UNIVERZITA KARLOVA

Lékarska fakulta v Hradci Kralové

Biologicka charakteristika bunék kolorektalniho karcinomu v modelech in

vitro a jeji vyuziti pr¥i individualizaci terapie

Stanislav John

Autoreferat disertac¢ni prace

Doktorsky studijni program: Lékarska biologie

Hradec Kralové

2019



Disertacni prace byla vypracovana v ramci kombinovaného studia doktorského studijniho
programu Lékaiska biologie na Ustavu 1ékatské biologie a genetiky Lékaiské fakulty v Hradci
Kralové.

Autor: MUDr. Stanislav John
Ustav 1ékai'ské biologie a genetiky Lékaiské fakulty v Hradci Kralové
a Klinika onkologie a radioterapie Fakultni nemocnice Hradec Kralové

Skolitel: prof. PharmDr. Emil Rudolf, Ph.D.
Ustav lékatské biologie a genetiky Lékatské fakulty v Hradci Kralové

Oponenti: MUDr. Karel Cwiertka, Ph.D.
Onkologicka klinika Fakultni nemocnice Olomouc

doc. MUDir. Igor Kiss, Ph.D.
Klinika komplexni onkologické péce, Masaryktiv onkologicky stav
Brno

Obhajoba se bude konat pfed Komisi pro obhajoby OR ... dne
............................. V erveneerreseeneenieseeneessesneesnenne. 0Q e hod.

(bude doplnéno po vyhlaseni terminu, mista a casu)
Tato prace vznikla za podpory grantu PRVOUK P37/01

S diserta¢ni praci je mozno se seznamit na studijnim oddé€leni dékanatu Lékaiské fakulty
v Hradci Kralové, Univerzity Karlovy, Simkova 870, 500 03 Hradec Kralové (tel.
495 816 134).

prof. PharmDr. Emil Rudolf, Ph.D.
Ptedseda komise pro obhajoby disertacnich praci
v doktorském studijnim programu Lékatské biologie

Garant studijniho programu



Obsah Strana
1. Souhrn

2. Summary 4
3. Uvod 5
3.1 Kolorektalni karcinom 5
3.2 Bunécna smrt 6
3.3 Mechanizmy rezistence k bunééné smrti u CRC 7
3.4 Irinotekan v 1é¢bé nadorovych onemocnéni

4. Cile 8
5. Metodika 8
5.1 Bunécné linie a kultivacni podminky 8
5.2 Nasazovani do testti a ovlivnéni 8
5.3 Chemikalie 9
5.4 Metodika testl 9
5.4.1 Test DNA syntézy 9
5.4.2 Test WST-1 9
5.4.3 Dynamické morfologie bun¢k 10
5.4.4 Test poSkozeni DNA 10
5.4.5 Adheze bun¢k 10
5.4.6 Metylace DNA 11
5.4.7 Detekce apoptozy 11
5.4.8 Uvolnovani cytochromu ¢ z mitochondrii 11
5.4.9 Aktivita kaspaz 11
5.4.10 Test bunécné signalizace 12
5.4.11 Exprese ATM, ATR a CHK kinaz 12
5.4.12 Aktivita MAPK 12
5.4.13 Plazmidova transfekce 12
5.4.14 Transkripce TP53 13
5.4.15 Test permeabilizace lysozomalnich membran 13
5.4.16 Detekce autofagie 13
5.4.16.1 Fluorescenéni mikroskopie 13



5.4.16.2 Exprese vybranych genii spojenych s autofagii 13

5.4.17 Detekce senescence 14
5.4.18 Ptiprava lyzatd a imunobloting 14
5.4.19 RNA interference 14
5.4.20 Exprese microRNA 15
5.5 Statistickd analyza 15
6. Vysledky 15

6.1. Vliv CPT-11 na ristové parametry nadorovych i nenadorovych stfevnich bunék 16

7. Diskuze
8. Zavéry
9. Pouzita literatura

10. Prehled publikacni ¢innosti autora



1. Souhrn

Zhoubné nadory patii celosvétoveé na druhé misto mezi pricinami umrti hned po
kardiovaskularnich onemocnénich. Trend se ale zvlasté v rozvinutych zemich (dle Svétové
zdravotnické organizace, WHO — World Health Organization) vyrovnava, v nékterych
oblastech se dokonce diagnéza zhoubného novotvaru dostala jiz na misto prvni. (Ferlay 2012)
ProtoZe se rakovina stala ve dvacatém stoleti zdvaznym celosvétovym socioekonomickym
problémem, patii jeji vyzkum ve spolupraci s Mezinarodni agenturou k vyzkumu rakoviny
(IARC - International Agency for Research on Cancer) k prioritam WHO. (Mendis 2014)
Incidence stéle roste, a to jak relativné, tak absolutné, coz je ddno, mimo jiné, celkovym
starnutim populace a zvySovanim pramérného véku obyvatel. Protoze se k hlavnim
prognostickym faktoriim vyskytu nadorovych onemocnéni fadi veék, maji tak lidé vétsi Sanci
se nddorového onemocnéni ,,dozit“. Zlepsily se i moznosti diagnostiky, a tak je mnoho nadorii
odhaleno jiz v ¢asnych stadiich, coz zpétné zlepsSuje moznosti a GspésSnost 1écby. K tomu
ptispiva i zavedeni nékterych screeningovych vySetfeni do bézné zdravotni praxe (napf.
mamografie, prostaticky specificky antigen, test okultniho krvaceni nebo koloskopie) a s tim
spojena osvéta v bézné populaci. (Dusek et al. 2005; Mendis 2014)

V neposledni fad¢€ se za poslednich 15 az 20 let zna¢n¢ rozvinula 1é¢ba samotna, kde je pak
zejména snaha o terapii ,,Sitou na miru* pacientovi. Ta zahrnuje nové mini-invazivni
chirurgické techniky v¢etné vyuziti roboticky asistované chirurgie, nové ozatrovaci techniky
(IG-IMRT — Image-Guided Intensity-Modulated Radio-Therapy), pouzivani tzv. cilené
(n€kdy téz nazyvané biologické) 1éCby, vyuzivani novych cytostatickych 1€k nebo zlepSeni
podpirné terapie a prevence nezddoucich Gc¢inku pti 1é€bé pacienta. (Sudhakar 2009) To vse
je umoznéno téz diky pokrokiim v zakladnim vyzkumu molekularni biologie nadort.

Jednou z moznosti tohoto vyzkumu je vyuZiti nddorovych buné¢nych linii jako modelového
systému. Pro svou podobnost s ptivodnim nadorem se fadi mezi dilezité néstroje ke zkoumani
jejich biologické povahy, chovani a pfipadné odpovédi na zvolenou 1é€bu. (Langdon 2004) V
predkladané praci se blize vénujeme vlivu cytostatika irinotekanu na rstové charakteristiky,
biologické vlastnosti a zejména bunénou smrt vybranych stabilizovanych nadorovych linii
kolorektalniho karcinomu in vitro. Vysledky ziskané t€émito experimenty mohou ptispet k
lepsi charakterizaci mechanizmii bunééné odpovédi na navozené poSkozeni a v §irSim
kontextu 1 ke zvySeni u€innosti této cytostaticke 1écby.

2. Summary (Biological characteristics of colon cancer cells in in vitro models and its use
for individualization of therapy)

Malignant tumours are the second most common cause of death worldwide right behind the
cardiovascular diseases. This tendency is by the opinion of the World Health Organisation
increasing especially in well developed countries. (Ferlay 2012) Because cancer has become
in 20th century serious social and economic problem, research on it is for WHO and IARC
(International Agency for Research on Cancer) the top priority. (Mendis 2014) Relative and
absolute incidence is also rising. The reason, besides others, is aging of population. Because
age is one of the main prognostic factors for cancer, people are more likely to ,,survive* till
the onset of it.

However, diagnostic options are improved and many tumours are detected in early stage
which in turn boosts the ability and effectiveness of treatment. Screening programmes are
introduced into routine medical practice (e.g. mammography, prostate-specific antigene,
occult blood testing or colonoscopy) inducing awareness in the general population. (Dusek et
al. 2005; Mendis 2014) Last but not least, the treatment itself has developed considerably
over the last 15 to 20 years, with the focus on patient "tailor-made" therapy. It includes new
mini-invasive or robot-assisted surgical techniques, new radiation techniques (IG-IMRT —
Image-Guided Intensity-Modulated Radio-Therapy), use of targeted (sometimes also called
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biological) treatment, administration of new cytostatic drugs, improvement of supportive
therapy and prevention of side effects of the treatment. (Sudhakar 2009) All these advances
are also possible due to basic molecular biology research.

Use of tumour cell lines as a model system represents one of these options. Its similarity to
the original tumour allows us to investigate biological nature, behaviour and possible response
to the chosen treatment. (Langdon 2004) In the present work we focus on the cytostatic effect
of irinotecan on selected colorectal cancer cell lines in vitro, particularly on the
characterization of cell growth and death. The results obtained by these experiments may
contribute to a better understanding of cellular response to induced injury and, in a broader
context, to increase efficiency of this cytostatic therapy.

3.Uvod
3.1. Kolorektalni karcinom

Celosvétove je kolorektalni karcinom (CRC) povaZovan za druhy az treti nejcastéjsi typ
nadorového onemocnéni s incidenci 1,4 milidnu novych piipadi roénd. Umrtnost na toto
onemocnéni je téz stale vysoka. Dle Narodniho onkologického registru (NOR) se Ceska
republika bohuzel fadi celosvétove na piedni pricky v incidenci nékterych nadorovych
onemocnéni (adenokarcinom pankreatu, tumory ledviny), a to v€etné¢ CRC. Pravé pro masivni
vyskyt kolorektalniho karcinomu byla Ceska republika jednou z prvnich zemi, kde bylo
zavedeno systematické vySetfovani rizikové populace (tzv. screening).

Pokud by se mély shrnout rizikové faktory vzniku CRC, jednalo by se krom¢ dédi¢nosti
obecné o jevy spojené s modernim stylem Zivota, jakymi jsou strava s vysokym obsahem
cerveného masa a bohaté na zivocisné tuky, nedostatek vlakniny, konzumace alkoholu,
nedostatecny piijem vitaminti a stopovych prvkil. Nezpochybnitelny negativni vliv je téZ
prokazan u obezity a koufeni. Vyssi riziko vzniku CRC miiZe byt spojeno s nespecifickymi
sttevnimi zanéty (Crohnova choroba, ulcerdzni kolitida). (Huang and Merchea 2017)
Klasicka teorie vzniku kolorektalniho karcinomu ptedpoklada, ze nahromadénim genetickych
a epigenetickych zmén v rdmci poSkozeni téchto bunék dojde k transformaci a vzniku bunky s
nadorovym potencidlem. Dal$i klonélni expanzi této buiiky potom muize vzniknout nejprve
benigni novotvar, tzv. polyp, pozd&ji aZ maligni tumor, ktery se za urcitych podminek $ifi
dale do téla. (Vogelstein et al. 1988) Rozsah tohoto Sifeni — staging — popisuje mezinarodni
TNM klasifikace tumord, kterd hodnoti velikost a invazivitu tumoru (T), mnoZstvi zasaZzenych
lymfatickych uzlin (N) a tvorbu metastdz (M).

