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Uvod

Apoptéza je geneticky programovany zanik bunck, tj. fyziologickd nebo
patogeneticka smrt bun€k, zptisobena specifickymi spoustécimi signaly a molekularnimi
mechanismy. V fad¢ zhoubnych nadorti jsou spusténi anebo pribéh apoptézy u
nadorovych bun¢k inhibovany. Bilkovinné inhibitory apoptozy s BIR doménou (IAPS,
tj. inhibitor of apoptosis proteins) jsou endogenni proteiny, které inhibuji zevni i vnitini
drahy apoptézy. Do rodiny IAPs u ¢lovéka patii osm ¢lenti: NAIP (BIRC1), clAP1
(BIRC2), clAP2 (BIRC3), XIAP (BIRC4), survivin (BIRC5), apollon (BIRCS6), livin
(BIRC7) a ILP2 (BIRC8). Mnoho nadorovych bunéénych linii i primarnich nadord
vykazuje zvySenou ¢i nadmérnou expresi [APs. Primarni nebo ziskand rezistence
nadorovych bunék na bézné pouzivanou Klasickou chemoterapeutickou protinadorovou
léébu je jednou z hlavnich piekazek efektivni nechirurgické 1é¢by nadort. Diky
souCasnym poznatkiim, které ukazuji na zisadni ulohu IAPs v regulaci apoptézy u
nadorovych bunék, se objevuji navrhy vyuzit inhibici exprese a funkce IAPs jako
terapeutickou strategii pro cilenou biologickou 1é¢bu zhoubnych nadord. Do popiedi
naSeho zajmu se dostali ptfedev§im XIAP a survivin, jako potencidlni terapeutické cile
pfi 1é¢bé rakoviny plic.

Cilem mé bakalaiské prace podat ptehled o biochemickych podkladech a regulaci
apoptozy a zejména 0 bilkovinnych inhibitorech apoptozy s BIR doménou, a soucasné o
imunoanalytickych biochemickych metodach, zejména o sendvi¢ové ELISA metodg.
Praktickym cilem bylo zjistit rozdily v hladiné exprese XIAPu a survivinu ve tkanich
nemalobunééného karcinomu plic (non-small cell lung carcinoma, NSCLC) a plicnim
parenchymu u chirurgicky léenych pacientii. Dale pak porovnat rozdily v expresi
téchto proteind ve tkanich NSCLC s ohledem na jejich histopatologicky typ, Stupen
diferenciace a stadium nadoru, a na pohlavi a koufeni pacientd s NSCLC. Koncentrace
proteinii XIAP a survivin ve tkanich byla stanovena imunometrickou sendvicovou

ELISA metodou.



Apoptoza

Vyznam apoptozy

Termin apoptdza (z fec. apoptosis - padani, opadavani listi ze stromu) poprvé pouzil
J.F. Kerr a jeho kolegové A.H. Wyllie a A.R. Currie v roce 1972, i kdyz urcité casti
pojmu byly vyslovné popsany mnoho let pred tim (Kerr 2002). Apoptodza je geneticky
programovany zanik bun¢k, tj. fyziologicka nebo patogenetickd smrt bunék, zptisobena
specifickymi spoustécimi signaly a molekularnimi mechanismy, a nenavozujici
typickou zanétlivou reakci jako je tomu u nekrézy bunc¢k (May a Deng 2006, Elmore
2007).

Porozumét mechanismiim zapojenych do procesu apoptoézy v sav€ich buiikdch ndm
dava vysetfeni programované smrti bunék, kterd nastavd b&hem vyvoje hlistice
Coenorhabditis elegans (Horvitz 1999). Pti vyvoji tohoto organismu je eliminovano
programovanou smrti piesné¢ 131 bunck z celkového poctu 1090 somatickych bunék.
Zanik téchto bunék béhem vyvojového procesu C. elegans je fizen geneticky
S pozoruhodnou piesnosti. Apoptdza je nyni uznana a piijata jako vyznamny a dilezity
zpasob smrti bun¢k, kterd zahnuje jejich geneticky ur¢enou eliminaci (May a Deng
2006, Elmore 2007).

Apoptoza nastava fyziologicky béhem vyvoje a starnuti organismu a udrZuje
homeostazu populaci bun¢k ve tkénich (May a Deng 2006, Elmore 2007). Dospélé
lidské télo se sklada z témdF 10** bundk a odhadem 10™ bungk je kazdy den
odstraniovano apoptozou (Voet 2004). Apoptdza je podkladem fady fyziologickych
pochodt, jako je programovany zanik bunék béhem embryogeneze (napf. anatomicky
vyvoj populaci neuront CNS, oddéleni prstil), apoptdza enterocytli v proliferujici
bunééné populaci vystelky krypt tenkého stieva, zanik T- i B-lymfocytt po depleci
cytokinli, involuce epitelii u dospélych v distedku nedostatku urcitych hormont
(destrukce sliznice endometria béhem menstrua¢niho cyklu, regrese lakta¢ni Zlazy po
ukonceni kojeni). Apoptdza je spusSténa i jako obranny mechanismus pfi imunitnich
reakcich (eliminace bunék infikovanych viry) nebo pfi poSkozeni bunck toxickymi
latkami, ionizujicim zéafenim ¢i patobiochemickymi pochody v pritbéhu nemoci (May a
Deng 2006, Elmore 2007). U tfady zhoubnych nddor jsou spusténi anebo pribéh
apoptozy nadorovych buné€k inhibovany (May a Deng 2006, Elmore 2007).



Morfologické zmény u apoptotickych bunék

Pomoci svételné a elektronové mikroskopie byly identifikovany rizné morfologické
zmény vyskytujici se béhem apoptdézy (Hacker 2000). Pocateéni faze apoptozy
epitelidlnich bunék se projevuje jejich odtrzenim od sousednich bun¢k a extracelularni
matrix (pieruseni spoju buiika - buiika a buiika — bazalni membrana). Objem buiky se
zmensuje, ubyva vody spolu s elektrolyty (zejména ionty K*). Plasmatickd membrana
(PM) vytvari cetné vackovité vybezky, které jsou retrahovany a opétovné vytvareny.
Proces vesikulace PM se nazyva zeiosa, tj. bunéény var (Obr. 1). V prubéhu apoptozy v
PM nastava ztrata asymetrie rozlozeni fosfolipidli, zejména fosfatidylserinu, mezi
vnitini a zevni polovrstvou PM. Charakteristickym rysem apoptézy je svraSténi
bunééného jadra a zahuStovani chromatinu (karyopyknoza). Tyto zmény jsou
provazeny fragmentaci DNA s mnohocetnymi pieruSenimi dvojSroubovice DNA
(dvojité zlomy), ktera nejsou opravitelné a znemoznuji biosyntézu funkénich genovych
transkripti (Elmore 2007). Nésleduje fragmentace bunécného jadra, na tzv. mikrojadra,
a dale fragmentace buiiky na tzv. apoptoticka t&liska. Zadna z tdchto zmén viak
nezpusobuje typickou zanétlivou reakci jako je tomu u nekrozy. Uvedené morfologické
zmény vznikaji v efektorové (exekutivni) fazi apoptdzy a jsou disledkem aktivace a
aktivity fady enzymit, zejména aktivace zymogeni kaspas, tj. cysteinovych aspartatove-
specifickych proteinas, a jimi pusobené proteolytické fragmentace mnoha rtznych

proteint.

Obr.1. vlevo normalni lymfocyt, vpravo apoptoticky lymfocyt se zeiosou PM

(www.fig.cox.miami.edu, 1.7.2009)

RozliSeni mezi apoptozou a nekrézou
Nekroza je nekontrolovatelny a pasivni dé&j, ktery je disledkem bioenergetické
katastrofy bun€k (zplisobené nedostatkem tvorby ATP v mitochondriich) a ktery

obvykle postihuje velké skupiny bunck. Oproti tomu apoptdza je geneticky fizeny



proces, zavisly na energii ve form& ATP a postihujici pouze jednotlivé buiiky nebo malé
shluky bungk. Oba tyto procesy, jejichz morfologické obrazy jsou porovnany v Tabulce
1, se mohou vyvinout a probihat nezavisle na sob¢, néasledné, nebo soucasné (napf.
v tkanovych infarktech). Zda bunka zanikne apoptézou nebo nekrdzou zavisi na povaze
a intensité plsobeni ,signdlu smrti“, typu tkdn¢ a jejim vyvojovém stadiu, a na
fyziologické kvalité vnitiniho prostfedi (Fiers et al. 1999, Zeiss 2003, Elmore 2007). Pti
nizkych davkach raznych apoptotickych podnétii, jako je napft. ionizujici a neionizujici
radiace, hypoxie, cytotoxické latky, teplota, mize nastat smrt buiiky apoptozou. Ale
tytéz podnéty ve vysokych davkdch mohou zplsobit i nekrézu bunck.

Ztrata integrity bunééné membrany pii nekréze mé za nasledek vyplaveni cytosolu
do okolni tkéné€, véetné chemotaktickych molekul, a vznik zanétu. Protoze apoptotické
buiiky zpravidla neuvolnuji sviij obsah do okoli, nebot' jsou rychle fagocytovany
makrofagy ¢i sousednimi normalnimi bunikami, nevyvolavaji zanétlivou reakci (Savill

and Fadok 2000, Elmore 2007).

Tabulka 1. Porovnani morfologickych znakl apoptézy a nekrozy
Apopodza Nekroza
Jednotlivé bunky nebo malé shluky bunék  Velké loziskové skupiny bunck
Smrsténi bunky Otok buiky

Agregace chromatinu k okrajim vnitini
jaderné membrany, fragmentace shluki Chromatin dispergovan
chromatinu a vznik mikrojader

Neporusena bunééna membrana Ruptury v bunééné membrané

Cytoplasma zachovéana v apoptotickych '
Cytoplasma uvolnéna do mikrookoli
téliskach

Bez zanétu Obvykle pfitomny zanét

Mechanismy spusténi apoptozy
Mechanismy apoptézy jsou vysoce komplexni a energeticky narocné procesy,
zahrnujici kaskddu molekularnich udélosti vedoucich k devitalizaci buiky. Signalni

dréhy vedouci k apoptoze je mozné rozdélit na dvé hlavni skupiny: vmitini drahy



(intrinsic pathways), k nimz patii PIDDosomova draha a mitochondrialni draha,
sestavajici z kaspasa-dependentni slozky a kaspasa-independentnich slozek, a vnejsi
drahy (extrinsic pathways), které jsou zprostiedkovany apoptotickymi receptory a dale
granzymy, tj. sekrecnimi serinovymi proteinasami cytotoxickych lymfocytl, zejména
granzymem B (Obr.2).

