ¢asti obrazku, znazornuji 50 um.

Nejvyssi hladina p53 byla pozorovana po ovlivnéni bunék kombinaci doxorubicinu
s olaparibem (viz obrazek 12), u proteinu YH2AX po ovlivnéni bunék doxorubicinem (viz

obrazek 13) a u SR proteinti po ovlivnéni kombinaci TG003 a olaparibu (viz obrazek 14).

p53 + DAPI
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Obrazek 12 Ovlivnéni hladiny proteinu p53 [autor].
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+ DAPI yH2AX + DAPI

DMSO OLAPARIB

X Icl DOXORUBICIN
DOXORUBICIN + OLAPARIB
TGO003
5003 + OLAPARIB
Obrazek 13 Oviivnéni yH2AX [autor].
SR SR
proteiny + DAPI proteiny + DAPI
DMSO OLAPARIB
DOXORUBICIN
DOXORUBICIN + OLAPARIB
TG003
153003 + OLAPARIB

Obrazek 14 Oviivnéni SR proteinii [autor].
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4 DISKUZE

MDMX byl popsan jako hlavni negativni regulator p53 v buiikdch melanomu. Za jeho
zvysenou expresi v tomto typu nadoru je zodpovédna zména alternativniho sesttihu mRNA pro
MDMX. Protein PARP1 je dulezitym regulatorem oprav posSkozené DNA, byla vSak popsana
I jeho moznost zapojeni do regulace alternativniho sestfihu. Ve svych experimentech jsem proto
sledovala mozné zapojeni PARP1 do regulace hladiny MDMX v buitkach melanomu. Zatimco
latky poskozujici DNA pouzité jako pozitivni kontroly v mych experimentech indukovaly
vyrazné snizeni hladiny MDMX a zvySeni hladiny a aktivity p53, U¢inek inhibitoru PARP
olaparibu a inhibice exprese PAPR1 pomoci siRNA byl vyrazné niZ$i, a navic se neprojevil ve

vsech experimentech [39,40, 42].

5 ZAVER

V praci bylo sledovano mozné zapojeni proteinu PARP1 do regulace hladiny negativniho
regulatoru p53 proteinu MDMX v buitkdch melanomu. Ziskané vysledky naznacuji, ze protein

PAPRI1 nehraje zasadni roli v regulaci aktivity p53 v nadorovych bunkach prostiednictvim

regulace exprese MDMX. Vesker¢ stanovené cile prace byly splnény.
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