Z histolopatologického hlediska se z 90 % jednd o adenokarcinomy. Histopatologicky stupeii
diferenciace nadoru se téz urCuje ve stupnich — grading — a ptiblizn¢€ odpovida i agresivité
tumoru. (Sobin et al. 2009)

Zasady 1écby jsou zpracovany do standardizovanych postupt dle dostupnych dikaz
zalozenych hlavné na statisticky validnich klinickych studiich. Ve stru¢nosti, Casna stadia
kolorektalniho karcinomu jsou obecné 1é€ena pouze chirurgicky, pii lokalni pokroc€ilosti €1
postiZeni regiondlnich uzlin nadorem se jiz dostava do poptedi pouziti adjuvantni
chemoterapie zalozené na bazi 5-fluorouracilu (5FU) ptipadné v kombinaci s oxaliplatinou. V
ramci paliativni 1é€by pii diseminaci/generalizaci nadoru nebo pfi jeho lokalni pokrocilosti s
nemoznosti chirurgické intervence je to potom opét chemoterapie na bazi SFU v kombinaci s
oxaliplatinou ¢i irinotekanem (reZimy FOLFOX, FOLFIRI). Tyto rezimy se dale kombinuji
spolu s biologickou (,,cilenou*) 1é€bou, ponejvice inhibitory vaskularniho endotelového
rastového faktoru (VEGFi1) — bevacizumab/aflibercept, ¢i receptoru pro epidermalni ristovy
faktor (EGFR1) — panitumumab/cetuximab. V poslednich né¢kolika letech se do poptedi
dostava i 1écba tzv. checkpoint-inhibitory a ovliviiovani (nastartovani) imunitniho systému
nemocného viici nddortim s velkou mutacni nalozi. (Ryan et al. 2017) Radioterapie je
vyClenéna jako lokalni 1é¢ba zejména u tumort rekta.
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Kolorektalni karcinom muze vznikat cestou chromosomalni nestability (CIN), mikrosatelitové
nestability (MSI) a cestou epigenetické nestability pfi fenotypu metylace CpG ostravkil
(CIMP). Tyto mechanismy se tézZ mohou vzajemné prekryvat, v nékterych ptipadech nebyl
presny mechanismus vzniku dosud objasnén. Na vzniku kolorektalniho karcinomu se podileji
téz epigenetické zmény. Zahrnuji hlavné hypermethylaci promotorovych ¢asti tumor
supresorovych gentl, jejich umlceni a tim ztratu exprese. (Parsons et al. 2012) V patogenezi
CRC se uplatituje nékolik klicovych genti a signalnich drah, napi. WNT/B-katenin (kanonicka
dréha), draha MAPK (jedna z nejcastéji mutovanych drah u lidskych nadord obecné, draha
fosfatidylinositol-3-kinazy (PI3K — vyznamna pro svou spojitost bunéénym metabolismem),
TP53 (draha ,,strazce genomu “) ¢i draha TGF-B. Déle se této signalizace mohou tcastnit i
nekodujici malé molekuly

3.2 Bunééna smrt

Nize jsou stru¢né uvedeny vybrané nejvyznamngjsich typy bunééné smrti, které jsou zaroven i
nejlépe prozkoumany, a to zejména ve spojitosti s patogenezi kolorektalniho karcinomu.

3.2.1 Nekroza: Touto formou bunééné smrti se oznacuje ndhly, vétSinou netfizeny
(neprogramovany) proces vedouci k masivnimu bobtnani buiiky (oncosis) a nitrobunéénych
organel a déle k uvolnéni autolytickych enzymd, které zacnou narusovat dalsi bunééné
struktury véetné bunéénych membran. Poskozenim membranovych kompartmentti nasledné
dojde k vyliti bunééného obsahu do mezibunééného prostoru, coz €asto vyvold zanétlivou
odpovéd’ veetné aktivace imunitniho systému, dojde k jizveni v misté zanétu a eventualnimu
dal§imu poskozeni okolnich struktur. (Galluzzi ef al. 2018)

3.2.2 Apoptdza: Morfologicky pozorujeme celkové zmenseni bunééného objemu, vznik
membranovych vyduti a puchyii (blebbing), fragmentaci jadra (pyknosis) nasledovanou
fragmentaci celé buniky a vznikem apoptotickych télisek, tedy ¢asti rozpadlé bunky stale
obklopené bunécnou membranou. Tato téliska jsou potom vétSinou odstranéna fagocytdézou
okolnimi bunkkami nebo bunikami imunitniho systému. (Kerr ef al. 1972) Bunécna sebevrazda
je umoznéna aktivaci proteinit oznaCovanymi jako kaspazy (cysteinové aspartat-specifické
protedzy), které plni v tomto procesu funkci signalni i vykonnou. (Thornberry and Lazebnik
1998) Takto sloZity proces musi byt 1 velmi precizné fizen. Uplatiiuje se zde systém zpétnych
vazeb a jakakoliv aktivace je opét spojena s inhibici na vy$si urovni fizeni. Klicovou roli hraji
uzlové proteiny. Typickym piikladem je protein TP53, jehoz fyziologickou funkci je
proapoptotické plisobeni a tim tedy pfirozend obrana vic¢i nddorovému ristu. I z toho diivodu
je u vétsiny nadord jeho funkce ¢i aktivita zménéna.

3.2.3 Autofagie: Autofagie je evolucné siln€ konzervativni a pisné geneticky kontrolovany
d¢j recyklace Casti bunék. Morfologicky pozorujeme smrsténi celé buniky a postupnou
degradaci poSkozenych organel a proteini umoznujici opétovné vyuziti mastnych kyselin a
aminokyselin k syntéze novych makromolekul ¢i k zachovani fyziologickych hladin
bunécného ATP. (Maiuri et al. 2007)

3.2.4 Senescence: Buné€na senescence neboli starnuti bunék je fyziologicky proces, ktery
také izce souvisi s bunéénou smrti. Uplatituje se hlavné béhem embryonalniho vyvoje
(udrZzovani bungk trofoblastu, vyvoj tkani) ¢i pii poskozeni tkani. Jeho cilem ma byt postupné
odstranéni opotiebovanych bun¢k, které jiz ztratily svoji funkci a jejich ndhrada za nové, tedy
regenerace tkané. Buiika podstupuje zmény, kterymi v idealnim piipadé€ dava najevo zbytku
organismu, ze ztratila svoji funkci a mélo by dojit k jeji likvidaci. (Munoz-Espin and Serrano
2014)



3.3 Mechanizmy rezistence k bunééné smrti u CRC

Deregulace bunécné smrti patii ke kliCovym zménam umoziiujicim vznik a naslednou
proliferaci nadorovych bunék CRC. Zmény postihuji vSechny zndmé mechanismy a typy
bunécné smrti — apoptdzu, nekrdézu (nekroptozu) ¢i autofagii. Odhaleni molekularnich
mechanismi téchto zmén by mohlo zasadné prispét k prevenci a téZ objevu novych 1écebnych
modalit v boji s touto rozsifenou chorobou. Rezistence viici bunécné smrti je u CRC
komplexni proces diilezity nejen pro jeho vznik, ale i pro dalsi progresi a v neposledni fad¢
zna¢nou meérou ovlivituje rezistenci na 1écbu. Z podstaty véci je zajisténi rovnovahy mezi
proliferaci a smrti zdsadni pro obnovu a funkci stfevniho epitelu. (Huang and Yu 2015) Jak jiz
bylo zminéno vyse, kritickou roli v regulaci bunééné smrti hraje protein TP53. Jeho mutace ¢i
zmény na Urovni jim kontrolované signalni drahy maji vazné diisledky pro dalsi modulaci
stresovych podnétl piisobicich na nddorové buniky, tedy i pro progresi onemocnéni. Spolu s
dal$imi signalnimi proteiny (STAT3, NF«B), TP53 zasadn¢ ovlivituje nejen ptipadnou
apoptozu, ale téZ drahy pieZiti s dirazem na autofagii. Obecné je u nadorovych bunck s
defektnim TP53 pozorovana zvySena uroven autofagie. (Tasdemir et al. 2008) Resistence k
bunécéné smrti nddorovych bunék je ale ovliviiovana i celkové z vnéjsku, a to nadorovym
mikroprostfedim. (Nishihara et al. 2003)

3.4 Irinotekan v 1é¢bé nadorovych onemocnéni

3.4.1 Metabolismus: V lidském téle je metabolizmus CPT-11 pod vlivem velké
interindividudlni variability, ze které prameni také riiznd mira nezadouci ucinka. Dilezita je
jeho hydrolyza cestou lidskych karboxyesteraz CES 1 a 2 (pfitomny v plazmé, enterocytech,
hepatocytech, ale i nadorovych bunkéch) na aktivni metabolit SN-38 (7-ethyl-10-
hydroxycamptothecin), ktery ma asi 1.000x vyssi ti¢innost. Aktivni SN-38 je inaktivovan
glukuronidaci enzymem uridindifosfat-glukuronosyltransferazou a vyloucen spolu se zluci do
stfeva. Toto je jeho hlavni eliminaéni cesta, ze které vSak miZe byt za pfispéni bakterialni B
glukuronidazy vstfebavan zpét do krevniho ob&hu enterohepatalnim ob&hem.

3.4.2 Mechanismus uc¢inku: Mechanismus u¢inku irinotekanu spoc¢iva po jeho aktivaci na SN-
38 ve specifické blokadé topoizomeraz I. tfidy. Tyto enzymy bez ATP aktivity se vyskytuji
jak v eukaryotickych, tak prokaryotickych buinikdch. Maji za kol §t€peni jedno nebo
dvouretézcovych vldken DNA a jejich nésledné spojeni, rozruSuji tak terciarni strukturu DNA
beze zmény struktury primarni nebo sekundéarni. Timto mechanismem umoziuji rozpleteni
DNA vlakna, a to hlavné v procesech jakymi jsou transkripce a replikace DNA, rekombinace,
chromozomalni kondenzace a odd¢€leni prolinajicich se vlaken DNA béhem mitozy.

3.4.3 Irinotekan v 1é¢bé nadorovych onemocnéni: Irinotekan se vyuziva hlavné v paliativni
1é¢bé pokrocilého a metastatického kolorektalniho karcinomu, a to bud’ v monoterapii nebo v
kombinaci s jinymi cytostatiky (oxaliplatina, 5-fluorouracil) a cilenou 1é€bou. V soucasné
dob¢ je zkoumano jeho mozné vyuziti v 1€cb¢ dalSich typt nadort, naptiklad tumort
centralniho nervového systému, neuroendokrinnich tumord a tumort délozniho ¢ipku. (Hahn
et al. 2006; Wall and Wani 1996) Nezadouci ucinky podani irinotekanu mohou zahrnovat
prijem (zapojeni bakterialni B-glukuronidazy do opétovné aktivace na SN-38),
myelodysplasticky syndrom a neutropenii.



4. Cile prace

A. Obecn¢ urcit citlivost nadorovych i nenadorovych stievnich bunék k irinotekanu (CPT-11).
Ur¢it vhodné koncentracni a ¢asové rozmezi, pti kterém CPT-11 negativné ovlivituje
bunécnou proliferaci, navozuje stres a indukuje bunéénou smrt. U nenadorovych stfevnich
buné¢k potom tyto t€inky hloubé&ji posoudit.

B. Zjistit vliv CPT-11 na riistové parametry a viabilitu modelu pokrocilého kolorektalniho
karcinomu s mutovanym TP53. Ur¢it a posoudit vliv klicovych mediatori stresové
signalizace a buné¢né smrti tohoto nadorového modelu.

C. Vliv CPT-11 na ristové parametry, viabilitu a bunéénou smrt nadorovych stievnich bunck
s odstranénym TP53. Objasnit vyznam mutace tohoto proteinu v $ir§im kontextu stresové
signalizace a bunécného piezivani.

D. Ze zjisténych vysledki urcit vhodné terapeutické cile k moznému prohloubeni t¢inku
cytostatické 1é¢by ¢i zmirnéni nezadoucich G¢inkd na normalni bunééné populace.

5. Metodika

5.1 Bunécné linie a kultivaéni podminky: K naSemu vyzkumu jsme postupné vybrali 2 linie
reprezentujici model CRC a déle 2 nenadorové linie piedstavujici epitelové a mezenchymalni
typy bunék bézné se vyskytujicich v tlustém stievé.

SW-620 (ATCC® CCL-227™): Tato buné¢na linie byla odvozena z uzlinové metastazy nizce
diferencovaného adenokarcinomu dospélého muze. Jedna se o hyperploidni adherentni
epitelové builky bez mikroklki, které v kultute vykazuji variabilni morfologii, migracni a
invazivni potencidl. Linie nese mutaci v genu 7P53 (bodova mutace G -> A v kodonu 273),
exprimuje onkogeny c-MYC, K-RAS, H-RAS, N-RAS, MYB, SIS a FOS.

HCT-116 (ATCC® CCL-247™): Tato linie lidskych epitelovych buné¢k odvozenych

z kolorektalniho adenokarcinomu dospélého muze je témét diploidni, v kultufe roste
adherentné. Bunky nemigruji ani nevykazuji invazivni potencidl. Linie nese mutaci v kodonu
13 onkogenu RAS. Gen TP53 je nemutovany a funkéni. Jako variantu jsme v nékterych
experimentech pouzili téZ linit HCT-116-P53KO s vyfazenymi obéma alelami genu 7P53
(delece exonu 2).

NCM-460 (Incell Corporation): Bunécna linie odvozena z bun€k normalni sliznice tlustého
stieva zdravého dospélého muze.