Vnitini a vnéjsi signalni cesty apoptosy vedou ke spusténi efektorové (exekutivni)
faze apoptdzy. Tato faze je zahdjena proteolytickou aktivaci zymogent efektorovych
kaspas, tj. prokaspasy-3, -7 a -6. Aktivni kaspasy -3, -7 a -6 vykonaji fragmentaci
mnoha desitek cytosolovych, cytoskeletarnich, membranovych a jadernych proteinti
(Slee et al. 2001, Sakahira et al. 1998) ¢imz dojde v dusledku ireversibilni ztraty vnitini
a vngj$i molekularni integrity a dynamiky k devitalizaci buiiky a k expresi specifickych
molekularnich signalt na povrchu apoptotickych bunck a jejich fragmentti. Takto jsou

apoptotické buiiky oznaceny k fagocytoze.

cytotoxické lymfocyty Vnéjsi cesty cytotoxické lymfocyty
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£
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Tz x
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¥
tvorba apoptotickych télisek
Obr. 2. Zjednodusené schema apoptotickych cest (upraveno podle Elmore 2007)
Kaspasy

Vlastni proces apoptdzy nastava proteolyzou intraceluldrnich bilkovin, které jsou pro

bunku Zivotné dulezité. Enzymy, které tuto proteolyzu katalyzuji, se nazyvaji kaspasy



(caspase = cysteine aspartate-specific proteinase, aspartat-specifické cysteinové
proteinasy). Tyto proteinasy Stépi substratovou proteinovou molekulu za zbytkem
aspartatu. Kaspasy jsou Cleny tzv. ICE (interleukin-1B-converting enzyme) rodiny
cysteinovych proteinas. Jsou  syntetizovany v neaktivni formé jako proenzymy
(zymogeny), prokaspasy, a jsou ve viabilnich bunkach lokalizovany v cytoplasmé.
Prokaspasa-2, ktera obsahuje sekvenci aminokyselin s funkci jaderného lokaliza¢niho
signalu, je vSak lokalizovana jak v cytoplasmé, tak v bunééném jadre.

U ¢lovéka bylo dosud identifikovano 11 ruznych kaspas. Z toho: 4 kaspasy, kaspasa-
2, -8, -9, a -10, se ucastni spusténi apoptdzy, a proto se nazyvaji iniciatorové
apoptotické kaspasy; 3 kaspasy, kaspasa-3, -6, -7, se podileji na prubéhu efektorové
(exekutivni) faze apoptézy proteolytickou fragmentaci mnoha pro buiniku Zivotné
dualezitych proteinti a proteolytickou aktivaci (kaspasa-3) DNA fragmentac¢niho faktoru
(DFF) (Widlak a Garrad 2005 a 2009), a proto se nazyvaji efektorové (exekutivni)
apoptotické kaspasy; 3 kaspasy, kaspasa-1, -4, -5, jsou dulezité pro spusténi zanétu, a
proto se nazyvaji inflamatorni kaspasy; kaspasa-14 se podili na diferencia¢nich
procesech (Cohen 1997, Hu et al. 1998, Denault a Salvesen 2002, Fuentes-Prior a
Salvesen 2004).

Iniciatorové apoptotické prokaspasy maji dlouhou N-terminalni prodoménu. Tato
prodoména u prokaspasy-8 a -10 obsahuje tandem dvou tzv. DED (death effector
domain) domén a u prokaspas-2 a -9 pak tzv. CARD (caspase activation recruiting
domain) doménu. Tyto prokaspasy se vyskytuji jako monomery, jsou inducibilné
(DISC, apoptozom, PIDDozom) a nasledné jsou strukturné upraveny na kaspasy
interdimerovou proteolyzou. Efektorové (exekutivni) apoptotické prokaspasy maji
naproti tomu kratkou N-termindlni prodoménu, kterd neobsahuje specifické strukturrni
moduly. Tyto prokaspasy se vyskytuji jako homodimery a jsou inducibilng aktivovany
proteolytickou fragmentaci G¢inkem iniciatorovych apoptotickych kaspas. Efektorové
(exekutivni) apoptotické prokaspasy maji ve srovnani s iniciatorovymi apoptotickymi
kaspasami mnohem Sirsi spektrum proteinovych substrati (Fischer et al. 2003, Timmer
a Salvesen 2007). Aktivované kaspasy jsou oyf; heterotetramery, sloZzené ze dvou

velkych a podjednotek a dvou malych B podjednotek (Obr. 3).
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Stépna mista interdimerové proteolyzy
2. 1.

B B|B
AN B
prodoména domena doména
(propeptid) velké malé
podjednotky podjednotky
homodimer iniciatorové prokaspasy aktivovana kaspasa
(prokaspasa-8 nebo prokaspasa-10) (kaspasa-8,

nebo
kaspasa-10)

Obr. 3. Aktivace iniciatorové prokaspasy (upraveno podle Voeta 2004)

Vnéjsi cesty apoptozy

Jedna z wvnéjSich cest aktivace apoptdzy zafina na plazmatické membrané
oligomerizaci a aktivaci apoptotickych receptort (,,receptort smrti*). Tento proces je
zpravidla navozen spontdnné trimerizovanymi cytokiny typu apoptotickych
bilkovinnych ligandt (napt. FasL, TRAIL), které se navazuji na své komplementarni
monomerni receptory exprimované v plasmatické membrané bunky. Vznikaji tedy
komplexy apoptoticky ligand/apoptoticky receptor (death-ligand/death-receptor). Mezi
apoptoticky nejucinngjsi komplexy ligand/receptor patii FasL (Apo-1L)/FasR, TRAIL
(Apo-2L)/DR4 a TRAIL (Apo-2L)/DR5 (May a Deng 2006, Elmore 2007). Bunky,
které ve své plazmatické membrané exprimuji apoptotické ligandy se nazyvaji apoptozu
indukujici bunky. Bunky, které byly uvedeny do apoptdzy apoptotickymi ligandy jinych
bunék se nazyvaji apoptozu vykonavajici buiky. Apoptotické receptory, exprimované
V plazmatické membran¢, maji extracelularni doménu, na kterou se vaze
komplementarni apoptoticky ligand exprimovany v plazmatické membrané apoptozu
indukujici(ch) bunky (-nék), a intracelularni DD doménu (DD-death domain; smrtici
doména). Pro spusSténi apoptdzy je zapotiebi trimerizace monomernich apoptotickych
receptord uc¢inkem trimerizovaného komplementarniho apoptotického ligandu, coz vede
k navazani adaptorovych molekul FADD jejich DD doménami na DD domény
ligandovanych apoptotickych receptort. Nasleduje navazani molekul prokaspasy-8
nebo -10 jejich DED doménami na DED doménu navazanych FADD molekul. Tim se
vytvoii multiproteinovy aktivacni komplex prokaspasy-8 a -10 zvany DISC (death

inducing signaling complex; smrt indukujici signalni komplex). V DISCich nastava
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homodimerizace a tim aktivace prokaspasy-8 a -10 a jejich interdimerova proteolyticka
uprava. Béhem ni se homodimery aktivnich prokaspas navzajem rozstépi nejprve
V mistech mezi doménami velké a malé podjednotky a poté mezi prodoménou a
doménou velké podjednotky. Druhé proteolyza tedy vede k uvolnéni aktivni kaspasy-8
a-10 z DISCu do cytoplasmy.

Aktivované cytotoxické lymfocyty (CTLs) jsou schopny zabijet cilové bunky
(exprimujici receptory Fas, DR4 a DRS) nejen ptisobenim FasL a TRAILu, ale rovnéz
vektorialni sekreci granzymu (serinovych proteinas), zejména granzymu B a perforinu,
do imunologické synapse (konjugacni zony) mezi cilovou buitkou a CTL(s). Ta je
vytvofena po rozpoznani cilové bunky kontaktované CTL(s). Ze Stérbiny imunologické
synapse jsou granzym B (a dal§i granzymy) i perforin internalizovdny do cilovych
bunck endocytézou. Apoptotické piisobeni granzymu B (a dal$i granzymi) v cilové
buiice nastane az po jejich translokaci zendocytarnich vesikul do cytoplasmy.
Apoptotické pisobeni granzymu B je mnohocetné a spociva: 1) v ptfimé proteolytické
aktivaci prokaspasy-3 a -7; 2) v permeabilizaci zevni membrany mitochodrii (a tim ve
spusténi mitochodridlnich cest apoptosy) prostfednictvim proteolytické fragmentace
proapoptotického proteinu Bid a antiapoptotického proteinu Mcl-1 (je v komplexu
s Bim); a 3) v ptimé proteolytické aktivaci DFF po translokaci do bunétného jadra
(Trapani and Smyth 2002, May a Deng 2006, EImore 2007).

Vnitini cesty apoptozy

Vnitini cesty apoptdzy jsou iniciovany rozmanitou Skalou nereceptorovych podnétd,
které vytvareji intracelularni signdly piisobici pfimo na vnitini cile v butice. Tyto cesty
vychazeji z mitochondrii anebo lysosomil po permeabilizaci jejich membrany pfimym
nebo nepifimym ucinkem rdznych bunécénych stresorti, napf. nedostatkem urcitého
ristového faktoru, hormonu nebo cytokinu, toxiny, genotoxiny, chemoterapeutiky,
volnymi radikaly, ionizujici a neionizujici radiaci, hypoxii, hypertermii nebo virovou
infekci. Tyto podnéty vedou ke =zvySeni permeability nebo ruptufe zevni
mitochondridlni membrany, jejimz dlsledkem je Gnik intermebranovych
mitochondrialnich proteinli do cytoplasmy (Saelens et al. 2004, May a Deng 2006,
Elmore 2007).

Jedna skupina proapoptotickych mitochondridlnich proteinti, zahrnujici cytochrom-c

(cyt-c), Smac protein (second mitochondria-derived activator of caspases) a serinovou
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proteinasu HtrA2 (high temperature requirement protein A2), aktivuje v cytoplasmé
apoptozomovou kaspasovou drahu. Pfitom cyt-c se vaze na komplex dATPeApaf-1
protein ¢imz dojde k hydrolyze dATP na dADP a nukleotidové vyméné dADP za novy
dATP se soucasnym otevienim konformace Apaf-1 (apoptotic protease-activating factor
1) proteinu. Na nasledné¢ vytvofeny heptamer Apaf-1 proteinu se svymi CARD
doménami navazou monomery prokaspasy-9. Ty ndasledné vytvoii homodimery a
interdimerovou proteolyzou mezi doménami velké a malé podjednotky se zméni na
aktivni kaspasu-9. Kaspasa-9 je aktivni pokud je navazana v apoptozomu a jeji funci je
proteolyticky aktivovat zymogeny efektorovych prokaspas -3 a -7 (Eckelman et al.
2006).

Smac protein a serinova proteinasa HtrA2 podporuji apoptdézu tim, Ze se
V cytoplasmé navazou na bilkovinné inhibitory apoptézy s BIR doménou (tzv. IAPs;
inhibitors-of- apoptosis proteins) a potlacuji jejich antiapoptotickou aktivitu, ¢imz
podporuji pokracovani apoptotické kaskady.

Do druh¢ skupiny proapoptotickych mitochondrialnich proteint patii AIF (apoptosis
inducing factor) a endonukleasa G (Endo-G). AIF a Endo-G jsou transportovany do
jadra kde zpusobi Stépeni DNA na fragmenty o velikosti ~50-300 kbp (kiloparobazi) a
kondenzaci chromatinu (Joza et al. 2001, Widlak a Garrard 2005).

Spusténi mitochondridlnich cest apoptosy je negativné 1 pozitivné regulovano
proteiny Bcl-2 rodiny (Cory a Adams 2002). Antiapoptotické proteiny této rodiny (napf.
Bcl-2, Bcel-X,, Mcl-1, Bcl-W a Bag) blokuji permeabilizaci zevni mitochondrialni
membrany, zatimco proapoptotické proteiny této rodiny (Bax, Bak, Bid, Bad, Bim, Bik,
Blk a Bcl-10) ji podporuji. Antiapoptotické i proapoptotick proteiny Bcl-2 rodiny maji
pro iniciaci mitochondridlni apoptdzy velky vyznam, protoze prevaha funkce jedné
zuvedenych podrodin muze rozhodnout o tom, zda buiika dokon¢i svilj zanik

apoptozou nebo bude cely apoptoticky proces zastaven (Ravagnan et al. 2002).

Efektorova faze

Efektorova faze zacina aktivaci zymogent efektorovych (exekutivnich) kaspas -3,-7
a -6. Tyto aktivni kaspasy se podili na apoptotické¢ devitalizaci bunky tim, Ze
proteolyticky fragmentuji a tim inaktivuji nebo naopak aktivuji mnoho proteinti
dalezitych pro viabilitu bunky, resp. pro zahajeni ¢i prubéh apoptozy (Fischer et al.

2003, Timmer a Salvesen 2007). Aktivni kaspasa-3 po translokaci z cytoplasmy do
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bunécného jadra proteolyticky aktivuje DNA fragmentacni faktor (DFF), resp. jeho
endonukleasovou podjednotku DFFB tim, ze proteolyticky roz$t€pi inhibicni
podjednotku DFF, tj. DFFA, kterd je v inhibi¢nim/ chaperonovém komplexu s DFFB
(Widlak a Garrad 2005 a 2009). Aktivni deoxyribonukleasa DFFB je homodimer (popf.
vyssi oligomer), kterd Stépi jadernou DNA na tzv. oligonukleosomalni fragmenty,
pfiCemz nejkratsi fragment ma délku piiblizn€¢ 200 part bazi (Widlak a Garrad 2005 a
2009).

Fagocytarni faze

Posledni casti apoptozy je tklid apoptotickych bunék a télisek. Na jejich povrchu
jsou vystaveny molekuly fosfatidylserinu a dal$i molekuldrni rozpoznéavaci znaky, které
jsou rozeznany a navazany specifickymi receptory fagocytujicich bunék, tj. makrofagy,
resp. histiocyty, a popt. dal§imi bunikami ptichdzejicimi do kontaktu s apoptotickymi
buitkami a télisky. Ne&které receptory fagocytujicich bun€k maji pouze funkci
navazovaci, jiné, napt. receptor (-y) fosfatidylserinu maji i funkci signalni a spousti

vlastni proces pohlceni apoptotickych bun¢k a télisek.

Patologie apoptézy

Abnormality v regulaci, resp. G¢innosti apoptézy mohou byt vyznamnou soucasti
vzniku riznych onemocnéni (May a Deng 2006, Elmore 2007). Nadmérna apoptdza je
sdruZzena napf. se syndromem ziskané imunitni nedostatecnosti (AIDS), aplastickou
anémii, diabetes mellitus typu I, neurodegenerativnimi chorobami (Parkinsonova
choroba, Alzheimerova choroba, Huntingtonova choroba, Kenedyho choroba),
roztrousend skler6za, ischemicko-reperfuzni syndrom, myelodysplasticky syndrom,
spinalni svalova atrofie, Wilsonova choroba a Siroké spektrum vyvojovych vad. Suprese
apoptdzy je sdruzena se vznikem a progresi solidnich zhoubnych nadord a leukemii i
autoimunitnich  chorob, napt. lymfoproliferativnich autoimunnich syndromi,
Hashimotovy strumy, systémového lupus erythematodes, revmatoidni artritidy a také

ruznych vyvojovych vad (Fadeel et al. 1999, May a Deng 2006).
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Inhibitory apoptozy

Rodina IAPs

Bilkovinné inhibitory apoptézy s BIR doménou (IAPs, tj. inhibitor of apoptosis
proteins) jsou endogenni proteiny, které inhibuji zevni i vnitini drahy apoptdzy. Prvnim
objevenym nevirovym bunécnym sav¢im IAP byl NAIP (BIRCL1; neuronal apoptosis-
inhibitory protein). Poté bylo objeveno dalsich sedm IAPs: clAP1 (BIRC2; cellular
IAP), clAP2 (BIRC3; cellular 1AP), XIAP (BIRC4; X-linked IAP), survivin (BIRCS),
apollon (BIRCS6), livin (BIRC7; znamy také jako melanoma IAP (ML-IAP)), ILP2
(BIRCS; IAP-like protein 2). Nasledné bylo v§ech osm inhibitori apoptézy rozdéleno
do tii tfid dle jejich struktury, funkce a exprese (Verhagen et al. 2001, Dean et al. 2007).
V bunikéch jsou dva mechanismy ukonceni aktivity kaspas: prvnim je inhibice jejich
enzymatické aktivity, druhym je proteolytickd degradace ubikvitinylované kaspasy
v proteazomu (Riedl a Shi 2004, Eckelman et al.2006). IAPs reguluji rtizné bunééné
procesy: apoptozu i déleni bunék, neapoptotickou intracelularni signalizaci a
homeostazu médi (Hunter et al. 2007, LaCasse EC et al. 2008, Srinivasula a Ashwell
2008).

Prvni IAP byl identifikovan u baculoviru a byly zjistény jeho schopnosti inhibovat
apoptozu napadenych hmyzich bunék (Crook et al. 1993, Dubrez-Daloz et al. 2008).
Geny kodujici molekuly IAPs byly pak identifikovany u evoluéné zna¢né vzdalenych
organismil: virli, kvasinek, hlistic, ryb a savct.

Do poptedi naSeho zdjmu se dostali pfedevsim XIAP a survivin, jako potencidlni
terapeutické cile pifi 1écbé rakoviny. Témto dvéma clenim IAP rodiny budu dale

vénovat nejvice pozornosti.

Struktura IAPs

IAPs jsou sloZzené z n€kolika proteinovych domén, které maji specifické funkce a
urcuji jejich ¢innost. IAPs jsou si strukturné podobné, obsahuji jednu nebo tii BIR
(Baculovirus IAP repeat) domény (Obr. 4). BIR doména je usek 70-80 aminokyselin
skladajici se z variabilni sekvence CX;CXisHXeC (C=cystein, H=histidin, X=jina

aminokyselina) a tvofici kulovité struktury, které obsahuji tfi nebo ¢tyfi a-helixy a

15



rizny pocet antiparalelnich B-skladanych listi stabilizovanych atomem zinku. AZ na
nékteré vyjimky vétSina BIR domén obsahuje ve svém povrchu vazebna mista (tzv.
IBM-interacting exosite) pro N-konec aminokyselinovych sekvenci znamych jako IBM
(IAP binding motif) sekvence (Shi 2002, Dubrez-Daloz et al. 2008). IBM se vyskytuje
V riznych proteinech, napt. Smac, HtrA2, malé podjednotce kaspasy-9, -3 a -7 (Vaux a
Silke 2003, Dubrez-Daloz et al. 2008). Nejmensi ¢len rodiny IAPs survivin obsahuje

vvvvvv

| H H —— < XIAP (ILP-1, MIHA)
[ H H —<_">—4» clAP1 (HIAP2, MIHB)
[ H H —<>—a» CclAP2 (HIAP1, MIHC)
| H H I NAIP
S T = Survivin (TIAP)
—A |- Livin (ML-IAP)
{ } Apollon (Bruce)
4 - ILP-2 (Ts-IAP)
E=E] eR
<> CARD
= RING

Obr. 4. Strukturni domény v molekulach IAPs (Fulda 2008)

Dalsi strukturni doménou vyskytujici se v IAPs je tzv. RING (really interesting new
gene), ktera lezi v karboxytermindlni oblasti, obsahuje strukturu ,,zinkového prstu“ a ma
funkci E3-ubikvitin ligasy (Vaux a Silke 2005, Dubrez-Daloz et al. 2008). U¢inkem této
domény jsou [APs ubikvitynylovany nebo jsou ubikvitynylovany jejich vazebni partneti
jako je kaspasa-3, -7, -9, Smac, ASK1 (apoptotic signal-regulating kinase 1) a dalsi
(Juany et al. 2000, Dubrez-Daloz et al. 2008). RING doménu obsahuji XIAP, cIAPI,
ClAP2, livin a ILP-2.

CARD (caspase activation recruitment domain) je dalsi dilezitou doménou.
Vyskytuje je vc-IAPL a c-IAP2 a je umisténa mezi tfeti BIR doménou a RING
doménou (Fulda 2008). CARD zprostiedkuje interakci s jinymi proteiny nesoucimi
CARD doménu (Fulda 2008).

Protein NAIP je atypicky, krom¢ zdkladni BIR domény obsahuje jest¢ centralni
NOD (nucleotide-binding oligomerisation domain) a C-terminalni LRR (leucine rich
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repeat). NOD je oligomerizacni doména a LRR ma patrné vyznam pro v detekci
specifického ligandu.

Survivin ve své molekule obsahuje jednu BIR doménu a C-terminalni coiled-coil
(CC) doménu, ktera zprostiedkovava lokalizaci survivinu na mikrotubulech béhem

mitosy (Li 1998, Dean et al. 2007).

Funkce 1APs

Uvedené apoptotické signalni drahy konverguji do aktivace efektorovych prokaspas.
Pro spravny vyvoj a preziti organismu je presna regulace kaspas naprosto zasadni a
jejich neptfiméfend aktivace mlze mit zavazné nasledky, pokud jde o vznik riznych
onemocnéni. Primédrni regulace proapoptotickych kaspas se uskute¢iiuji na urovni
genové exprese a na urovni posttranslaéniho mechanismu jejich aktivace. Jak jiz bylo
popséno v kapitole o téchto enzymech, kaspasy jsou syntetizovany jako neaktivni
proenzymy a nasledné aktivovany piesné kontrolovanymi procesy. Na regulaci aktivace
a aktivity kaspas -9, -3 a -7 se podili specifické intracelularni bilkovinné inhibitory
pattici do rodiny IAPs (Deveraux et al. 1999, Hunter et al. 2007). Z rodiny IAPs je vSak
pouze XIAP pravym inhibitorem kaspas, a to kaspasy-9, -3 a -7, ostatni IAPs jen vazi
kaspasy, ale neinhibuji je (Eckelman et al. 2006).

XIAP (BIRC4), znamy také jako hILP, je protein o hmotnosti ptiblizné 57 kDa,
obsahuje tfi BIR domény (BIR1-3) a jednu RING doménu, jejichz zndmé interakce a

funkce jsou znazornény na Obr. 5.