NCF-CCD-18 (ATCC® CRL-1459™): Netumorigenni bunécna linie, ktera je odvozena z
fibroblastové populace tlustého stfeva. Odebrana od dospélé Zeny.

Tyto linie byly péstovany v ptislusnych médiich ptipadné s uzitim antibiotik v inkubacnim
boxu pfi stabilni teploté 37 °C ve vlhcené atmosféie s 5 % CO». Bunky byly pasazovany za
pomoci 0,05% roztoku EDTA/trypsin ptiblizné 2x tydné po dosazeni 80 % konfluence.

Pro tcely vlastni experimentalni prace byly pouzity buniky v nizkych paséazich a bez
mykoplazmatické kontaminace.

5.2 Nasazovani do testli a ovlivnéni: Bunky jednotlivych linii byly nasazovany v ramci
jednotlivych testd do riznych kultiva¢nich nadob, pfi manipulaci v experimentu bylo vzdy
postupovano dle zasad dobré laboratorni praxe. klasické kultivacni lahve (malé ¢i stiedni),
cytokomurky, podlozni sklicka, 96jamkové destic¢ky ¢i filmovaci komirky. Po nasazeni byly
pak kultury ptfemistény do inkubatoru (37 °C, vlhéena atmosféra s 5 % CO-) na 24 hodin.
Vzdy se nasazovaly paraleln€ kontrolni (neovlivnéné) a testované (ovlivnéné danymi
koncentracemi irinotekanu popiipadé 1 jinymi chemickymi stimulatory ¢i inhibitory) kultury,
pricemz se pouzivaly bunécné suspenze o rizné koncentraci tak, aby na pocatku experimentu
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¢inila buné¢né konfluence v dané kultivaéni nddob¢ cca 50-60 %. Experimenty probihaly

v Casovém intervalu az 48 h ovlivnéni. Irinotekan 20mg/ml v zasobnim roztoku byl fedén

s kultivaénim médiem dle pfislusné bunécné linie do pozadované koncentrace, fedéni
probihalo bezprostiedné pied aplikaci do kultury. Obdobnym zptsobem byly fedény vSechny
dalsi chemikalie.

5.3 Chemikalie: Irinotekan byl ziskan od firmy Pfizer (Pfizer GmbH, Praha, Ceska republika).
Anexin V-FITC, kyselina 3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propansulfonova
(CHAPS), kienova peroxidaza, Triton X, BrdU, akridinova oranz, dithiothreitol (DTT); 4°,6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI), propidium jodid, monodansylkadaverin (MDC), Brilliant
Coomassie Blue, specifické inhibitory autofagie 3-metyladenin (3-MA) a chloroquin byly
ziskany od firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA). Protilatky monoklonalni kralic¢i
anti-p21, anti-ATM, anti-ATR, anti-Chk1 a anti-Chk2 byly ziskany ze Santa Cruz
Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, Spojené staty americké). Protilatky monoklonalni anti-
phospho-Ser-139 H2A.X, anti-LAMP-1, polyklondlni krali¢i anti-Bax, monoklonalni kréli¢i
anti-LC3, monoklonani krali¢i anti-Beclin-1, monoklonalni mysi anti-p62, monoklonalni
mys$i anti-TP53, monoklonalni krali¢i anti-COX-IVa monoklonalni mysi anti-beta aktin,
monoklonalni krali¢i anti-phospho-p53, monoklonalni mysi anti-acetyl-TP53, monoklonalni
krali¢i anti-p16 a trizol byly ziskany z Cell Signaling Technology, Inc. (Danvers,
Massachusetts, Spojené staty americkée). Sekundarni protilatky pochazely od firem Alexis
Corporation (Lausanne, Svycarsko) a Dako (Glostrup, Dansko). 4-[3-(4-idophenyl)2-(4-
nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzene disulfonat (WST-1) byl ziskdn od Boehringer
Mannheim-Roche (Basilej, Svycarsko). JC-1 (5,57,6,6 -tetrachloro-1,1"3,3"-
tetractylbenzimidazolylcarbocyanin jodid) byl ziskén od Life-Technologies Czech Republic
(Praha, Ceska republika). Specifické inhibitory kaspazy 2 z-VDVAD-fimk a pfislusny substrat
Ac-VDVAD-AFC, kaspazy 3 z-DEVD-fmk a pfislusny substrat DEVD-AFC a kaspazy 9 z-
LEHD-fmk a substrat LEHD-AFC byly ziskany z firmy Calbiochem (La Jolla, Kalifornie,
Spojené staty americké).

Vsechny dalsi chemikalie byly nejvyssi analytickeé Cistoty.

5.4 Metodika testu

5.4.1 Test DNA syntézy: U kontrolnich a irinitekanu-vystavenych bunék v 96jamkovych
destickach byl zméten ptirGstek syntézy DNA metodou ELISA BrdU. 24 hodin pfed koncem
inkubace bylo do kazdé jamky pfidano BrdU (finalni koncentrace 10 uM). Na konci inkubace
bylo médium odstranéno a buiiky byly po dobu 30 minut pii pokojové teploté fixovany a
znaceny anti-BrdU protilatkou. Po 60 minutach inkubace a tfech promytich byl k buitkdm
pridan substrat s luminolem a vznikl4 chemiluminiscence byla méfena pomoci pfistroje
TECAN SpectraFluor Plus (TECAN Austria GmbH, Gronig, Rakousko). Vysledky (relativni
svételné jednotky (RLU)) byly vyjadreny jako procento kontroly.

5.4.2 Test WST-1: Proliferacni aktivita bun€k po pouziti irinotekanu byla alternativné
stanovovana kolorimetrickou metodou WST-1, ktera urcuje aktivitu mitochondrialnich
dehydrogendz a jinych cytosolovych enzymi v buiikach prostiednictvim $tépeni tetrazoliové
soli na barevny formazan. Kontrolni a irinotekanu-vystavené buinky v 96jamkovych
destickéach byly proplachnuty Cerstve pripravenym PBS (phosphate buffered saline), a do
kazdé jamky bylo ptidano 100 pl roztoku WST-1 v kultivacnim médiu. Kultivace pak
pokracovala dalsi 2 hodiny. Poté byla v jednotlivych jamkéch spektrofotometricky zmétena
absorbance (450/650nm, TECAN SpectraFluor Plus (TECAN Austria GmbH, Gronig,
Rakousko)). Ziskané hodnoty byly korelovany oproti slepému vzorku.

Data o metabolické aktivité¢ bun¢k byla dale korelovana se zménami v mnozstvi celkového
proteinu u irinotekanem ovlivnénych bunék metodou Coomassie Brilliant Blue. Kontrolni a
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irinotekanu-vystavené buiniky v 96jamkovych destickach byly fixovany roztokem etanolu a
ledové kyseliny octové. Poté byl k nim ptfidan roztok Coomassie Brilliant Blue a desticky
byly inkubovany v temnu pii pokojové teploté 1 hodinu. Nasledn€ bylo barvivo odstranéno,
bunky oplachnuty a lyzovany Cerstvé pfipravenym lyzacnim roztokem octanu draselného a
etanolu. Desticky byly umistény na 1 hodinu na tiepacku a poté byla zméiena absorbance
vysledného produktu spektrofotometricky (620/450 nm, TECAN SpectraFluor Plus (TECAN
Austria GmbH, Gronig, Rakousko)).

5.4.3 Dynamické morfologie bunék: Kontrolni a irinitekanu-vystavené bunky ve specialnich
plastovych miskach se sklenénym dnem byly pfemistény do pozorovaci komory mikroskopu
BioStation IM (Nikon, Praha, Ceska republika), ktera plni funkci téZ inkubatoru. Dynamika
bunécné morfologie, chovani i v§ech jejich zmén byla simultanné vicekanalové sniméana

v n¢kolika urovnich, pfi riiznych zvétSenich a z riznych mist kultury. Ziskané videosekvence
byly zpracovany a nésledné analyzovany a hodnoceny prostfednictvim softwarového
programu NIS Elements AR 3.20 (Nikon, Praha, Ceské republika).

5.4.4 Test posSkozeni DNA: Poskozeni DNA u testovanych bunéénych linii po jejich ovlivnéni
irinotekanem bylo stanovovano pomoci detekce pritomnosti fosforylovaného histonu H2A. X
v jadrech bunék. Kontrolni a irinotekanu-vystavené bunky v 96jamkovych destickach byly
promyty PBS a fixovany 4% formaldehydem. Po oplachu a fazi permeabilizace a blokovani
antigent (30 minut, roztok 5% mléka s TRITONEM), byly vzorky inkubovany pfi 4 °C,

v temnu 90 minut s primarni protilatkou (krali¢i anti-phospho Ser-139 H2A X, 1:100). Po
skonceni inkubace byly buiiky promyty PBS a dale inkubovany se sekundarni protilatkou
(anti-kralici, 1:250, temno, 60 minut, pokojova teplota). Pfitomnost fosforylovaného histonu
H2A X byla métena spektrofotometricky (485/520 nm, TECAN SpectraFluor Plus (TECAN
Austria GmbH, Gronig, Rakousko)). Vysledky byly vyjadieny jako narlst intenzity
fluorescence ve srovnani s neovlivnénou kontrolou.

Pro mikroskopickou detekci DNA zlomt vyuZitim fosforylovaného histonu H2A.X byly
kontrolni a irinotekanu-vystavené buniky na podloznich sklech oplachnuty studenym PBS a
buniky nasledné 15 minut fixovany metanolem pii pokojové teploté. Po dal§im oplachu byly
vzorky inkubovany pii 4 °C, v temnu 90 minut s primarni protilatkou (krali¢i anti-phospho
Ser-139 H2A.X, 1:200). Po skonceni inkubace byly skla oplachnuta PBS a dale inkubovéna
se sekundarni protilatkou (anti-krali¢i, 1:250, temno, 60 minut, pokojova teplota)
konjugovanou se zelenou fluorescenéni znatkou Alexa Fluor® 488 (FITC). Bunééna jadra
byla dobarvena 15 minut fluorescen¢nim roztokem DAPI o koncentraci 10 pg/ml. Nasledné
byla skla s nabarvenymi buiitkami zamontovana a prohlizena ve fluorescenci na mikroskopu
Nikon Eclipse E400 (Nikon, Praha, Ceské republika) pii excitaéni vinové délce filtru 450-490
nm a emisni 510 nm. Fotodokumentace byla pofizena pomoci barevné digitalni kamery
COOL 1300 firmy VDS (Vosskiihler, Spolkova republika Némecko) a nasledn¢ analyzovana
programem NIS Elements AR 3.20 firmy Nikon (Praha, Ceska republika).

5.4.5 Adheze bun¢k: Adhesivni vlastnosti bun€k smérem k extracelularni matrix byly méfeny
kitem Vybrant™ Cell Adhession Assay firmy Invitrogen (Praha, Ceské republika). Kontrolni
a irinotekanu-vystavené buiiky v kultivac¢nich lahvich byly trypsinovany, proplachnuty PBS,
resuspendovany v kultivaénim médiu, nasledné smiseny s 5 pl roztoku calcein AM (findlni
koncentrace 5 uM). Nasledovala inkubace 30 minut pti 37 °C, proplach pfedehratym
kultivacnim médiem a opétovna resuspendace. 100 pl suspenze takto obarvenych bun¢k bylo
pipetovano do jednotlivych jamek 96jamkové desticky pokrytymi proteiny extraceluldrni
matrix a opét inkubovano (60 minut, 37 °C). Po této dobé byly neadherované (plovouci)
buniky opatrné odmyty, desticky byly n¢kolikrat proplachnuty médiem a PBS a byla méfena
fluorescence (490/525 nm, TECAN SpectraFluor Plus (TECAN Austria GmbH, Grodig,
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Rakousko)). pti vinovych délkach 490/525 nm. Vysledky adheze byly vyjadieny jako
procento kontroly u kultur ovlivnénych irinotekanem.

5.4.6 Metylace DNA: Zmény v metylaci DNA byly méfeny zavedenym kitem Methylamp™
Global DNA methylation (Epigentek, Inc. (New York, Spojené Staty Americké). Kontrolni a
irinotekanu-vystavené buiky v kultiva¢nich lahvich byly trypsinovany a fixovany 4%
formaldehydem. DNA z téchto vzorki byla extrahovana fenol-chloroformovou metodou. Déle
dle navodu vyrobce byla tato DNA nejprve fixovana k povrchu jamek detekcnich zkumavek a
po blokaci konjugovana s 5-methylcytosinem (1:1000), ktery ma vysokou afinitu

k metylované frakci DNA. Po dalsi konjugaci s detekéni protilatkou (1:1000) byl k DNA
piidan detekéni roztok a nasledné méfena spektrofotometricky absorbance (450 nm, TECAN
SpectraFluor Plus,

TECAN Austria GmbH, Grddig, Rakousko)). Vysledky byly vyjadieny zménou absorbance
vzorki ovlivnénych bung¢k a jejich kontrol.