XIAP

3 IE-‘.IEU ZEH} 448 AING 497
oo S } |

kaspasa-3/7 kaspasa-8 E3 ligasa

Funkce;

Obr. 5. Struktura XIAP (Schimmer et al.2006)

Funkce XIAPu je naznaCena na obrazku 6. Studie ukazuji, Ze BIR1 doména ma ulohu
mimo inhibovani kaspas, a to jako silny regulator bunééného cyklu a mitosy (Uren et al.
1999, Schimmer et al. 2006). BIR2 doména s casti spojovaciho peptidového linkeru,
umisténého na N-konci BIR2 domény, vaze a inhibuje kaspasu-3 a -7. Pokryva

v kaspase-3 ¢i -7 celou vazebnou ¢ast pro substrat, ¢imz blokuje aktivni misto téchto
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kaspas (Sun et al. 1999, Schimmer et al. 2006). BIR3 doména vaze a sekvestruje
monomer kaspasy-9, ¢imz se ptredchazi aktivaci kaspasy-9. BIR3 interaguje s N-
koncovou sekvenci mensi podjednotky kaspasy-9 a dale s c¢asti povrchu mensi
podjednotky kaspasy-9, ktery je nutny pro jeji homodimerizaci. Vysledkem je
»uzamknuti* neaktivni monomerni formy kaspasy-9 v heterodimeru XIAPekaspasa-9,
v némz kaspasa-9 nema schopnost katalyticky Stépit bilkovinné substraty (Shiozaki et
al. 2003, Schimmer et al. 2006). BIR2 a BIR3 domény XIAPu obsahuji tzv.
IBM-vazebnd mista vazici v proteinech N-koncové aminokyselinové sekvence
s charakterem IBM. V C-terminalni ¢asti sekvence XIAPu je tzv. RING doména, ktera
ma ubikvitin E3-ligasovou aktivitu. Ta je schopna podporovat degradaci proteinti
znaCenim jejich molekuly molekulami ubikvitinu, coZ je polypeptid. Ubikvitinem
oznacuje XIAP i1 sam sebe a podnécuje tak svou vlastni destrukci (Yang et al. 2000,
Schimmer et al. 2006). Prostfednictvim RING domény XIAP ubikvitinyluje také své
endogenni antagonisty Smac a Htra2. Mutace této domény snizuje, ale nezrusi

antiapoptoticky efekt XIAP proteinu (Schimmer et al. 2006).
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Obr. 6. XIAP inhibuje apopt6zu vazbou na aktivni kaspasu-9, -3 a -7

(upraveno podle Huntera et al. 2007)
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XIAP mize také inhibovat apoptoézu prostiednictvim mechanismi, které nesouvisi
s jeho schopnosti vazat kaspasy. Funguje jako regulator bunééné signalizace, bunécné
proliferace, maturace T-lymfocytd, aktivuje NF-kB (nuclear factor-kB), coz je
transkripéni faktor, ktery ma silny proliferatni a antiapototicky ucinek, napomaha
preziti postmitotickych neuront a kardiomyocytii pii zvySené zatézi a ucastni se dalSich
dalezitych bunécénych procestt (Dubrez-Daloz et al. 2008). XIAP je exprimovan v
mnoha normalnich dospélych tkanich (Dubrez-Daloz et al. 2008).

Survivin (BIRCS) je protein o hmotnosti 17 kD, ktery obsahuje jednu BIR doménu a
CC doménu. Jeho role spociva vregulaci apoptézy i mitozy bunck. Je vysoce
exprimovan v délicich se normalnich bunkach (s maximem exprese v Go/M fazi
bunécéného cyklu) a v nddorovych buikach, v nichz Casto jeho exprese neni zavisla na
fazi bunécného cyklu. Ve zdravych tkanich dospélych jedincii se survivin exprimuje
pouze minimalné¢ (Ambrosini et al. 1997, Dean et al. 2007, Zangemeister-Wittke a
Simon 2004).

ThrJ P '|11r34T 6o

Apoplosa

Obr. 7. Uloha survivinu pfi apoptéze a jeho vazebni partnefi, exprese survivinu ve
zdravych délicich se bunkach ve fazi G,/M buné&ného cyklu
(Zangemeister-Wittke a Simon 2004)

Survivin se v buikach vyskytuje v cytoplasmée a v jadre, a to v poméru 6:1 (Fortugno et
al. 2002) a v nadorovych burkach je pfitomen rovnéz v intermembranovém prostoru
mitochondrii (Dohi et al. 2004a). Po permeabilizaci zevni mitochondrialni membrany se

mitochondrialni pool survivinu uvolni do cytoplasmy, kde interaguje s vazebnymi
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partnery, tj. sproteiny XIAP a HBXIP (Obr. 7), které zprostiedkuji jeho anti-
apoptotickou funkci (Dohi et al. 2004b, Marusawa et al. 2003). Survivin spole¢né
s HBXIP proteinem (hepatitis B X-interacting protein) tvoii proteinovy komplex, ktery
vaze prokaspasu-9 a tim znemozni jeji aktivaci v apoptozomu (Marusawa et al. 2003).
Survivin dale tvoii komplex s XIAP proteinem, a to prostfednictvim své BIR domény a
BIR1 a BIR3 domén XIAPu. V tomto komplexu je zvySena stabilita XIAPu a XIAP ma
vy$8i inhibi¢ni Géinek na aktivitu kaspasy-9 (Dohi et al. 2004b).

IAPs jako terapeutické cile pri 1é¢bé rakoviny

Svétova zdravotnickd organizace odhaduje, ze se kazdym rokem diagnostikuje 11
milionii novych ptipadd rakoviny a tyto pocty budou naddle stoupat. Plicni rakovina je
jednou z nejéastéjsich piic¢in umrti na rakovinu na celém svété. Castdji postihuje muze,
ale 1 u Zen jeji incidence stoupa (web WHO). Postupny vznik zhoubného néadoru je
multifaktoridlni a slozity proces, ktery zahrnuje transformaci normalnich zdravych
bunck v bunky néadorové, jejich proliferaci v primarni nador, kterd je provazena
neovaskularizaci, a progresivni rist nadoru s jeho lokdlni invazi a popiipad¢ i Sifenim
(metastazovani) hematogenni ¢i lymfatickou cestou do vzdalenych organti. Hlavnimi
znaky vzniku a vyvoje maligniho nadoru jsou: sobésta¢nost bunék v tvorbé rastovych
signali, necitlivost bunck vic¢i inhibicnim rGstovym signalim, Unik z apoptdzy,
neomezeny replikacni potencidl, trvala neoangiogeneze, histoinvaze nadoru a jeho
metastazovani (Hanahan a Weinberg 2000).

Mnoho nadorovych bunéénych linii 1 primarnich nddord vykazuje zvySenou C¢i
nadmérnou expresi IAPs. Tyto biochemické zmény jsou nejmarkantnéji vyjadieny u
survivinu. Survivin je exprimovan zejména v riznych embryonalnich tkénich a rovnéz v
mnoha typech nadorii, zatimco v diferencovanych bunikach zdravych tkani dospélych
jedincli je exprimovan minimaln¢. Pfitomnost vysoké hladiny surivinu ve vzorku
biopsie nddoru casto koreluje se Spatnou progndzou onemocnéni, zvySenou mirou
selhavani 1écby a relapsem nadorové nemoci (Ambrosini et al. 1997, Hunter et al. 2007,
LaCasse et al. 2008,). IAPs jiné nez survivin v8ak nemaji stejny klinickopatologicky
vyznam u ruznych nadorovych nemoci. Napf. zvySend exprese XIAPu koreluje se
Spatnou prognézou a zavaznosti onemocnéni u akutni myeloidni leukémie (AML) a
renalniho karcinomu(Hess et al. 2007), ale nikoli u nemalobunééného karcinomu plic

(NSCLC) (Ferreira et al. 2001a). ZvySena exprese XIAPu je spojena s kratSim
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pfezivanim a niz8i odpovédi na 1é€bu u AML (Hess et al. 2007), ale nikoli s odpovédi
na klasickou chemoterapii u nemocnych s pokrocilym NSCLC (Ferreira et al. 2001b).

Primérni nebo ziskana rezistence na bézn¢ pouzivanou chemoterapeutickou 1écbu je
hlavni piekazkou efektivni nechirurgické 1é¢by nddorti. Diky soucasnym poznatkim,
které ukazuji na zdsadni ulohu IAPs v regulaci apoptézy nadorovych buné€k, se objevuji
navrhy vyuzit inhibici exprese a funkce IAPs jako terapeutickou strategii pro
biologickou Iécbu znoubnych nador (LaCasse et al. 2008). XIAP je hlavnim
inhibitorem efektorovych kaspas, a proto je vétSina téchto pfistupti zaméfena na jeho
neutralizaci ¢i eliminaci jeho exprese. Mnohé klinické studie se zabyvaji vyuzitim tzv.
AS ODNs (antisense oligodeoxynucleotides) jako selektivnich inhibitort v expresi
geni. AS ODNs jsou malé useky DNA, pfiblizné¢ 12-30 nukleotidii dlouhé a
komplementarni pro specifick¢é vlakno mRNA. Hybridizace AS ODNs a specifické
mRNA zabrafuje translaci této mRNA a tak se blokuje exprese proteinu kodovaného
danou mRNA a déle dochazi ke zvysené degradaci této mRNA (Galderisi et al. 1999,
Hunter et al. 2007, LaCasse et al. 2008). Dalsi strategii je pouziti tzv. bifunkénich Smac
mimetik, malych molekul navazujicich se na BIR3 doménu XIAPu a cIAPG. Tim se
blokuje jednak vazebné misto na BIR3 doméné XIAPu pro kaspasu-9 a jednak se
indukuje ubikvitinylace IAPs molekul spojenych molekulou bifunkéniho Smac
mimetika (LaCasse et al. 2008). Stejné jako zvySend exprese Smac proteinu, tak i Smac
mimetika inhibuji anti-apoptotickou funkci riznych IAPs (Dean et al. 2007, Li et al.
2004).
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ELISA

Imunochemické metody

Imunochemické metody vyuzivaji interakce antigenu (Ag) se specifickou protilatkou
(Ab) in vitro za tvorby imunokomplexu AgeAb. Stanoveni tohoto imunokomplexu je
mozné po navazani vhodné znacky na jednoho z imunoreaktanti. Ruzné typy

imunoanalyz jsou popsany v Tabulce 2.

Tabulka 2. Rozdéleni imunoanalytickych metod dle pouzitého znaéeni reaktantu

Imunoanalyza Zkratka Pouzité znaceni
Radioimunoanalyza RIA radioizotopem
Enzymova imunoanalyza EIA enzymem
Fluoroimunoanalyza FIA fluorochromem
ChemiLuminiscen¢ni CLIA, LIA chemiluminoforem
imunoanalyza

Nejlepsi antigenni vlastnosti maji bilkoviny. Antigenem muze byt i protilatka. V
laboratorni praxi se kazda imunochemicky (tj. pomoci protilatek) stanovovana molekula
(analyt), napt. rizné endogenni a exogenni typy biopolymert a organickych sloucenin,
vetSinou oznacuje jako antigen. Jednotlivé imunochemické analytické metody miZeme
rozdélit na kompetivni (neznafeny antigen soutéZi o vazebnd mista protilatek s
pfidanym znacenym antigenem) a nekompetitivni (napf. sendvi€ovd imunoanalyza, v
niz se antigen navaze mezi dvé specifické protilatky). Imunochemické analytické
metody mohou byt dale klasifikovany jako heterogenni (vyzaduji separaci volné a
vazané frakce atigenu) nebo homogenni (nevyzaduji separaci volné a vazané frakce

analytu) (Hage 1999).