5.4.7 Detekce apoptdzy — obecnd ptitomnost: Pfitomnost a rozsah apoptozy u bunck
ovlivnénych irinotekanem byla obecné zjist'ovana a kvantifikovana pomoci dvou
komplementarnich metod — priitokové cytometrie s vyuzitim barveni bunék propidium
jodidem a mikroskopicky s vyuzitim specifického barveni bunéénych jader DAPIL. V prvnim
ptipadé byly CPT-11 ovlivnéné bunky (kultivované vySe zminénym zptsobem) pfevedeny do
suspenze pomoci trypsinu a po promyti PBS, fixovany 70% etanolem. Poté byly bunky
resuspendovany v roztoku obsahujicim Triton X-100, RNAzu A a propidium jodid. Po
inkubaci (30 minut, 4 °C a v nepfitomnosti svétla) byl zméten pomér apoptotickych bunck s
hypodiploidnim obsahem DNA pomoci pratokového cytometru Cell Lab Quanta™ SC
(Beckman Coulter Inc., Brea, Kalifornie, USA).

Pro mikroskopickou detekci apoptdzy byly kontrolni a CPT-11-vystavené buiiky na
podloznich sklech oplachnuty studenym PBS a buniky néasledné fixovany metanolem pfi
pokojové teploté. Po dal§im oplachu byly vzorky 15 minut barveny fluorescenénim roztokem
DAPI o koncentraci 10 pg/ml. Nasledné byla skla s nabarvenymi buiikami zamontovana a
prohlizena ve fluorescenci (Nikon Eclipse E400 (Nikon, Praha, Ceska republika)) pii
excitacni vinové délce filtru 330-380 nm a emisni 420 nm. Fotodokumentace byla potizena
pomoci barevné digitalni kamery COOL 1300 firmy VDS (Vosskiihler, Spolkova republika
Némecko) a nasledné analyzovana programem NIS Elements AR 3.20 firmy Nikon (Praha,
Ceska republika). U kazdého vzorku byla provadéna morfologicka analyza u alespoi 1000
bun¢k.

5.4.8 Uvolnovani cytochromu ¢ z mitochondrii: Kontrolni a irinotekanu-vystavené buiiky

v kultivacnich lahvich byly pfevedeny pomoci trypsinu do suspenze, ze které byly pfipraveny
mitochondridlni a cytosolické lyzaty pomoci mitochondridlniho fractionaéniho kitu firmy
Active Motif (Rixensart, Belgie) dle instrukei vyrobce.

Mnozstvi cytochromu c v lyzatech bylo nasledné stanovovano pomoci kitu FunctionElisa™
Cytochrom C (Active Motif, Rixensart, Belgie), opét dle instrukci vyrobce pomoci
spektrofotometrického métfeni absorbance (450 nm, Titertek Multiscan MCC/340 (ICN
Biochemicals, Frankfurt, Spolkova republika Némecko)). Vysledky byly vyjadieny jako
naruist absorbance vzorku pii 450 nm/pg lyzatu/jamku.

5.4.9 Aktivita kaspdz: Bunky ovlivnéné irinotekanem a ptislusné kontroly byly v danych
casovych intervalech sklizeny seskrabnutim a centrifugovany (600 G, 5 minut). Poté byly na
ledu ptipraveny lyzaty uzitim lyza¢niho roztoku obsahujicim HEPES, CHAPS a DTT. Lyzaty
byly déle centrifugovany pfti (14.000 G, 10 minut), supernatant byl odebran a ulozen pii
teplote -80 °C. Aktivita kaspdz byla méfena na 96jamkovych destickach vyuzitim kinetické
fluorimetrické metody zalozené na hydrolyze kaspaza-specifického substratu DEVD-AFC pro
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kaspazu 3. Specificky inhibitor z-DEVD-fmk pro kaspazu 3 byl pouzit k ovéreni specificity
enzymatické reakce. Obdobné byla méfena aktivita kaspazy 9 (substrat LEHD-AFC, inhibitor
z-LEHD-fmk) a kaspazy 2 (substrat Ac-VDVAD-AFC, inhibitor z-VDVAD-fmk).
Fluorescence byla zaznamenana spektorfluorimetricky (460/440 nm a 360/340 nm, TECAN
SpectraFluor Plus (TECAN Austria GmbH, Grodig, Rakousko)). Vysledky byly zaznamenany
jako relativni ndrast aktivity vici neovlivnéné kontrole.

5.4.10 Test bunécné signalizace: Pro stanoveni tirovn¢ konkrétni bunééné signalizace po
poskozeni DNA u bunék vystavenych irinotekanu byl vyuzit komeréni kit PathScan® Multi-
Target HCA DNA dodévany Cell Signaling Technology, Inc. (Danvers, Massachusetts,
Spojené Staty Americké). Tento kit umozituje zaznamenat zmény signalizace v hlavnich
uzlech bunéénych stresovych drah metodou imunofluorescenéni detekce fosforylovanych ¢i
nefosforylovanych proteind. Imunofluorescen¢ni detekce a stejné tak kvantifikace se provadi
v 96jamkovych destickach. Kontrolni a irinotekanu-vystavené bunky v 96jamkovych
destickach byly oplachnuty PBS a fixovany 4% formaldehydem. Po blokovaci reakci 5%
mlékem byly pouzity nasledujici protilatky: Ser-139 p-H2A.X, Ser-345 p-Chkl, Thr-68 p-
Chk2, Ser-15 p-TP53, p21, Tyr-15 cdc2, Thr-180/Tyr182 p-p38 a, Thr-183/Tyr-185 p-
SAPK/INK) Pro detekéni ucely bylo vyuzito dobarveni bunéénych jader pomoci DAPI, které
poslouzilo k normalizaci po¢tu bunék v jamkach. Ptitomnost kazdého markeru byla
detekovana spektrofluorimetricky (360/420nm a 485/520nm, TECAN SpectraFluor Plus
(TECAN Austria GmbH, Gronig, Rakousko)‘. Vysledky byly vyjadieny jako zména intenzity
fluorescence ve srovnani s kontrolnimi neovlivnénymi buiikami.

5.4.11 Exprese ATM, ATR a CHK kinédz: Kontrolni a irinotekanu-vystavené bunky

v kultiva¢nich lahvich byly trypsinovany, centrifugovany a fixovany 4% formaldehydem (30
minut). Poté byly proplachnuty PBS, permeabilizovany smési metanolu a Tritonu-X v 5%
BSA (4°C) a prostiednictvim citratového pufru v tlakovém vaftici vystaveny teploté 100 °C po
dobu 2 minut. Tato metoda slouzi k odkryvani vhodnych vazebnych epitopii pro pozdé;jsi
detekci protilatkami. Takto zpracovana buné€na suspenze byla inkubovéna s ptisluSnymi
primarnimi protilatkami (p-ATM 1:100, ATM 1:150, p-ATR 1 1:100, ATR 1:150, p-CHK1
1:100, CHK1 1:200, p-CHK2 1:100, CHK2 1:200) ptes noc pfi teploté 4 °C a v temnu. Po
skonceni inkubace byly vzorky promyty v PBS a byly pfidany ptislusné sekundarni protilatky
konjugované s FITC (1:10). Po opétovném promyti byla mefena fluorescence u minimalné

25 000 bunék na pritokovém cytometru Cell Lab Quanta™ SC (Beckman Coulter Inc., Brea,
Kalifornie, USA). Vysledky byly vyjadieny jako zména intenzity fluorescence ve srovnani

s kontrolnimi neovlivnénymi bunikami.

5.4.12 Aktivita MAPK: Kontrolni a irinotekanu-vystavené bunky v kultiva¢nich lahvich byly
Skrabkou staZeny do suspenze, centrifugovany a z nasledného bunééného peletu byl pfipraven
celobunéény lyzat (mechanické cytolyza pomoci injekéni stiikacky provadénad na ledu).
Aktivita celkové a fosforylované p38, JNK a ERK byla méfena pomoci Elisa kitu od firmy
Sigma-Aldrich (Saint Louis, Missouri, Spojené staty americké) a Calbiochem (San Diego,
Kalifornie, Spojené staty americké). Cely proces byl provadén dle navodu vyrobce v
96jamkovych destickach. Vysledky byly porovnany s kfivkami aktivity celkové a
fosforylované p38, INK a ERK, dodanymi ve formé standardu od vyrobce. Data byla
normalizovana na mnozstvi proteinu bunécného lyzatu a vyjadiena jako pomér fosforylované
ku celkové MAPK ve stejném vzorku. Vysledky ziskané z bun€k po ovlivnéni irinotekanem
byly vyjadieny jako procenta z kontrolnich hodnot.

5.4.13 Plazmidova transfekce: V prvnim kroku byla normalni sekvence genu 7P53 ziskana
z krve zdravého dobrovolnika zanesena do vektoru pcDNA3. 1/Hygro® (Invitrogen, Praha,
Ceska republika). Tento plazmidovy vektor se standardné pouziva pro transientni transfekci

13



vétsiny savéich bunék. Nasledné bylo 3 x 10° bunék vybranych linii rozpusténo v 1 ml média
DMEM s 10 % FBS a smiSeno s 20 pg piipraveného vektoru v Lipofectaminu Plus™
(Invitrogen, Praha, Ceska republika) a inkubovano 12 hodin. Takto transfekované buiiky byly
pred ovlivnénim CPT-11 jesté dalSich 12 hodin inkubovény v Cerstvém ¢istém DMEM s 10 %
FBS. Obdobnym zpiisobem byly piipraveny nefunkéni kontroly (mock) vyuzitim vektoru
pcDNA3.1/Hygro®/lacZ. Uspé&snost transfekce byla ovéfena méfenim aktivity p-
galaktosidazy prutokovou cytometrii 24h po transfekci a typicky dosahovala 50-60 %.

5.4.14 Transkripce TP53: Aktivita transkripce 7P53 u bunécnych linii prechodné
transfekovanych sekvenci 7P53 a vystavenych piisobeni irinotekanu ve stanovené koncentraci
byla v daném c¢ase zmétena pomoci P53 Specific Transcription Kit firmy Cayman Europe,
(Tallinn, Estonsko) - dle instrukci vyrobce. Transfekované bunky byly kultivovany za
standardnich podminek (viz vySe); na konci danych intervalli ovlivnéni CPT-11 byly
prevedeny do suspenze pomoci trypsinu, centrifugovany a oplachnuty PBS. Ze suspenze byl
nasledné ptipraven jaderny lyzat, a to sériemi centrifugaci a inkubaci s hypotonickymi 1
extrakénimi pufry. Vznikly jaderny lyzat byl nasledné pipetovan do 96 jamkovych desti¢ek
osetfenych dsDNA vdzajicich TP53. Detekce TP53 probihala primarni protilatkou a nasledné
navazanim sekundarni protilatky konjugované s kienovou peroxidazou. Transkripcni aktivita
TP53 byla métena spektrofotometricky (450 nm, TECAN SpectraFluor Plus (TECAN Austria
GmbH, Gronig, Rakousko)). Vysledky byly nasledné vyjadieny jako procento kontroly.

5.4.15 Test permeabilizace lysozomalnich membran: Kontrolni a irinotekanu-vystavené
buiiky kultivované na 96jamkovych destickach byly barveny 5uM akridinovou oranzi 15
minut na konci kazdého pokusného intervalu. Poté byly buiiky dvakrat oplachnuty ¢erstvym
kultivaénim médiem. Zaznamenan byl nariist difizni cytosolové zelené fluorescence
odpovidajici akridinové oranzi uvolnéné z lysozomu (490/530 nm, TECAN SpectraFluor Plus
(TECAN Austria GmbH, Gronig, Rakousko)). Vysledky byly nésledné€ porovnany

s neovlivnénou kontrolou. Komplementarné byly téz buiiky narostlé na podloZnich sklech
vystavené irinotekanu a jejich piislusné kontroly barveny 30 minut SuM akridinovou oranzi,
nasledné oplachnuty kultivaénim médiem a zhotoveny preparaty. Tyto byly prohliZzeny
fluorescenénim mikroskopem Nikon Eclipse E 400 (Nikon, Praha, Ceska republika) pfi
vlnové délce 510-560/590nm. Potizené fotografie kamerou COOL 1300 (VDS, Vosskiihler,
Spolkova republika Némecko) byly analyzovany za pomoci programu NIS Elements AR 3.20
a minimalng& 1.000 bunék bylo pouZzito k morfometrické analyze.

5.4.16 Detekce autofagie

5.4.16.1 Fluorescen¢ni mikroskopie: Kontrolni a irinotekanu-vystavené buiiky v 96jamkovych
destickach s transparentnim dnem byly inkubovany ve tmé spolu s MDC v DMSO po dobu 15
minut. Po inkubaci byly vzorky dvakrat oplachnuty PBS a fluorescence byla zmétena
spektrofluorimetricky (390/455 nm, TECAN SpectraFluor Plus (TECAN Austria GmbH,
Grodig, Rakousko)). Vysledky byly zndzornény jako relativni narist MDC-specifické
fluorescence oproti neovlivnéné kontrole.

5.4.16.2 Exprese vybranych genll spojenych s autofagii: Kontrolni a irinotekanu-vystavené
bunky v kultiva¢nich lahvich byly pfevedeny do suspenze trypsinaci a centrifugaci. V PBS
oplachnutém a resuspendovaném bunééném peletu byla separovana celkova RNA trizolovou
extrakci. U takto ziskané RNA byla provedena RT-PCR v redlném case (50 cykli) na cykleru
LightCycler 1.5 (Roche, Praha, Ceska republika) dle nasledujicich reakénich podminek: 94 °C
(30s), 60 °C (35s), 73 °C (30s); sekvence primeru LC3B (forward) 5°-
AAAGATGTCCGACTTATTCGAGAG-3’, (reverse) 5°-
ACTCTCATACACCTCTGAGATTGG-3", sekvence primeru BEKLIN-1 (forward) 5°-
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TGTCACCATCCAGGAACTCA-3’, (reverse) 5S'-CTGTTGCACTTTCTGTGGA-3’,
sekvence primeru SQSTM1 — p62 (forward) 5'-ATCGGAGGATCCGATGT-3’, (reverse) 5'-
TGGCTGTGAGCTGCTCTT-3’, sekvence primeru -aktin (forward) 5'-
ATTGCCGACAGGATGCAGAA-3’, (reverse) 5S'-ACATCTGCTGGAAGGTGGACAG-3".
Exprese amplikonu byla srovndvana s mRNA B-aktinu. Ze ziskanych dat byl spoc¢itan rozdil
exprese mezi jednotlivymi zminénymi geny.

5.4.17 Detekce senescence: Buiiky ovlivnéné irinotekanem a pfislusné kontroly kultivované

v inkubac¢nich miskach byly barveny na ptitomnost B-galaktosidazy kitem Senescence [3-
Galactosidase Staining Kit (Cell Signaling Technology, Inc. (Danvers, Massachusetts,
Spojené Staty Americké)) dle doporuceni vyrobce: Buiiky byly v miskach nejprve promyty
PBS a néasledné byl ptfidan 1 ml fixa¢niho roztoku. Vzorky byly inkubovany pii 15 minut pfi
pokojové teploté. Po oplachu PBS byl pfidan barvici roztok detekujici B-galaktosidazu. Misky
byly zakryty parafinovou f6lii a inkubovany ptes noc pti 37 °C v inkubétoru bez CO>
atmosféry. Nasledné byly buiikky mikroskopicky prohlizeny a hodnoceny (Nikon Eclipse E400
Nikon, (Praha, Ceska republika)) Vlastni detekce senescentnich (B-galaktosidaza pozitivnich)
bun¢k probéhla pocitacové pomoci programu NIS Elements AR 3.20. Hodnoceni probéhlo
minimalné u 5 000 bunék.

5.4.18 Priprava lyzati a imunobloting: Kontrolni a irinotekanu-vystavené bunky

v kultivaénich lahvich byly pfevedeny do suspenze trypsinizaci a centrifugaci. K ziskani
bunécnych lyzath byl pelet byl resuspendovan v ledové studeném lyzacnim pufru (137 mmol
NaCl, 10% glycerol, 1% n-octyl-pB-D-glukopyranosid, 50 mmol NaF, 20 mmol Tris, 1 mmol
ortovanadatan sodny, Complete TMMini) s piidavkem digitoninu. Lysozomalni frakce byla
z bunécné suspenze ziskana pomoci isola¢niho kitu LYSISOI1 (Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, Spojené Staty Americké). Buiiky byly resuspendovany v extrak¢nim pufru a na ledu
homogenizovany pasirovanim stfikackou ptes tenkou injekcni jehlu. Jaderna frakce byla
odstranéna centrifugaci (20.000 G, 20 minut). Pelet s lysozomy byl resuspendovan

v extrakénim pufru a opét centrifugovan (20.000 G, 60 minut).

Bunééné lyzaty a lysozomalni frakce byly vafeny po 5 minut pii 95 °C v SDS vzorkovacim
pufru (Tris-HCI pH 6,81, 2-merkaptoetanol, 10% glycerol, SDS, 0,1% bromfenolova modr) a
pipetovany do 12% SDS/polyakrylamidového gelu. Kazdy vzorek obsahoval stejné mnozstvi
proteinu (30 pg), coz bylo potvrzeno BCA eseji. Po elektroforéze byly proteiny v gelu
pfevedeny na PVDF (polyvinidilin fluorid) membranu (100 V, 60 min) a inkubovany pfi 25
°C po dobu 1,5 hodiny s blokovacim roztokem (5% susen¢ mléko, 10mmol Tris-HCI (pH
8,0), 150mM chlorid sodny a 0,1% Tween 20. Membrany byly nasledn€ inkubovany s
primarnimi protildtkami (monoklonalni krali¢i anti-LC3, 1:600, monoklonalni krali¢i
anti_Beclin-1, 1:500, monoklonalni krali¢i anti-Lamp-1, 1:800, polyklonalni krali¢i anti-Bax,
1:500, monoklonalni mysi anti-p62, 1:1000, monoklonalni mysi anti-TP53, 1:1000,
monoklonalni krali¢i anti-phospho Ser-139 H2A.X, monoklonélni krali¢i anti-Cox-IV, 1:600,
monoklondlni mysi anti-f-aktin, 1:100) ptes noc pii 4 °C. Nasledné byly vzorky pétkrat na 5
minut omyty TBST. Po inkubaci se sekundarni protilatkou konjugovanou s kienovou
peroxidazou (1:1000, 1 hodina, 25 °C) néasledoval oplach TBST a detekce protein-
specifického signalu chemiluminiscenénim kitem dle navodu vyrobce firmy Boehringer
Mannheim-Roche (Basilej, Svycarsko). Jako kontrola byl pouzit B-aktin. Intenzita protein-
specifického signalu byla ovétena pomoci GelQuant software 2.7 firmy DNR Bio-Imaging
Systems (Jeruzalém, Izrael).

5.4.19 RNA interference: Buiiky byly v 6jamkovych inkubacnich destickach kultivovany

v médiu bez ptidavku antibiotik k dosazeni 75% konfluence. Néasledné byla v téchto jamkach
provedena transfekce pridanim specifickych kationickych lipidi obsahujicich siRNA pro
jednotlivé geny (P16, TP53, BAX SiRNAs Transfection Kit, Santa Cruz Biotechnology, Inc.
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(Santa Cruz, Kalifornie, Spojené Staty Americké); P38 SignalSilence® Pool siRNA Kit, Cell
Signaling Technology, Inc. (Danvers, Massachusetts, Spojené Staty Americké¢)). Po 8
hodinach inkubace pti 37 °C byl ptfidan 1ml Cerstvého kultivacniho média a pokracovano

v inkubaci za stejnych podminek dalSich 24 hodin. Buiiky byly nésledné vystaveny CPT-11 a
analyzovany 48 hodin po posledni siRNA transfekci. Paraleln¢ byly pfipraveny negativni
kontroly transfekce (scrambled siRNA sekvence). Vyrazeni genu bylo ovéfeno imunoblotem,
vysledky byly normalizovany dle kontroly.

5.4.20 Exprese microRNA: Kontrolni a irinotekanu-vystavené bunky v kultivacnich lahvich
byly ptevedeny do suspenze trypsinizaci, centrifugaci a resuspendaci. MicroRNA byla
izolovéana z téchto suspenzi pomoci kitu mirVana 344™ miRNA Isolation Kit (Applied
Biosystems (Praha, Ceska republika)). Pro analyzu zralych miR-34a, miR-128a a miR-449a a
RNU44 byly pouzity specifické kity s primery TagMan.347 (Applied Biosystems (Praha,
Ceska republika)). Reakce pro kazdy vzorek (45 cykli) byla provedena v objemu 20 ul uZitim
1 ul cDNA na cykléru LightCycler 1.5 (Roche (Praha, Ceska republika)) dle nasledujicich
reakénich podminek: 50 °C (1.5 min), 96 °C (10 min), 95 °C (15s), 60 °C (1.5 min). Mala
jadérkova RNA RNU44 byla pouzita jako vnitini kontrola a byla amplifikovana pro vSechny
vzorky za stejnych reakénich podminek. Reakce s kazdym vzorkem byla opakovéna aspon 4x.
Zména exprese miRNA byla vyjadfena dle metody 224 (Livak and Schmittgen 2001).
Ziskana data byla vyjadfena jako zména exprese miRNA ovlivnénych bunék v daném
casovém intervalu vzhledem k neovlivnéné kontrole po normalizaci k RNU44.

5.5 Statistickd analyza: Byla provedena v programu GraphPad Prism 4 (GraphPad Software
Inc., San Diego, Kalifornie, USA). Byla pouzita analyza variance jednoduchého tiidéni (one-
way Anova) s Dunnetovym testem mnohondsobnych porovnani post hoc. Vysledky byly
srovnavany s kontrolou a priméry byly povazovany za vyznamné pii p<0,05. VSechny
experimenty byly kvili biologické variabilité¢ opakovany minimalné 3x.

6. Vysledky

6.1. Vliv CPT-11 na rlstové parametry nadorovych 1 nenddorovych stfevnich bunék

V Gvodni ¢asti nasi prace jsme nejprve obecné ovéfili zakladni citlivost bunék vybrané
nadorové linie CRC (HCT-116) k CPT-11, a to prostfednictvim hodnoceni jeho vlivu na
jejich rhst, viabilitu a proliferaci. Vzhledem k tomu, ze pii 1é€bé timto chemoterapeutikem
jsou v realné klinické praxi ovlivnény 1 nenddorové bunécné populace stfeva, zaméfovali jsme
nasi pozornost zejména na normalni buniky vyskytujici se v tlustém stfevu. V tomto piipadé se
jednalo o modelové bunécné linie NCM (epitelova) a NCF (mesenchymalni — fibroblastova).
Vyse uvedené parametry citlivosti bun¢k k CPT-11 jsme stanovili prostfednictvim testu
metabolické aktivity (WST-1) a komplementarniho testu DNA syntézy (inkorporace
bromdeoxyuridinu -BrdU). V daném ¢asovém intervalu hodnoceni (48 h) CPT-11 inhiboval
rust a viabilitu vSech testovanych linii (nddorové i nenadorovych), a to v zavislosti na pouzité
viabilitu u vSech testovanych buné¢k, byla 20 ng/ml, 1 kdyz jiZ pro koncentraci 10 pg/ml byl
pozorovatelny znatelny, byt statisticky nevyznamny pokles. Zatimco citlivost obou pouzitych

16



testll pro hodnoceni cytotoxicity CPT-11 na CRC linit HCT-116 byla shodna, v ptipad¢ linii
NCM a NCF se jako citlivéjsi ukdzal test DNA syntézy (Obr. 6A, B).