ELISA

Metoda ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) patii do skupiny enzymovych
imunoanalyz (EIA) a je jednou z nejpouzivanéjSich a nejb&znéjSich imunoanalyz v
biochemickych a klinicko-biochemickych laboratofich. Je to metoda pomérné rychla,

presna, citliva a reprodukovatelnd a mize detekovat antigeny v pikogramovych (10'12 0)
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koncentracich v biologickych tekutinach (napf. séru, plasmé, exsudatech) nebo v
bunécnych a tkanovych lyzatech. ELISA vyuziva jako detek¢éniho Cinidla protilatku s
kovalentn¢ navazanym enzymem (tj. konjugat protilatky s detekénim enzymem), jehoz
aktivita je méfena pomoci ur¢it¢tho chromogenniho nebo fluorogenniho substratu.

ELISA patii mezi heterogenni analyzy a muze se dale délit na pfimou (direct
ELISA), nepfimou (indirect ELISA), kompetitivni (competitive ELISA) a
nekompetitivni neboli sendvicovou (sandwich ELISA) (Hornbeck 1991). Pro ucely
naSeho vyzkumu jsme pouzili metodu ELISA sendvicového typu pro detekci
rozpustného (cytosolového) antigenu (Obr. 8.).
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Obr. 8. Sendvi¢ova ELISA, schema jednotlivych krokl analyzy
(www.bendermedsystems.com/elisa)

Popis jednotlivvch kroka sendvic¢ové ELISA metody

Krok 1) Potazeni povrchu jamky mikrotitracni desticky vyvazovaci protilatkou (Ab-V);
promyti a zablokovani (blokacnim pufrem obsahujicim indiferentni protein) téch mist
povrchu jamky, kterd nebyla potazena molekulami vyvazovaci protilatky.

Krok 2) Pfidani vzorku obsahujiciho stanovovany antigen (Ag), ndsledné navazani
antigenu na imobilizovanou vyvazovaci protilatku; odmyti nenavazaného antigenu.
Krok 3) Navazani detekcni protilatky (Ab-D), znacené enzymem, na antigen,zachyceny
imobilizovanou vyvazovaci protilaitkou (detekéni protilatka nesmi reagovat s
imobilizovanou protilatkou bez piitomnosti antigenu); odmyti nenavazané detekcni
protilatky.

Krok 4) Stépeni ptidaného substratu (S) enzymem na detegovatelny a kvantifikovatelny
produkt (signal) (napt. P2). Vysledny signdl je zméfen v destiCkovém fotometru nebo
fluorimetru (absorbance nebo fluorescence) a je piimo Umérny koncentraci

stanovovaného antigenu v analyzovaném vzorku.
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Material a pracovni postup

Odbér a typy pouZitych tkani

Pacienti s karcinomem plic, ktefi vstoupili do nasi vyzkumné studie, byli 1é¢eni
primarné chirurgicky (lobektomie nebo bilobektomie plice nebo pneumonektomie s
disekci regiondlnich lymfatickych uzlin). Z opera¢niho resekatu byl vzdy excidovan
vzorek primarniho plicntho nadoru (znaceno Tu) a kontrolni vzorek nadorem
nezasazené¢ho plicniho parenchymu (znaceno Lu). Vzorek kontrolni plicni tkdné byl
odebran z mista, které bylo co mozna nejvzdalenejSi od mista primarniho nadoru.
Vzorky mély Cerstvou vlhkou hmotnost v rozmezi 190-240 mg. Vsechny vzorky byly
vlozeny v kryozkumavkach a ihned preneseny do kontejneru s kapalnym dusikem, kde
byly rychle zmazeny. Vzorky byly pak uchovavany pii -78'C v hlubokomrazicich
skiinich do doby dalSiho zpracovani.

Histopatologicka klasifikace plicnich nadorti byla provedena dle kritérii Svétové
zdravotnické organizace (WHO) (Travis et al. 2004). Do nasi studie byly zarazeny tyto
typy nemalobunééného karcinomu plic (NSCLC, non-small cell lung carcinoma;
n =88): dlazdicobuné&¢ny karcinom plic (SQCLC, squamous cell lung carcinoma;
n = 39), adenokarcinom plic (LAC, lung adenocarcinoma; n = 38), smiSeny karcinom
plic typu SQCLC+LAC (n = 3), velkobuné¢ny karcinom plic (LCLC, large cell lung
carcinoma; n =2), sarkomatoidni karcinom plic (SLC, sarcomatoid lung carcinoma;
n=3) a nediferencovany karcinom plic (UNDIF, undifferentiated lung carcinoma;
n =3). Stadium nemalobunécného karcinomu plic bylo ureno dle mezinarodniho
pTNM systému (Mountain 1997).

Pacienti pfed operaci neprodélali radioterapii ani chemoterapii a kazdy podepsal
pisemny informovany souhlas se vstupem do vyzkumné studie. Provedeni vyzkumné

studie bylo schvéleno Etickou komisi pfi Fakultni nemocnici Na Bulovce, Praha.

Priprava bilkovinnych extraktu

Pro imunometrickou kvantifikaci XIAPu sendvi¢ovou ELISA metodou jsme pfipravily
ze vzorkiu NSCLC a plic extrakty typu I. Pro imunometrickou kvantifikaci survivinu

sendvi¢ovou ELISA metodou jsme piipravily ze vzorki NSCLC a plic extrakty typu S.
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Roztoky a reagencie

Pufry a zasobni roztoky:

= PBS pufr: 137 mM NaCl (M, = 58,44; ICN 194848), 2,7 mM KCI (M, = 74,55; ICN
194844), 8,1 mM Na,HPO, (M,=141,96; Sigma S-3264), 1,5 mM KH,PO,
(M; =136,09; Fluka 60218); vSe rozpustit v deionizované vodé na 1 litr roztoku, pH
7,2-7,4, prefiltrovat pres 0,2 um fitr, skladovat pti 4°C

= 100 mM Na,EDTA-2H,O (M,=372,2; Sigma E-5134) vPBS (tj. 18 mg
Na,EDTA-2H,0 rozpustit v 483,6 ul PBS)

= 1 mM E-64 (M, = 357.4; Sigma E-3132) v PBS (tj. 1.0 mg E-64 rozpustit v 2,78 ml
PBS)

* 200 mM AEBSF-HCI (Pefabloc; M, =239,7; Fluka 76307) v deionizované vod¢ (t;.
12 mg AEBSF-HCI rozpustit v 250,3 pl deionizované vody)

= 10 mM pepstatin (M, =685,9; Calbiochem 516481) v DMSO (M,=78,1; Serva
20385) (tj. 1 mg pepstatinu rozpustit v 145,8 DMSO)

= 0.5% Tween 20 (Sigma P-7949) v PBS pufru (tj. 25 ul Tweenu 20 rozpustit
v 4,975 ml PBS)

» 20% Triton X-100 (Fluka 93426) v PBS pufru (tj. 200 ul Tritonu X-100 rozpustit
v 800 ul PBS)

Pokud se zasobni roztoky ihned nepouziji nebo nespotiebu;ji, zkumavky zaparafilmovat

a zamrazit na -25 C. PBS se uchovava v lednici pii 4 C.

Lyzaéni pufry:

* Lyzaéni pufr #2I pro pripravu bilkovinnych extrakti typu I:

1mM Na,EDTA, 0,005% Tween 20, 0,5% Triton X-100, pH 7,2-7,4, s koktejlem
proteinasovych inhibitra: 50 uM E-64, 200 uM AEBSF-HCI a 25 pM pepstatin. Pfipravit
ze zasobnich roztokt v PBS pufru, uchovavat pti -25 C

Priprava 25 ml roztoku: do 25-ml odmérky napipetovat =~ 21,5 ml PBS, piidat 250 ul
100 mM NaEDTA-2H,O vPBS, 250 ul 0,5% Tween 20 vPBS, 625 ul 20%
Triton X-100 v PBS (pistovou pipetou), 1250 ul 1 mM E-64 v PBS, 25 ul 200 mM
AEBSF-HCI v deionizované vodé, 62,5 pul 10 mM pepstatin v DMSO, promichat a
doplnit PBS na 25 ml roztoku. Rozd¢lit na dva alikvoty po 12,5 ml do 15-ml zkumavek.
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* Lyzacni pufr #2S pro pripravu bilkovinnych extraktu typu S:

1mM Na;EDTA, 0,005% Tween 20, 0,5% Triton X-100, 6 M urea v PBS, pH 7,2-7,4,
s koktejlem proteinasovych inhibitri: 50 uM E-64, 200 uM AEBSF-HCI a 25 uM
pepstatin. Pfipravit ze zasobnich roztokt v PBS pufru, uchovavat pii -25 C.

Priprava 25 ml roztoku: do 25-ml odmérky navazit 9,009 g urey (M, = 60,06; Fluka
51456), rozpustit vPBS asi na=21,5 ml roztoku, pfidat 250 ul 100 mM
Na;EDTA-2H,0 v PBS, 250 ul 0,5% Tween 20 v PBS, 625 pul 20% Triton X-100 v PBS
(pistovou pipetou), 1250 pl 1 mM E-64 vPBS, 25 ul 200 mM AEBSF-HCI
v deionizované vod¢, 62,5 ul 10 mM pepstatin v DMSO (vystielovaci pipetou
Hamilton), promichat a doplnit PBS na 25 ml roztoku. Rozd¢lit na dva alikvoty po 12,5

ml do 15-ml zkumavek.

Ptiprava bilkovinnvch extrakti typu la S

Vzorky nadora (Tu) a plicni tkané (Lu) (=200 mg), dosud ulozené
v kryozkumavkach pii -78°C, pienést do granulovaného pevného CO, (suchy led),
uvolnit vzorek tkan¢ od stény zkumavky (poklepem o desku stolu) a pfidat 800 pl
lyzaéniho pufru #2I (pfi ptipravé extraktt I) nebo lyzaéniho pufru #2S (pii piipravé
extraktd S). Lyzacni pufry musi byt pfedem vychlazeny. Ihned homogenizovat na
Ultra-Turraxu T25 se sondou S25N-8G pii 24000 rpm, celkem 10 x 5 sekund
s kratkymi prestavkami. Homogenizaci provadét za soucasného chlazeni zkumavky v
ledu. Homogenat ptepipetovat do pfipravené popsané 1,5-ml centrifugacni zkumavky
(Beckman 356090) a ponechat 5 minut v ledu. Zkumavky s =~ 20%-nim homogenatem
vyvazit a zcentrifugovat na centrifuze Beckman Avanti 251 v rotoru Beckman JA-18.1
(adaptery nastavené na 45°) pii 40000xg (17600 obr./min), po dobu 34 minut a p¥i
4°C. Vysledné supernatanty opatrné piepipetovat do vyautoklavovanych popsanych
1,5-ml zkumavek (Costar 3620), promichat pipetovanim touze Spickou, ponechat v ledu
a alikvotovat do vyautoklavovanych popsanych 0,6-ml zkumavek (Costar 3208) po
100 pl + zbytek ponechat v pivodni 1,5-ml zkumavce. Zkumavky s alikvoty popsat,

zaparafilmovat a uskladnit v hlubokomrazici sk¥ini pii -78 C.
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Stanoveni celkové bilkoviny v extraktech I a S (BCA metoda stanoveni)

Metoda BCA (bicinchoninic acid) vyuziva sodné soli kyseliny bicinchoninové, ktera
tvoii komplexy s médnymi ionty Cu’, které se tvoii pii reakci peptidové vazby s
mé&d’natymi ionty Cu?*. Tento barevny komplex je spektrofotometricky méfen a mira
zabarveni je pfimo imeérna koncentraci celkové bilkoviny ve vzorku (Stoscheck 1990,

Smith et al 1985).