120 1 mHCT-116 mNCM mNCF 45000 1
100 1

mHCT-116 mNCM = NCF

35000 A
80

60 25000 A

40 4
15000 -
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Obr. 6: Proliferace a viabilita linie kolorektalniho karcinomu HCT-116 a nenadorovych linii NCM
(epitelovd) a NCF (mesenchymalni — fibroblastova) po podani irinotekanu (CPT-11) v koncentracnim
rozmezi 0-250 pg/ml a v ¢asovém intervalu 48 hodin. (A) Test metabolické aktivity WST-1, (B) DNA
syntéza. *P< v porovnani s neovlivnénymi kontrolni burikami ve stejném casovém intervalu

6.2. Vliv CPT-11 na bunécnou smrt/senescenci: CPT-11 vyvolana cytotoxicita u testovanych
linii byla vyznamné spojena s navozenim bunééné smrti u vSech tfi linii. Jeji uroven vSak byla
zavisla na pouzité koncentraci této latky a liSila se i mezi jednotlivymi bunéénymi populacemi.
Mnozstvi mrtvych (umirajicich) bun€k bylo signifikantné zvySeno jiz pti koncentraci 10 pg/ml
CPT-11, a to u vSech sledovanych linii. Se zvySujicimi se koncentracemi CPT-11 nartstalo i
mnozstvi mrtvych bun€k, nicméné nejcitlivéjsi vzdy byla linie HCT-116, nejméné potom linie
NCF (Obr. 7). V néslednych testech jsme pak ovéfili zakladni charakteristiky této bunécné
smrti, a to prostiednictvim méteni aktivity kaspazy-2, -9 a -3. U bunék linie HCT-116 vzrostla
aktivita vSech kaspaz vyznamné jiz v intervalu 16-24 hodin od zacatku ovlivnéni CPT-11 a do
konce sledovani neustale stoupala. Podobny trend byl zaznamenan 1 u buné€k linie NCM, avSak
s vyrazné niz8i a Casove oddalenégjsi dynamikou. Naopak, u ovlivnéné linie NCF nebyla aktivita
vSech sledovanych kaspdz v pribéhu celého experimentu vyznamné zvysena (Obr. 8 A, B a C).
Na zaklad¢ téchto vysledkd i1 nékterych morfologickych pozorovani byla nasledné u
testovanych linii ovlivnénych CPT-11 stanovena pfitomnost B-galaktosidazy, markeru
senescence. Jak je ukazano na Obr. 9, pozitivita na B-galaktosidazu se u vSech linii zvySovala
jiz od ovlivnéni CPT-11 v koncentraci 10 pg/ml, a to nejvice u linie NCF, pfi¢emZ maxima
bylo dosazeno pti koncentraci 40 pg/ml, kdy az 30 % ovlivnénych NCF bun¢k vykazovalo
senescentni fenotyp. Prosenescentni ucinek CPT-11 u NCF bunék dale koreloval i se zménami
(sniZzenim) metylace DNA, a to jiZ pfi necytotoxické koncentraci 5 pg/ml CPT-11 (Obr. 10), a
zvySenim bunééné adhezivity u téze linie, vyznamné nicméné az pii vysSich CPT-11
koncentracich (Obr. 11).

Obr.7: Vliv irinotekanu (CPT-11) v koncentracnim

%00 rozmezi 0-250 pg/ml na buné¢nou smrt linie

kolorektalniho karcinomu HCT-116 a nenéddorovych

linii NCM (epitelovd) a NCF (mesenchymalni —

* fibroblastovd) v ¢asovém intervalu 48 hodin. *P<

0,05 v porovnani s neovlivnénymi kontrolnimi

buitkami ve stejném ¢asovém intervalu, #P< 0,05

R e s o0 250 \ porovné}ni s bunkami linie HCT-116 ve stejném
casovém intervalu

75,0 mHCT-116 mNCM ©oNCF

60,0

% mrtvych bunék
*

17



——Kaspaza 2
-B-Kaspaza 9
130 4 —-&—Kaspaza 3

Aktivita kaspaz (% kontroly)

110 4 ﬁﬁ

8

4 8 18&5 (hoglz‘ny)

36

48

@
=]

WHCT-116 ENCM oNCF

o
o

IS
o
I

N
o

% bunék exprimujicich
B-galactosidazu

- w

(=] (=]

o

0 5 10

1
Koncentrace CPT-11 (pglml)

s
e

-a-HCT-116 ——NCM

—~~NCF \

B
o

w
o

% methylované DNA
n w
o o

n
o

+

o

0 1 5 10 20 40
Koncentrace CPT-11 (ugiml)

100

250

=]
o

[ mHCT-116 @NCM oNCF

@ W o N B
O O © o o

Adhezivita (% kontroly)

FN
o

0 5 10 20 40
Koncentrace CPT-11 (ug/ml)

100

250

buiikami ve stejném ¢asovém intervalu

Obr. 8: Vliv irinotekanu (CPT-11) v koncentraci 20
pg/ml na aktivitu kaspazy-2, -9 a -3 u bun¢k linie
kolorektalniho karcinomu HCT-116 (A) a
nenadorovych linii NCM (epitelova) (B) a NCF
(mesenchymalni — fibroblastova) (C) v ¢asovém
intervalu 48 hodin. *P< 0,05 v porovnani s pocatkem
ovlivnéni

Obr. 9: Vliv irinotekanu (CPT-11) v koncentracnim
rozmezi 0-250 pg/ml na expresi P-galaktosiddzy u
bun¢k linie kolorektalniho karcinomu HCT-116 a
nenddorovych linii NCM (epitelovd) a NCF
(mesenchymalni — fibroblastovd) v asovém intervalu
48 hodin. *P< 0,05 v porovnani s neovlivnénymi
kontrolnimi buiikami ve stejném ¢asovém intervalu

Obr. 10: Vliv irinotekanu (CPT-11) v koncentraénim
rozmezi 0-250 pg/ml na zménu metylace DNA u
bunck linie kolorektdlniho karcinomu HCT-116 a
nenadorovych linii NCM (epitelova) a NCF
(mesenchymalni — fibroblastovd) v ¢asovém intervalu
48 hodin. +P< 0,05 v porovnani s neovlivnénymi
kontrolnimi buiikami ve stejném ¢asovém intervalu

Obr. 11: Vliv irinotekanu (CPT-11) v koncentraénim
rozmezi 0-250 pg/ml na zménu adhezivity bunék linie
kolorektalniho karcinomu HCT-116 a nenadorovych
linii NCM (epitelovd) a NCF (mesenchymalni —
fibroblastova) v ¢asovém intervalu 48 hodin. *P<
0,05 narist v porovnani s neovlivnénymi kontrolnimi
buiitkami ve stejném cCasovém intervalu, #P< 0,05
pokles v porovnani s neovlivnénymi kontrolnimi

6.3 Vliv CPT-11 na poskozeni DNA a specifickou signalizaci

Vysledky predchazejicich experimentli naznacily, Ze v rdmci pouzitého koncentrac¢niho
rozmezi a v ¢asovém intervalu 48 hodin CPT-11 stimuluje vyrazné odli$né typy bunécnych
odpovédi, a to v zavislosti na pouzitém bunééném modelu. Obzvlasté zajimavymi se jevily
rozdily u nenadorovych linii (NCM — navozena bunéénd smrt apoptéza a NCF — vyrazny
podil senescentniho fenotypu), a to s i ohledem na jejich mozné navozeni v realné klinické
praxi s naslednym rozvojem specifickych nezadoucich u¢inkt. Proto jsme se v dalsi Casti
prace pokusili objasnit diivod téchto rozdilti pomoci blizsi charakterizace mechanizmtl,
kterymi CPT-11 v téchto modelech navozuje vyse zminéné odpovédi. Nejnizsi cytotoxicka

18



koncentrace CPT-11 (20 pg/ml) vyvolala u obou linii ¢asové zavisly vznik dvouvlaknovych
zlomii v DNA. Ty se prezentovaly jako H2A.X imunofluorescenéné pozitivni loziska

v bunééném jadre (Obr. 12), jejichz pocet dosdhl maxima 48 hodin po ovlivnéni a byl u obou
testovanych linii témét shodny (Obr. 13). U takto poskozenych bunék byly ¢asné aktivovany
specifické bunécné senzory DNA poskozeni (cca 3 hodiny od ovlivnéni), a to kinazy ATM,
ATR, Chkl a Chk2. Nejvyznamngj$i nartst aktivace byl zaznamenan u ATM a Chk1 kinaz,
které detekuji dvouvldknové zlomy, zatimco aktivace ATR a Chk2 kindz (detekuji
jednovlaknové zlomy) byla vyznamné nizsi, a to opét téméf shodné u obou testovanych linii
(Obr. 14 a 15). V obou liniich byla dale zaznamendna pfitomnost aktivované MAPK kindzy
p38, ktera se uplatiiuje pii stresové odpoveédi buniky na rizné stimuly véetné poskozeni DNA.
U NCM bunék doslo po ovlivnéni CPT-11 k brzké aktivaci této kinazy (4 hodiny), pficemz
jejiho maxima bylo dosazeno po 12 hodinach od ovlivnéni, s naslednym pozvolnym
poklesem. Naopak, aktivita této kindzy u ovlivnénych bunék NCF nartstala pouze pozvolna a
jeji dosazeny vrchol (24 hodin od ovlivnéni) byl vyrazné nizsi nez u bunék NCM (Obr. 16).

Obr. 12: Poskozeni DNA vizualizované prostiednictvim H2A.X pozitivnich fluorescen¢nich
lozisek v jadie bun€k nenddorovych linii NCM (epitelovd) a NCF (mesenchymalni —
fibroblastova) béhem 48 hodin po ovlivnéni irinotekanem (CPT-11) v koncentraci 20 pg/ml.
Fluorescencni mikroskopie. ZvétSeni 600x. Méfitko 10 um.

H2A.X DAPI Slozeny H2A X DAPI Slozeny

Oh

24h

48h

Obr. 13: Pocty bunék s jddrem pozitivnim na H2A.X loZiska u nenadorovych linii NCM (epitelova) a
NCF (mesenchymalni — fibroblastova) ovlivnénych 20 ug/ml irinotekanu (CPT-11) v ¢asovém intervalu
48 hodin. *P< 0,05 v porovnani s poc¢atkem ovlivnéni
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50 Obr. 14: Casovy pribéh aktivace kindz ATM, ATR,
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Obr. 15: Casovy prub¢h aktivace kindz ATM, ATR,
50 Chkl a Chk2 po ovlivnéni nenadorové linie NCF
5840 =p-ATM @p-ATR (mesenchymalni — fibroblastova) irinotekanem (CPT-
%‘"g’ © OpChict Bp-Chic2 ’ 11) v davece 20 pg/ml v prubéhu 16 hodin. *P< 0,05
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Obr. 16: Casovy priibéh aktivace MAPK kinazy p38
u nenadorovych bunéénych linii NCM (epitelovd) a
NCF (mesenchymalni — fibroblastova) ovlivnénych
irinotekanem (CPT-11) v koncentraci 20 pg/ml
béhem 48 hodin. *P< 0,05 v porovnani s pocatkem
ovlivnéni
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6.4 Vliv CPT-11 na expresi proteinit TP53 a p16

CPT-11 vyvolal u obou testovanych nenadorovych linii poskozeni DNA, kter¢ aktivovalo
specifickou nitrobuné¢énou signalizaci vedouci k odliSnym projeviim ve smyslu apoptozy a
senescence. Z tohoto diivodu se cilem dalsiho vyzkumu se stala aktivita a exprese klicovych
mediatort téchto procest, tj. proteinti TP53 a p16. Analyzy pfitomnosti obou téchto proteinil
stejné tak jako proteinu p21 (ptimo podléhajiciho TP53) prostiednictvim imunoblotovani
prokézaly vyznamné odliSnosti v irovni jejich exprese €i aktivity u obou testovanych linii
(obr. 17). U linie NCM byla pozorovana zvysujici se exprese TP53 jiz po 6 hodinach od
ovlivnéni, ktera dosahla maxima 12 hodin po ovlivnéni, a to spolu s jeho specifickou
fosforylaci na pozici Ser-46, avsak statisticky nesignifikantni acetylaci na pozici Lys-382.
Zaroven v bunkach stoupalo mnozstvi proteinu p21, které dosahlo maxima na konci celého
experimentu. Naopak, mnozstvi proteinu p16 se v ovlivnénych buiikach trvale snizovalo.

U linie NCF vyvolal CPT-11 opét zvySeni
exprese TP53, avSak mén¢ vyrazné ve
srovnani s buitkkami NCM. Fosforylace
TP53 na pozici Ser-46 se také zvySovala,
nicméné vyznamného nartistu doséhla
(spolu s acetylaci na pozici Lys-382) az
12 hodin po ovlivnéni. CPT-11 vyvolal
trvaly nartst exprese proteinu p16 (obr.
17). Kromé& néarstu mnozstvi proteinu
TP53 u obou testovanych nenadorovych
linii se po ovlivnéni CPT-11 zvySovala i
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vlastni transkrip¢ni aktivita 7P53 genu, a to opét v Casoveé zavislosti a v odlisné intenzité. Ta
byla vzdy vyssi u bunék NCM (Obr. 18).