Zasobni roztoky:

* 0,012% albumin bovinniho séra (BSA; Sigma A-7030) v deionizované vodé, piipravit
25 ml roztoku

* (R1) 8% Na,CO3 (M,=105,99; MP 191437), 1,6% vinan sodny (M,= 230,10;
Lachema), 0,8% NaOH (M;=40,00; ICN 153495) v deionizované vodé, pfipravit
100 ml roztoku a upravit na pH 11,25 pomoci pevného NaHCO;3; (M;=84,01; ICN
194847)

= 4% CuSO45H,0 (M, =249,69; Sigma C8027) v deionizované vod¢, ptipravit 25 ml
roztoku

= 4% BCA (bicinchoninova kyselina; 4,4-dicarboxy-2,2-biquinoline) (M, = 344,3;
Sigma D8409) v deionizované vodé, pripravit 100 ml roztoku, upravit na pH 11,25
pomoci 10%-niho roztoku NaOH, vysledny roztok musi byt Ciry.

Roztoky uchovavat pii pokojové teploté, roztok 0,012% BSA pfipravit vzdy Cerstvy.

Ptiprava pracovniho ¢inidla ze zasobnich roztokt: ptipravit 12 ml ¢inidla smisenim

6 ml roztoku R1, 5,76 ml 4% BCA a 0,24 ml 4% CuSO,

Pracovni postup:
Extrakty I nebo S pomalu rozmrazit na ledu (pouzit ziistatkové extrakty v pavodnich

1,5-ml zkumavkach, viz vyse), promichat a pouZit pro stanoveni celkové bilkoviny.

Redéni extraktii I a S:

nejprve pripravit fedéni 100x (tj. 10 pl extraku I nebo S + 990 pl deionizované vody), a
pak pfipravit fedéni:

» 1000x (tj. 40 ul 100x fedéného vzorku + 360 pl deionizované vody), a

» 2000x (tj. 20 pl 100x fedéného vzorku + 380 pl deionizované vody).
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Nafedéné extrakty napipetovat do 0,6-ml zkumavek vhodné uspofadanych pro

pipetovani multikanalovou pipetou.

Ptiprava standardi BSA:

zasobni roztok 0,012% BSA (120 pg/ml) fedit deionizovanou vodou na serii n¢kolika
riznych pracovnich koncentraci BSA:

30 pg/ml (St 7), 20 pug/ml (St 6), 15 ug/ml (St5), 10 ug/ml (St 4), 7,5 pg/ml (St 3),
5 pg/ml (St 2) a 2,5 pg/ml (St 1). Jako slepy roztok (blank) pouzit deionizovanou vodu.
Roztok blanku a roztoky standardi BSA napipetovat do 0,6-ml zkumavek vhodné

uspotradanych pro pipetovani multikanalovou pipetou.

Analytickd procedura:

Do jamek 96-ti jamkové mikrotitracni prihledné desticky (P-Lab K002620) napipetovat
blank, standardy a naredéné extrakty I nebo S, vse v tripletech (tj. pro tii paralelni
m¢éfeni), a to 100 pl/jamka a do ptislusnych jamek, jak je na ptikladu uvedeno v
Tabulce 3. K pipetovani pouzit 8-kanalovou pipetu Gilson. Dbat na udrZeni ¢istoty dna

mikrotitracni desticky.

Tabulka 3. Vzorové usporfadani vzorkd v 96-ti jamkové mikrotitracni desce

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 [ 11 | 12
BL |BL |BL |VZ1A | VZ1A | VZ1A | VZ5A | VZ5A | VZ5A
ST1 | ST1 | ST1 | VZ1B | VZ1B | VZ1B | VZ5B | VZ5B | VZ5B
ST2 | ST2 | ST2 | VZ2A | VZ2A | VZ2A | VZ6A | VZ6A | VZ6A
ST3 | ST3 | ST3 | VZ2B | VZ2B | VZ2B | VZ6B | VZ6B | VZ6B
ST4 | ST4 | ST4 | VZ3A | VZ3A | VZ3A | VZTA | VZTA | VZTA
ST5 | ST5 | ST5 | VZ3B | VZ3B | VZ3B | VZ7B | VZ7B | VZ7B
ST6 | ST6 | ST6 | VZ4A | VZ4A | VZ4A
ST7 | ST7 | ST7 | VZAB | VZ4B | VZ4B
Blank (BL), sedm ruznych standardd BSA (ST) a sedm raznych vzorkl ve dvojim
fedéni (VZA = fedéni 1000x a VZB = fedéni 2000x), vSe pipetovano v tripletu

IT|(O|mmoO|m| >

K napipetovanému blanku, standardiim a nafedénym vzorkiim pak 8-kandlovou pipetou
pridat 100 pl/jamka pracovniho ¢inidla, mikrotitraéni desticku pielepit pruhlednou
folii a inkubovat ji 1 hodinu pii 40°C v termostatu. Poté mikrotitrani desti¢ku polozit

5 minut na Saran folii na ledovou drt’ za G¢elem zastaveni reakce.
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Meéfieni absorbance reakéniho produktu:

absorbance vysledného barevného roztoku je zmétena na destickovém fotofluorimetru
SpectraFluor (TECAN G.m.b.H., Austria), v némzZ je do drahy svételného paprsku
zatazen s opticky filtrem 570 nm (filter slide ABS-E 570 nm). Piistroj je fizen
programem Biolise (version 2.0). Tento program rovnéz zpracuje a vyhodnoti zmétena
data dle zadanych parametrii. Vysledkem je stanovend koncentrace celkové bilkoviny

Vv analyzovaném vzorku, ktera je vyjadiena v jednotkach pg/pl.

Chromogenni ELISA XIAPu a survivinu ve vzorcich Tu a Lu

Pro imunometrickou kvantifikaci XIAPu a survivinu sendvicovou ELISA metodou jsme
pouzili soupravy reagencii (viz nize), které obsahovaly potiebné zakladni komponenty
pro imunochemické stanoveni proteintt XIAP a survivin v bilkovinnych extraktech typu

I a S. Princip metody byl popsan vySe v teoretické Casti této prace.

Roztoky a reagencie

Pufry a dalsi roztoky

» PBS pufr: 137 mM NaCl (M, = 58,44; ICN 194848), 2,7 mM KCI (M, = 74,55; ICN
194844), 8,1 mM Na,HPO, (M,=141,96; Sigma S-3264), 1,5 mM KH,PO,
(M; =136,09; Fluka 60218); vSe rozpustit v deionizované vod¢ na 1 litr roztoku, pH
7,2-7,4, piefiltrovat pies 0,2 um fitr, skladovat pti 4 C

» Promyvaci pufr: 0,05 % Tween 20 v PBS, pH 7,2-7,4, pfipravit = 550 ml (pro plnou
96-ti jamkovou mikrotitracni desticku)

= Blokacni pufr: 1% BSA, 5% sacharosa (Sigma S-0389), 0,05% NaN3 (Fluka 71289)
v PBS, pH 7,2-7.,4, ptipravit 30 ml (pro plnou 96-ti jamkovou mikrotitraéni desticku)

= Redici roztok #1 (ICD1) (XIAP): 1,0% BSA v PBS, pH 7,2-7,4, piefiltrovat pres
0,2 pm filtr, pfipravit = 25 ml (plna mikrotitracni desticka)

= Redici roztok #4 (ICD4) (XIAP): 1mM Na,EDTA, 0,005% Tween 20, 0,5% Triton
X-100 v PBS (pouzit zasobni roztoky jako pro piipravu lyzacnich pufrid I nebo S),
pH 7,2-7,4, ptipravit = 12 ml (plna mikrotitracni desticka)

= Redici roztok #1a (ICD1a) (survivin): 1,2% BSA v PBS, pH 7,2-7,4, prefiltrovat
ptes 0,2 um filtr, pfipravit = 1 ml
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= Redici roztok #1b (ICD1b) (survivin): 1,0% BSA v PBS, pH 7,2-7.4, piefiltrovat
ptes 0,2 pum filtr, pfipravit = 25 ml (plna mikrotitracni desticka)

» Redici roztok #2 (ICD2) (survivin): 1% BSA, 1 M urea vPBS, pH 7,2-7,4,
prefiltrovat pies 0,2 pum filtr, pfipravit ~ 14 ml (plna mikrotitra¢ni desti¢ka)

= Redici roztok #5 (ICD5) (survivin): 1 mM EDTA, 0,5% Triton X-100, 6 M urea
v PBS, pH 7,2-7,4, ptipravit = 500 pl (fedéni 1 vialky standardu survivinu)

= Redici roztok #6 (ICD6) (survivin): 1,265% BSA v PBS, pH 7,2-7.4, prefiltrovat
pres 0,2 um filtr, piipravit = 4 ml (plna mikrotitracni desticka)

Redici roztoky, PBS a promyvaci pufr je mozno piipravit den ped analyzou a uchovat
je Vvlednici pfi 4'C. Pfed pouzitim je viak nutno roztoky vytemperovat na teplotu
laboratote. Blokacni pufr je nutné ptipravit Cerstvy v den analyzy.

» Kolorimetricky substrat: smés 1:1 Color Reagent A (H,O;) a Color Reagent B
(tetrametylbenzidin), které jsou komponentami Substrate Reagent Pack (Cat # DY999;
R&D Systems), se pfipravi Cerstva tésné pied pouzitim, jeji spotieba na plnou desku je
9,6 ml

= Zastavovaci roztok: vodny 1 M (2 N) roztok H,SO, se ptipravi se zftedénim 95-98%
H.SO,4 (Aldrich 32,050-1). Spotieba zastavovaciho roztoku na plnou mikrotitra¢ni
desticku je 9,6 ml.

ELISA soupravy

Human Total XIAP ELISA DuoSet® IC, R&D Systems DYC822-5 (5 plates)
Human Total Survivin ELISA DuoSet® IC, R&D Systems DYC647-5 (5 plates)
Komponenty souprav:

= Vyvazovaci protilatky:

XIAP Capture Antibody (Part 840758, 2 vials) — mysi protilatka proti lidskému XIAPu
(1 vialka), rozpustit ve 200 ul PBS na koncentraci 360 pg/ml, po rozpusténi skladovat
pii 2-8°C po dobu 30 dni nebo pti -70°C po dobu 3 mésice

Survivin Capture Antibody (Part 840471, 2 vials) — krali¢i protilatka proti lidskému
survivinu (1 vialka), rozpustit ve 200 pul PBS na koncentraci 72 pg/ml, po rozpusténi

skladovat pfti 2-8°C po dobu 30 dni nebo pii -70°C po dobu 3 mésice
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= Detekéni protilatky:

XIAP Detection Antibody (Part 840759, 2 vials) — mysi biotinylovana protilatka proti
lidskému XIAPu (1 vialka), rozpustit v 1 ml fediciho roztoku #1 (ICD1) na koncentraci
18 pg/ml, po rozpusténi skladovat pii 2-8°C po dobu 30 dni nebo pii -70°C po dobu 3
meésice

Survivin Detection Antibody (Part 840472, 2 vials) — krali¢i biotinylovana protilatka
proti lidskému survivinu (1 vialka), rozpustit v 1 ml fediciho roztoku #1b (ICD1b) na
koncentraci 7,2 ng/ml, po rozpusténi skladovat pii 2-8°C po dobu 30 dni nebo pti -70°C
po dobu 3 mésice

= Standardy (ST):

XIAP Standard (Part 840760, 2 vials) — rekombinantni lidsky XIAP (1 vialka), rozpustit
v 500 pl fediciho roztoku #4 (1CD4) na koncentraci 120 ng/ml, po rozpusténi skladovat
pii 2-8°C po dobu 30 dni nebo pii -70°C po dobu 3 mésice; pted méfenim pripravit 7
pracovnich standardi XIAPu o nasledujicich koncentracich: 16 ng/ml (ST7), 8 ng/ml
(ST6), 4 ng/ml (ST5), 2 ng/ml (ST4), 1 ng/ml (ST3), 0,5ng/ml (ST2) a 0,25 ng/ml
(ST1) v fedicim roztoku #4 (ICD4)

Survivin Standard (Part 840473, 4 vials) — rekombinantni lidsky survivin (1 vialka),
rozpustit v 500 pl fediciho roztoku #5 (ICD5) na koncentraci 180 ng/ml, po rozpusténi
skladovat pii 2-8°C nebo pii -70°C po dobu 1 mésice; dalsi fedéni se provede v fedicim
roztoku #la (ICD1a) na koncentraci 30 ng/ml, nasledné se provede jesté jedno fedéni
v fedicim roztoku #2 (ICD2) na koncentraci 1600 pg/ml; pfed méfenim piipravit 7
pracovnich standardid survivinu o nasledujicich koncentracich: 1600 pg/ml (ST7),
800 pg/ml (ST6), 400 pg/ml (ST5), 200 pg/ml (ST4), 100 pg/ml (ST3), 50 pg/ml (ST2)
a 25 pg/ml (ST1) v v fedicim roztoku #2 (1CD2)

= Streptavidin-HRP (Part 890803, 1 vial) — 1 ml roztoku streptavidinu konjugovaného
s kifenovou peroxidazou (horseradish-peroxidase), skladovat pti 4°C, nesmi zmrznout!

Tento roztok se dale rovnéz fedi, a to dle instrukei uvedenych na etiketé vialky.

Technické rady a omezeni:

soupravy nepouzivat po datu expirace; zabrdnit mikrobidlni kontaminaci reagencii a
pufrii; pufry obsahujici proteiny piipravovat sterilnd a uchovavat je pfi 2-8'C nebo
pfipravovat je tésné pied pouzitim; po promyti jamek mikrotitracni desticky

promyvacim pufrem zbytky tohoto pufr dikladné odstranit (pfevratit desku dnem
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vzhliru a odblotovat pufr do nckolika vrstev buniiny); pii pipetovani pouzivat

v kazdém kroku vzdy cisté Spicky.

Redéni bilkovinnych extraktiila S

Redéni extrakti I:

alikvoty extraktti I rozmrazit na ledu, promychat, nafedit s fedicim roztokem #4 (1CD4)
na kone¢né koncentrace celkového proteinu 10 pg/100 pl (A) a 5 pg/100 ul (B),
celkovy objem pracovnich nafedénych extraktd A i B =350 pl.

Redéni extrakti S:

alikvoty extrakti S rozmrazit na ledu, promychat, nafedit s fedicim roztokem #6 (ICD6;
1. fedéni 4.8x), nasledné fedit fedicim roztokem #2 (ICD2) na pracovni koncentrace
celkového proteinu: pro vzorky Tu 25 pg/100 pl (A) a 12,5 pg/100 pl (B), a pro vzorky
Lu 150 pg/100 pl (A) a 75 pg/100 pul (B), celkovy objem pracovnich natedénych extraktd
AaB =350 pl

Pracovni protokol pro chromogenni ELISU XIAPu a survivinu

A) Priprava mikrotitra¢ni desti¢ky pro metodu ELISA

* do jamek transparentni desticky (Nunc-lmuno Maxisorb Plate, Nunc 446612)
napipetovat cCerstvy pracovni roztok vyvazovaci protilatky v PBS, konecna
koncentrace vyvazovaci protilatky je 2,0 pg/ml (XIAP) a 0,4 pg/ml (survivin),
100 pl/jamka (pracovni roztok protilatek pipetovat z teflonové vani¢ky 8-kanalovou
pipetou), desticku dobie uzavtit nalepovaci folii a inkubovat 18 hodin v temnu pti
teploté laboratote

= roztok vyvazovaci protilatky z jamek odstranit nasledujicim zplsobem: desticku
rychle invertovat a roztok vytfepnutim, pak zbytek roztoku odblotovat do nékolika
vrstev buniCiny, nasledné jamky desticky 3x promyt S 350 ul promyvaciho pufru
(0,05 % Tween 20 v PBS) a odblotovat do buni¢iny
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= do jamek desti¢ky napipetovat blokaéni pufr (1% BSA, 5% sacharosa, 0,05% NaN3)
300 pl/jamka, jamky desticky dobie uzavtit nalepovaci folii a desticku inkubovat 2
hodiny v temnu pii teploté laboratoie

* roztok bloka¢niho pufru zjamek odstranit zpiisobem uvedenym vyse, jamky 3X
promyt S350 pl promyvaciho pufru (0,05 % Tween 20 v PBS) a odblotovat do

buni¢iny

B) Imunochemicka stanovovaci procedura

- navazuje na piipravu ELISA desticky

= do pfislusnych jamek desticky napipetovat: blank (BL; ICD4 pro XIAP; ICD2 pro
survivin), pracovni roztoky standardi (ST1-ST7) a vzorky naredénych
bilkovinnych extrakti I nebo S (VZA a VZB), vSe pipetovat v tripletech (viz
Tabulka 3), 100 pl/jamka, desticku dobfe uzaviit nalepovaci folii a inkubovat 2
hodiny v temnu pfi teploté laboratofe

= roztoky blanku, standardti a vzorkli zjamek odstranit zplisobem uvedenym vyse,
jamky 3x promyt s 350 pl promyvaciho pufru (0,05 % Tween 20 v PBS) a odblotovat
do buniciny

* do jamek desticky napipetovat cerstvy pracovni roztok detekéni protilatky,
100 pl/jamka, pticemz pracovni koncentrace detekéni protlatky je: 500 ng/ml v pufru
ICD1 pro XIAP a 200 ng/ml v pufru ICD1b pro survivin (pracovni roztok detek¢ni
protilatky pipetovat z teflonové vani¢ky multikandlovou pipetou), desticku dobie
uzaviit nalepovaci folii a inkubovat 2 hodiny v temnu pfi teploté laboratoie

= roztok detekéni protilatky z jamek desticky odstranit zplisobem uvedenym vyse,
jamky 3x promyt s 350 pl promyvaciho pufru (0,05 % Tween 20 v PBS) a odblotovat
do buniciny

= bezprostiedné pied pouzitim piipravit Cerstvy pracovni roztok Streptavidin-HRP
Vv fedicim roztoku #1 (ICD1 pro XIAP) nebo v fedicim roztoku #1b (ICD1b pro
survivin) dle navodu uvedeného na etiketé vialky (tj. 10,746 ml ICD1 nebo ICD1b +
54 ul 200x koncentrovaného Streptavidin-HRP pro 96 jamek), dobfe promichat,
potiebny objem, tj. 100 pl/jamka, napipetovat do jamek desti¢ky, desticku dobie
uzaviit nalepovaci folii a inkubovat 20 minut v temnu pfi teploté laboratoie

= roztok Streptavidin-HRP z jamek odstranit zplisobem uvedenym vySe, jamky 3X
promyt S 350 pl promyvaciho pufru (0,05 % Tween 20 v PBS) a odblotovat do

buniciny
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* do jamek desticky napipetovat Cerstvy pracovni roztok kolorimetrického substratu,
100 pl/jamka, desticku dobie uzaviit nalepovaci folii a inkubovat 20 minut v temnu
pii teplot¢ laboratote

= do jamek desticky ptidat zastavovaci roztok (1 M H,SQOy,), 50 pl/jamka

* méreni absorbance vysledného reakéniho produktu: na destickovém fotofluorimetru
SpectraFluor fizeného programem Biolise (version 2), po automatickém promichani
roztoku v jamkach desticky pristroj proméfi absorbanci roztoku v jamkach desticky pii
450 nm, namétend data jsou ulozZena a zalohovéana

= sestrojeni kalibrac¢nich kiivek pro XIAP a survivin: hodnoty Assonm métenych
roztokl standardli jsou pouzity pro sestrojeni kalibraéni krivky; Aysonm Versus
koncentrace XIAPu (ng/ml) nebo Aysonm Versus koncentrace survivinu (pg/ml),
kalibra¢nimi body je prolozena regresni ptimka (kalibraénimi body lezi na regresni
piimce)

» urceni koncentrace XIAPu a survivinu v tkanovych extraktech: hodnoty Assonm
méfenych roztokd tkanovych extraktii jsou pouzity pro vypocet koncentrace XIAPu
(ng/ml) a koncentrace survivinu (pg/ml) v tkanovych extraktech metodou odecteni
z piislusné kalibracni kiivky, po pfepoctu na fedéni exktraktu a na koncentraci celkové

bilkoviny v extraktu jsou vyjadieny v jednotkach ng/mg celkové bilkoviny.

Statistické metody

Statistické vypocty byly provedeny programem SigmaStat (Systat Software, Point
Richmont, CA, USA) a Stat200 (Biosoft, Cambridge, UK). Hodnota statistick¢ho

rozdilu (P) < 0,05 je povaZovana za statisticky vyznamnou.
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Vysledky

Expresi XIAP proteinu v tkanich NSCLC a plicnim parenchymu jsme studovali na
souboru celkem 88 chirurgicky 1écenych pacientii. Vysledky tohoto vyzkumu ukazaly,
ze exprese XIAP proteinu byla signifikantné vyssi v tkanich NSCLC a zejména
v adenokarcinomech plic ve srovnani s plicnim parenchymem (Tabulka 4). Zvysenou
expresi XIAP proteinu v tkanich NSCLC (tj. pomé&r tumor/plice pro jeho expresi > 2)
jsme nalezli u 14 (16%) z 88 vysetfenych NSCLC pacientti. Pohlavi NSCLC pacientt,
stupen diferenciace NSCLC a ani stddium NSCLC nemély statisticky vyznamny vliv
na hladinu exprese XIAP proteinu v téchto nadorech (Tabulka 5). V tkanich NSCLC
nekufakl byla signifikantné vyssi exprese XIAP proteinu oproti tkdnim NSCLC kuiakt
(Tabulka 5). Byly-li vSak vzaty do ivahy pouze NSCLC nadory stejného histologického
typu ve skupin¢ kurdka a nekutakil, coz v nasem ptipad¢ bylo proveditelné pouze pro
LAC, pak v LAC kutakt a nekufakll exprese XIAP proteinu statisticky vyznamné
rozdilna nebyla (P > 0,12; Mann-Whitneyuv test).