Obr. 17: Casovy priibéh exprese vybranych proteinii éastnicich se intracelularni stresové
signalizace u nenadorovych bunék linie NCM (epitelovd) a NCF (mesenchymalni —
fibroblastovd) ovlivnénych irinotekanem (CPT-11) v koncentraci 20 pg/ml béhem 48 hodin.
Nanaseci kontrola — aktin. Vysledné imunobloty byly denzitometricky analyzovany a*P< 0,05
v porovnani s poc¢atkem ovlivnéni

160 Obr. 18: Casovy priibéh zmén v transkripéni aktivitd
TP53 u nenadorovych linii NCM (epitelova) a NCF

: ‘ . (mesenchymalni —  fibroblastovd)  ovlivnénich
irinotekanem (CPT-11) v koncentraci 20 pg/ml béhem
36 hodin. *P< 0,05 v porovnani s pocatkem ovlivnéni
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6.5 Uloha proteinit TP53 a p16 na CPT-11 vyvolanou apoptdzu a senescenci

Pro mechanistické ovéteni tlohy a vyznamu proteinit TP53 a pl16 v CPT-11 navozené
intracelularni stresové signalizaci a nasledné apoptdze/senescenci byla exprese ptislusnych
genll uml¢ena metodou RNA interference (siRNA-genovy knockdown). V uvodu jsme
nejprve ovéfili t€innost umléeni obou gend pomoci imunoblotingu. Vysledky prezentované
na Obr. 19 ukazuji, ze v obou ptipadech bylo dosazeno signifikantniho tbytku exprese
pfislusnych proteinti u obou dvou linii. Potlaceni exprese genu 7P53 vedlo u obou bunéénych
linii k vyznamnému potlaceni navozené irovné apoptdzy, zatimco snizeni exprese pl6 se

v tomto ohledu ukézalo jako nevyznamné (Obr. 20). Naproti tomu CPT-11 stimulovana
senescence byla vyznamné ovlivnéna ve smyslu své redukce pfi sniZeni exprese jednotlivych
cilenych gent, a to u obou testovanych linii (NCM a NCF). Soucasné uml¢eni obou dvou
genil pak u linie NCF vedlo k dalsi inhibici senescence — celkove se pocet senescencnich
bunék snizil az na troveinl pod 3 %, zatimco u bun¢k linie NCM nebyla tato akcelerace
inhibice senescence pozorovana (Obr. 21).

Obr. 19: Efekt umlceni exprese (knockdown) genti 7P53 a/nebo pl6 pomoci siRNA u
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v koncentraci 20 pg/ml v intervalu 48 hodin. *P< 0,05
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2 . Obr. 21: Efekt umlceni exprese (knockdown) gent
TP53 a/nebo plo6 pomoci siRNA
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6.6 Exprese vybranych miRNA u bun¢k ovlivnénych CPT-11

S ohledem na soucasny stav znalosti mechanizmi zapojenych do intracelularnich stresovych
signalizaci jsme u NCM a NCF buné¢k vystavenych CPT-11 v koncentraci 20 pg/ml, kromé
jiz probéhlych analyz, zkoumali expresi vybranych miRNA (miRNA-34a, miRNA-128a,
miRNA-449a) znamych ze zapojeni do tohoto procesu. U linie NCM doslo k ¢asove
zavislému trvalému nartistu exprese vSech sledovanych miRNA, i kdyZ pouze u miRNA-34a
se jednalo o signifikantni zvySeni, a to od 12 hodin ovlivnéni CPT-11 s vrcholem po 36
hodinach. Oproti tomu u linie NCF byla zaznamendna masivné zvySena exprese vsech
sledovanych miRNA, a to jiz po 6 hodinach od ovlivnéni CPT-11. I v tomto ptipad¢ byla
nejvice zvySena hladina miRNA-34a (Obr. 22).
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Obr. 22: Casovy priibéh vybranych miRNA zapojenych do procesu senescence b&hem 36 hodin
ovlivnéni irinitekanem (CPT-11) v koncentraci 20 pg/ml u nenaddorovych bunéénych linii (A)
NCM (epitelova) a (B) NCF (mesenchymadlni — fibroblastova). *P< 0,05 v porovnani

s pocatkem ovlivnéni CPT-11

6.7 Vliv CPT-11 na riistové parametry a viabilitu nddorovych stfevnich bun€k s mutovanym
TP53

Z dosavadnich vysledki vyplynul klicovy vliv proteinu TP53 v bunécné odpovédi na stres
vyvolany CPT-11. Protoze buitky CRC v pokrocilém stadiu nesou mutace v tomto tumor
supresorovém genu, pro dal§i pokusy jsme zvolili nddorovou linii SW-620, jejiz bunky byly
puvodné odebrané z uzlinové metastazy CRC a které jsou pozitivni pro n€které mutace —
zejména v genu 7P53. Vliv CPT-11 na riistové parametry a viabilitu byl uréen opét pomoci
testu metabolické aktivity (WST-1) korelovaného na mnozstvi celkového proteinu (test
Coomassie Brilliant Blue). V €asovém intervalu 48 hodin jsme pozorovali koncentracné
zavislé snizeni bunécného ristu a viability, pficemZ prvni statisticky vyznamny cytotoxicky
ucinek pouzité latky CPT-11 se projevil v koncentraci 40 pg/ml (Obr. 23). Tato koncentrace
byla tedy zvolena jako vychozi pro dalsi testovani.
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Obr. 23: Proliferace a viabilita linie kolorektalniho
karcinomu SW-620 v koncentra¢nim rozmezi 0-80
pg/ml a v asovém intervalu 48 hodin. *P< 0,05
v porovnani s neovlivnénymi kontrolni buiikami ve
stejném Casovém intervalu

6.8 Vliv CPT-11 na bunécnou smrt — apoptézu u nadorovych sttevnich bun€k s mutovanym

TP53

U CPT-11 ovlivnénych bun¢k byla mikroskopicky pozorovana nizsi proliferace a morfologické
zmény zahrnujici bunécné smrstovani, ztratu adherence a tvorbu membranovych protruzi —
blebil s naslednym rozpadem bunck (Obr. 24). Ptritomnost umirajicich bun¢k v kulturach
vystavenych CPT-11 byla dale kvantifikovana cytometricky (Obr. 25), pficemZ jejich dalsi
pozorované morfologické i biochemické znaky zahrnovaly specifickou kondenzaci a
fragmentaci chromatinu (Obr. 26), ¢asové zavislou ztratu mitochondridlniho membranového
potencialu (MMP — Obr. 27), uvoliiovani cytochromu ¢ do cytoplazmy (Obr. 28) a aktivaci
kaspazy-3 (Obr. 29).
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Obr. 24: Casovy priibéh proliferace a morfologickych zmén bunék u linie kolorektalniho
karcinomu s mutovanym genem 7P53 — SW-620 po podani irinotekanu (CPT-11)

v koncentraci 40 a 80 png/ml a v ¢asovém intervalu 48 hodin. Fazové kontrastni mikroskopie.
ZvétSeni 600x. Métitko 10 um
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Obr. 25: Vliv irinotekanu (CPT-11) v koncentracnim
rozmezi 0-80 pg/ml a v ¢asovém intervalu 48 hodin na
apoptozu u bunék linie kolorektalniho karcinomu
s mutovanym genem 7P53 — SW-620. *P< 0,05
v porovnani s neovlivnénymi kontrolni bunikami ve
stejném Casovém intervalu
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Obr. 26: Zmény struktury jader bunck linie kolorektalniho karcinomu s mutovanym genem
TP53 — SW-620 po ovlivnéni irinotekanem (CPT-11) v koncentraci 40 a 80 pg/ml v ¢asovém
intervalu 48 hodin. Fluorescen¢ni mikroskopie. Zvétseni 600x. Métitko 10 pm.

Obr. 27: Casové zmény mitochondrialniho
membranového potencialu (MMP) bunék linie
kolorektalniho karcinomu s mutovanym genem 7P53
— SW-620 po ovlivnéni irinotekanem (CPT-11)
v koncentraci 40 a 80 pg/ml. *P< 0,05 v porovnani
s pocatkem ovlivnéni

Obr. 28: Uvolnovani mitochondrialniho cytochromu ¢
do cytoplazmy bunék linie kolorektalniho karcinomu
s mutovanym genem 7P53 — SW-620 po ovlivnéni
irinotekanem (CPT-11) v koncentraci 40 a 80 pg/ml.
*P< 0,05 v porovnani s kontrolnimi neovlivnénymi
bunikami ve stejném Casovém intervalu

Obr. 29: Aktivace kaspazy-3 u bunék linie
kolorektalniho karcinomu s mutovanym genem 7P353
— SW-620 po ovlivnéni irinotekanem (CPT-11)
v koncentraci 40 a 80 pg/ml v ¢asovém intervalu 48
hodin. *P< 0.05 vporovnani s kontrolnimi
neovlivnénymi buiikami ve stejném ¢asovém intervalu
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6.9 Vliv CPT-11 na specifickou intracelularni signalizaci nddorovych stievnich bun¢k
s mutovanym 7P53

Vzhledem k tomu, ze CPT-11 vyvoléval bunénou smrt — apoptozu, v dalsi ¢asti nasich studii
jsme se podrobnéji zaméfili na zapojeni vybranych signalnich stresovych drah, a to
prostiednictvim sledovani aktivace kli¢ovych elementl téchto drah. Bunky linie SW-620
vykazovaly po ovlivnéni CPT-11 v davce 40 pl/ml pomérné ¢asnou (6—12 hodin) zvySenou
expresi jednak histonu H2A.X a jednak kindz Chk1 a Chk2. na druh¢ strané exprese a
aktivace ostatnich sledovanych markeri jakymi byly p-TP53, p38, cdc2 ¢i p21 a INK ziistaly
nesignifikantni (obr. 30 A). Pfi pouziti vyssi koncentrace CPT-11 (80 pl/ml), byl profil
aktivace sledovanych markerti podobny, pouze urovei jejich aktivace byla vyssi. Dale se ale
téz zvysila exprese MAPK kindzy p38. Zmény v ostatnich markerech v ramci sledovaného
casového ramce byly pouze minimalni a statisticky nesignifikantni (obr. 30 B). Vzhledem

ke zjisténé aktivaci kindzy p38, byla jeji uloha déale podrobnéji zkouméana pomoci metody
ELISA, a to v pritbéhu celych 48 hodin. Vysledky prokéazaly odlisny casovy profil aktivity
této kindzy v zavislosti na pouzité koncentraci CPT-11, kdy u bunék SW-620 ovlivnénych 40
pg/ml CPT-11 tato aktivita pozvolna narlistala a dosahla vyznamnych hodnot v intervalu 36 —
48 hodin. Naproti tomu CPT v koncentraci 80 pg/ml vyvolal vyznamny a rychly narast
aktivity p38 jiz po 12 hodinach expozice s ndslednym poklesem do prakticky vychozich
hodnot (Obr. 31). Abychom prokazali piimy vliv kindzy p38 na apoptézu bunék SW-620
ovlivnénych CPT-11, pfistoupili jsme k cilené inhibici tohoto proteinu, a to prostiednictvim
specifického chemické inhibitoru p38 SB203580 a/¢i pomoci genového utiSeni exprese
(siRNA). Obé dvé metody prokdzaly v experimentu schopnost statisticky vyznamné snizit
aktivitu p38 u této bunécné linie (Obr. 32). Chemicka i genova inhibice kindzy p38 u bun¢k
linie SW-620 ovlivnéné CPT-11 v koncentraci 40 pg/ml vyznamné zvysilo Uroven apoptozy
ve vSech sledovanych ¢asovych intervalech (Obr. 33 A). Naproti tomu u bunék ovlivnénych
CPT-11 v koncentraci 80 pg/ml doslo za stejnych podminek k opacnému jevu; tj. k
signifikantnimu sniZeni trovné apoptdzy, a to opét ve vSech sledovanych casovych
intervalech (obr. 33 B).