Expresi survivinového proteinu v tkanich NSCLC a plicnim parenchymu jsme
studovali u souboru celkem 88 chirurgicky lé¢enych pacientti. Vysledky tohoto
vyzkumu ukdazaly, Ze exprese tohoto IAPu byla vysoce vyznamné zvysena v riznych
histopatologickych typech NSCLC (Tabulka 6), pfi¢emZz nadmérnou expresi survivinu
Vv tkanich NSCLC (tj. pomér tumor/plice pro jeho expresi > 10) jsme nalezli u vysoké
proporce studovanych pacientli, tj. u 72 (82%) z88 vySettenych NSCLC
pacientll.V pripadé exprese survivinového proteinu v NSCLC jsme nezjistili statisticky
vyznamné rozdily v nddorech muzi nez Zen, v nadorech kuifdkli a nekurdki, a
Vv nddorech grade 1+2 (dobie diferencované) a grade 3 (madlo diferencované)
(Tabulka 7). Zajimavym nalezem vSak byla statisticky vyznamné vys$i exprese
survivinového proteinu ve tkdnich NSCLC stadia IB 1 stadia II+III oproti stadiu IA
(Tabulka 7).
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Tabulka 5. Vliv pohlavi, koufreni, stupné diferenciace a stadia
nadorové nemoci na expresi XIAPu ve tkanich NSCLC.

Exprese XIAPu Statisticky
Kategorie n?®  (ng/mg celkového proteinu)®  rozdil (P) ¢
Pohlavi
Muzi 58 32.85 (0.71-186.27) 0.263
Zeny 30 40.35 (0.24 —112.70)
Koufeni
Nekuraci 13 49.68 (5.91 —82.39) 0.009
Kuraci 75 32.84 (0.24 —112.70)
Diferenciace nadoru
Grade 1+2 36 3251 (0.71-74.53) 0.205
Grade 3 36 42.64 (0.25-86.27)
Stadium nadorové nemoci
Stadium 1A 13 4529 (5.91 —112.70)
Stadium IB 32 34.01 (3.50-286.27) 0.910
Stadium 1+l 40 34.73 (0.24 —74.53) 0.555

& Z celkového poctu 88 pacientd s NSCLC je u jednotlivych kategorii uveden pocet

pfipadl patficich do této kategorie.

b Udaje reprezentuji median, rozsah hodnot je uveden v zavorkéach.
¢ Statisticky rozdil v expresi XIAPu mezi NSCLC-tkan&mi patficimi do jednotlivych

kategorii byl vypo€itan Mann-Whitney testem. Hladiny exprese XIAPu ve stadiu 1B

a stadiu I+l byly srovnany se stadiem IA.
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Tabulka 7. Vliv pohlavi, koufreni, stupné diferenciace a stadia
nadorové nemoci na expresi survivinu ve tkanich NSCLC.

Exprese survivinu Statisticky
Kategorie n® (ng/mg celkového proteinu) ®  rozdil (P)
Pohlavi
Muzi 58 2.549 (0.107 —15.901) 0.529
Zeny 30 1.638 (0.224 — 11.365)
Koureni
Nekufaci 13 1.276 (0.224 —11.365) 0.371
Kuraci 75 2.465 (0.107 —15.901)
Diferenciace nadoru
Grade 1+2 33 2.333 (0.172 -10.555) 0.298
Grade 3 42 2.701 (0.107 —15.901)
Stadium nadoru
Stadium IA 13 1.011 (0.172 —5.944)
Stadium IB 32 2.474 (0.107 — 11.365) 0.049
Stadium I+l 40 2.099 (0.197 —15.901) 0.044

& Z celkového poctu 88 pacienttd s NSCLC je u jednotlivych kategorii uveden pocet
pfipadd patficich do této kategorie.

b Udaje reprezentuji median, rozsah hodnot je uveden v zavorkéach.

© Statisticky rozdil v expresi survivinu mezi NSCLC-tkanémi patficimi do jednotlivych
kategorii byl vypocitan Mann-Whitney testem. Hladiny exprese survivinu ve stadiu 1B

a stadiu I+l byly srovnany se stadiem IA.
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Reprodukovatelnost ELISA metody stanoveni XIAPu a survivinu
Reprodukovatelnost vyjadiuje té€snost shody vysledkli u opakované méiené veliCiny.
Reprodukovatelnost uvniti' stanoveni (intraassay) a mezi stanovenimi (interassay) pfi
pouziti vySe uvedenych metod jsme hodnotili u vybranych bilkovinnych extraktt typu I
(n=2) a S (n=3) o raznych koncentracich XIAPu a survivinu (ng/mg celkového
proteinu) jak je uvedeno v Tabulkach 8 a 9. Vysledky jsme vyjadfily jako hodnoty
varianiho koeficientu v procentech (CV (%)); CV je definovany jako podil smérodatné
odchylky (SD) a absolutni hodnoty aritmetického praiméru (M) a udava variabilitu
v procentech: tj. CV( = (SD/M) x 100. Cim nizsi je hodnota CV, tim vétsi je
homogenita souboru. Z pomérn¢ nizkych hodnot CV nalezenych v naSich méfenich

soudime, Ze pouzité imunometrické ELISA metody jsou dostate¢n¢ piesné.

Tabulka 8. Reprodukovalenost vysledk imunometrického méreni XIAPu
metodou ELISA uvnitf stanoveni a mezi stanovenimi

XIAP (ng/mg celkového proteinu)

uvniti stanoveni mezi stanovenimi
Vzorek &islo  n? M + SD CV(%) n* M + SD CV(%)
1 6 2351+1,92 8,17 5 23,21 +£1,67 7,20
2 6 29,90+ 1,41 472 5 29,22 + 3,65 12,49

? Pocet opakovani méfeni jednoho vzorku.

Tabulka 9. Reprodukovalenost vysledk imunometrického méreni survivinu
metodou ELISA uvnitf stanoveni a mezi stanovenimi

Survivin (ng/mg celkového proteinu)

uvniti stanoveni mezi stanovenimi
Vzorek &islo  n* M + SD CV(%) n° M + SD CV(%)
1 10 2,41+ 0,07 290 5 2,47 +£0,23 9,31
2 10 4,29+0,18 420 5 4,28 £0,26 6,07
3 10 7,30+ 0,36 493 5 7,60 +£0,88 11,58

# Poget opakovani méfeni jednoho vzorku
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Zavér

Vysledky naSeho vyzkumu ovéfily jiz diive zvefejnéné poznatky o zvySené expresi
IAPs v nadorovych bunikach. Zvysena hladina XIAP proteinu byla signifikantn¢ vyssi
ve tkanich NSCLC, zejména v adenokarcinomech, ve srovnani s plicnim parenchymem
jak bylo popsano v praci Hofmanna et al. (2002) a také jsme neprokazali Zzadny
statisticky vyznamny vztah zvySené exprese XIAPu ve tkanich NSCLC s ohledem na
jejich histopatologicky typ, stupen diferenciace a stadium nadoru, na pohlavi a koufeni
(Ferreira 2001a, Ferreira 2001b). U proteinu survivin jsme postupovali obdobnym
zpusobem a prokazali jsme jeho vyznamné zvySenou hladinu Vv rGznych
histopatologickych typech NSCLC (Falleni et al. 2003). Nicméné se nam podatilo zjistit
zvysenou expresi proteinu survivin, ktera byla signifikantné vyssi ve stddiu nadoru IB a
stadiu II+III ve srovnani se stadiem IA (Falleni et al. 2003), ktera naznacuje, ze survivin
muze hrat vyznamnou roli v tumorogenezi a ristu NSCLC. Vysledky také poukazuji na
moznost zrychlené degradace slab& exprimovaného survivinu v normalni zdravé plicni
tkani (Jin et al. 2007).

Do budoucna je nutné nadéle objasnovat dal§i funkce IAPs v mnoha bunéénych
procesech, avSak suprese apoptozy jako jednoho z hlavnich znakl tvorby nadoru dava
moznost vyuZiti IAPs jako vynikajicich terapeutickych cild pifi 1écbé nadort.

V soucasné dob¢ probihaji na mnoha pracovistich intenzivni klinické zkousky.
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Seznam pouzitych zkratek

Ab - protilatka

Ag - antigen

AIF - apoptosis inducing factor

AML - akutni myeloidni leukémie

Apaf-1 - apoptotic protease-activating factor 1
AS ODNSss - antisense oligodeoxynucleotides
ASK1 - apoptotic signal-regulating kinase 1
ATP - adenosintrifosfat

BCA - bicinchoninic acid

BIR - baculovirus IAP repeat

BL - blank

BSA - albumin bovinniho séra

CARD - caspase activation recruiting domain
CC - coiled coil

ClAPs - cellular IAPs

CNS - centralni nervovy systém

CTL - cytotoxicky T-lymfocyt

cyt-c - cytochrom c

dADP - deoxyadenosindifosfat

dATP - deoxyadenosintrifosfat

DD - death domain

DED - death effector domain

DFF - DNA fragmenta¢ni faktor

DFFA - podjednotka A DNA fragmenta¢niho faktoru
DFFB - podjednotka B DNA fragmenta¢niho faktoru
DISC - death inducing signaling complex

DR - death receptor

ELISA - enzyme-linked immunosorbent assay
Endo-G - endonukleaza G

FADD - Fas-associated protein with death domain
HBXIP - hepatitis B X-interacting protein
Htr2 - high temperature requirement protein 2
IAPs - inhibitor of apoptosis proteins

ICD - fedici roztok

ICE - interleukin-1B-converting enzyme

ILP2 - IAP-like protein 2
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IMB - IAP binding motif

kpb - kiloparobaze

LAC - lung adenocarcinoma

LCLC - large cell lung carcinoma

LRR - leucine rich repeat

Lu - vzorek tkané plic

ML-IAP - melanoma IAP

NAIP - neuronal apoptosis-inhibitory protein
NF-xB - nuclear factor-«B

NOD - nukleotide-binding oligomerisation domain
NSCLC - non-small cell lung carcinoma
PM - plazmaticka membrana

RING - really interesting new gene

SLC - sarcomatoid lung carcinoma

Smac - second mitochondria-derived activator of caspases
SQCLC - squamous cell lung carcinoma

ST - standard

Tu - vzorek tkané nadoru

UNDIF - undifferentiated lung carcinoma
VZ - vzorek

XIAP - X-linked IAP
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