mp-H2A.X ®@mp-Chk1 Op-Chk2 @p-TP53 mp-H2AX mp-Chk1  Op-Chk2 @p-TP53
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Obr. 30: Vliv irinotekanu (CPT-11) v koncentraci (A) 40 pg/ml a (B) 80 pg/ml na aktivaci
vybranych marker signalnich stresovych drah u buné€k linie kolorektalniho karcinomu
s mutovanym genem 7P53 — SW-620 v asovém intervalu 12 hodin. *P< 0,05 v porovnani
s po¢atkem ovlivnéni
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Obr. 31: Aktivita MAP kinazy p38 u bunck linie
e CPT1E0 acPTiiEd kolorektalniho karcinomu s mutovanym genem 7P53 —
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Obr. 32: Snizeni aktivity MAPK kinazy p38
prostfednictvim specifického chemického inhibitoru
SB203580 a/¢i genového utiSeni exprese (siRNA) u
bun¢k linie kolorektdlniho karcinomu s mutovanym
genem 7P53 — SW-620 po ovlivnéni irinotekanem
(CPT-11) v koncentraci 40 a 80 pg/ml v Casovém
intervalu 48 hodin. *P< 0,05 v porovnani s buiitkami
ovlivnénymi CPT-11 ve stejny ¢asovy interval
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100 inhibitor SB203580 a siRNA) na apoptdzu bunék linie
kolorektalniho karcinomu s mutovanym genem 7P53
— SW-620 po ovlivnéni irinotekanem (CPT-11)
v koncentraci (A) 40 a (B) 80 pg/ml v ¢asovém
intervalu 48 hodin. *P< 0,05 v porovnani s buitkami
ovlivnénymi CPT-11 v koncentraci 40 pg/ml ve stejny
Casovy interval, #P< 0,05 v porovnani s buiikami
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6.10 Vliv CPT-11 na rlstové parametry nadorovych sttevnich bunék s odstranénym 7P53

Vysledky pfedchozich experimentil jasné prokazaly, ze funkéni status genu (proteinu) 7P53
hraje pii odpovédi nadorovych stfevnich bun¢k na CPT-11 vyznamnou tlohu. V posledni
¢asti naSich experimentli jsme proto chtéli ovéfit chovani bunék CRC u kterych doslo k deleci
genu TP53, a to zejména s ohledem na jejich citlivost vii¢i CPT-11. Jako model jsme pouzili
bunécnou linii, ve které byl gen TP53 uméle odstranén genovym knockoutem (HCT-116-
TP53KO). CPT-11 v ¢asovém intervalu 48 hodin opét prokazal cytotoxicky a antiproliferacni
ucinek, ktery byl vyznamny jiz od pouzité koncentrace 10 pg/ml, jak bylo prokdzano testem
syntézy DNA. K dal$im experimenttim byla vybrana koncentrace 20 pg/ml jejiz cytotoxicita
se pohybovala pod trovni hodnoty ICso (Obr. 34). CPT-11 v této koncentraci vyvolaval
poskozeni DNA, které¢ vyznamné nartstalo jiz v intervalu 4-8 hodin od ovlivnéni
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s dosazenym maximem bunék pozitivnich na dvouvldknové zlomy (cca 45 %) v intervalu 24-
36 hodin od ovlivnéni (Obr. 35). Toto poskozeni vyvolalo standardni buné¢nou odpovéd

v podob¢ aktivace stresové kinazy Chk1, ktera casoveé odpovidala nartistu DNA poskozeni u
ovlivnénych buné¢k (Obr. 36).

40000 Obr. 34: Proliferace a viabilita linie kolorektalniho
£ karcinomu s ume¢le odstranénym genem 7P53 - HCT-
£ 30000 . 116-TP53KO po podani irinotekanu (CPT-11)
H v koncentratnim rozmezi 0-40 pg/ml a v ¢asovém
§ 20000 ' intervalu 48 hodin stanovena prostfednictvim testu
E DNA syntézy. *P< 0,05 v porovnani s neovlivnénymi
& 10000 kontrolni butikami ve stejném ¢asovém intervalu
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Obr. 35: Pocty bungk s jddrem pozitivnim na H2A.X
loziska u linie kolorektdlniho karcinomu suméle
odstranénym genem 7P53 - HCT-116-TP53KO po
podani irinotekanu (CPT-11) v koncentraci 20 pg/ml a
v Casovém intervalu 48 hodin. *P< 0,05 v porovnani s
neovlivnénymi kontrolni buiikami ve stejném ¢asovém
intervalu
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31 Obr. 36: Casovy pribéh aktivace stresové kinazy
281 Chkl u linie kolorektalniho karcinomu suméle
odstranénym genem 7P53 - HCT-116-TP53KO po
podani irinotekanu (CPT-11) v koncentraci 20 pg/ml
a v ¢asovém intervalu 24 hodin. *P< 0,05 v porovnani
s po¢atkem ovlivnéni
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6.11 Vliv CPT-11 na bunécnou smrt-apoptézu u nadorovych sttevnich bunék s odstranénym
TP53

Oproti kontrolnim kulturdm, byla u CPT-11 ovlivnénych bunék mikroskopicky pozorovana
niZ8i proliferace a morfologické zmény zahrnujici cytoplazmatickou vakuolizaci, bunééné
smr§t'ovani, ztratu adherence a tvorbu membranovych protruzi — blebii (Obr. 37). Pfitomnost
indukované apoptdzy u ovlivnénych bunek byla nasledné potvrzena cytometricky, pticemz
casosbérné studie dale specifikovaly jeji dynamiku. Ta byla nejprve béhem prvnich 20 hodin
ovlivnéni dosti pozvolna a k vyznamnému nartistu poctu apoptotickych bun€k ve sledovanych
kulturach doslo az od 24 hodin ovlivnéni a vySe (Obr. 38). Tato buné¢na smrt probihala
prostiednictvim aktivovanych kaspaz-9 a -3, ale v neptitomnosti kaspazy-8 (Obr. 39). Pokusy
s frakcionaci bun¢k dale specifikovaly, Ze do procesu aktivované apoptotické signalizace
indukované CPT-11 se u testovaného modelu zapojovaly 1 mitochondrie, a to pfimym
uvolnovanim cytochromu ¢ do cytoplazmy (Obr. 40).
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Obr. 37: Casovy pribéh proliferace a morfologickych zmén bunék u linie kolorektalniho
karcinomu s uméle odstranénym genem 7P53 - HCT-116-TP53KO po podani irinotekanu
(CPT-11) v koncentraci 10 a 20 pg/ml a v casovém intervalu 48 hodin. Fazov€ kontrastni
mikroskopie. ZvétSeni 600x. Méfitko 10 pm.

2 Obr. 38: Vliv irinotekanu (CPT-11) v koncentraci 20
2] pg/ml na bunénou smrt linie kolorektalniho

karcinomu s uméle odstranénym genem 7P53 - HCT-
116-TP53KO v ¢asovém intervalu 48 hodin. *P< 0,05
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Obr. 40: Vliv irinotekanu (CPT-11) v koncentraci 20 pg/ml na uvolfiovani cytochromu c
z mitochondrii (A) do cytoplazmy (B) u linie kolorektalniho karcinomu s uméle odstranénym
genem 7P53 - HCT-116-TP53KO v ¢asovém intervalu 48 hodin. *P< 0,05 v porovnani
s kontrolnimi neovlivnénymi butikami ve stejném casovém intervalu
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6.11 Uloha autofagie u nadorovych stievnich bunék s odstranénym TP53 ovlivnénych
CPT-11

Morfologické analyza bun¢k, pozvolny nastup projevi apoptdzy i jeji celkova uroven u
ovlivnénych bunék nazna¢ovala moznou pritomnost a zapojeni dal§i bunécné odpovedi na
tento druh stresu. Jednim z moznych kandidati mohla byt zvySend troven autofagie — coby
obranny buné¢ny mechanizmus. V dal§im kroku jsme tedy zkoumali, zda u CPT-11
ovlivnénych bun¢k dochdzi k soucasné stimulaci autofagie. K detekci autofagie jsme pouzili
specificky marker monodansylkadaverin (MDC), coz je fluorescen¢ni sloucenina, ktera se
vmezetuje do autofagickych vakuol a tim je specificky oznacuje. Jak je patrno na Obr. 41,
vyznamn¢ zvySena MDC fluorescence naznacujici signifikantni pfitomnost autofagie byla
detekovatelna u HCT-116-TP53KO vystavenych jiz velmi nizké CPT-11 koncentraci (0.5
pg/ml). Se zvysujicimi se koncentracemi CPT-11 troven navozené autofagie stoupala,
nicméné v rozmezi cytotoxickych koncentraci se jiz dale vyznamné neménila. Pfitomnost
koncentracné zavislé autofagické aktivity bun¢k byla déle ovéfena i prostiednictvim analyz
exprese piisluSnych proteint, kdy byla pozorovana zvySena exprese proteinu BEKLINU-1,
konverze proteinu LC3-I na LC-II ¢i degradace proteinu p62 (Obr. 42). Pro mechanistické
potvrzeni aktivace tohoto procesu u CPT-11 vystavenych bun¢k jsme déle pouzili specifické
inhibitory autofagie, které ji ovlivituji riznymi mechanizmy a v riznych fazich (¢asna — 3-
MA, pozdni — chlorochin). Jejich vliv na CPT-11 stimulovanou autofagii byl odli$ny; zatimco
inhibitor ¢asné faze autofagie vyznamné tuto bunécnou odpoveéd’ inhiboval, inhibitor pozdni
faze autofagii spiSe vyvolanou autofagii podnécoval (Obr. 43 a 44).

Cely proces autofagie je zavisly na spravné funkci lysosomti. CPT-11 v koncentraci 20 pg/ml
vyvolal béhem 48 hodin zmény jejich distribuce v buiice a podnécoval permeabilizaci
lysosomalni membrany (Obr. 45 a 46). Jednim z moZnych ¢initeld odpovédnych za tuto
permeabilizaci je 1 protein BAX. Pro ovéfeni jeho zapojeni do stavajiciho procesu, byla
provedena u kontrolnich i ovlivnénych buné€k gradientova centrifugace, kterou jsme pfipravili
celkem 7 lysozomalnich a mitochondrialnich bun&énych frakci. Tyto byly nasledné testovany
na ptitomnost lysozomalni fosfatazy, lysosomalniho membranového proteinu LAMP-1,
mitochondridlniho proteinu COX-IV a proteinu BAX. V kontrolnich vzorcich byl BAX
lokalizovan ve frakcich spolu s COX-IV, tyto frakce mély malou aktivitu kyselé fosfatazy a
nizky obsah LAMP-1. Oproti tomu po ovlivnéni CPT-11 byl BAX lokalizovan ve vSech
ptipravenych frakcich véetné lysozomalnich s vysokou expresi LAMP-1, kyselé fosfatazy a
nizkou expresi COX-IV (obr. 47 a 48).

Obr. 41: MDC-specificka fluorescence bunck
odpovidajici autofagii u linie kolorektalniho
karcinomu s uméle odstranénym genem 7P53 - HCT-
116-TP53KO po ovlivnéni irinotekanem (CPT-11)
v koncentraénim rozmezi 0-40 pg/ml v ¢asovém
intervalu 36 hodin. *P< 0,05 v porovnani
s kontrolnimi neovlivnénymi buiitkami ve stejném
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Obr. 42: Zmény v expresi vybranych markert
autofagie buné¢k u linie kolorektalniho
karcinomu s uméle odstranénym genem 7P53 -
HCT-116-TP53KO po ovlivnéni irinotekanem
(CPT-11) v koncentra¢nim rozmezi 0-40 pg/ml
v Casovém intervalu 36 hodin. Nanaseci
kontrola — aktin. Vysledné imunobloty byly
denzitometricky analyzovany a *P< 0,05
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Obr. 43: MDC-specificka fluorescence bunék odpovidajici autofagii u linie kolorektalniho
karcinomu s uméle odstranénym genem 7P53 - HCT-116-TP53KO po ovlivnéni irinotekanem
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(CPT-11) v koncentraci 20 pg/ml (samotny) nebo
spolu se specifickymi inhibitory autofagie (3-MA,
chlorochin) v ¢asovém intervalu 48 hodin. *P< 0,05
v porovnani s kontrolnimi neovlivnénymi bunikami
ve stejném Casovém intervalu #P< 0,05 v porovnani
s bunkami ovlivnénymi pouze CPT-11 ve stejném
casovém intervalu

Obr. 44: Zmény v expresi vybranych markert
autofagie buné¢k u linie kolorektalniho karcinomu
s uméle odstranénym genem 7P53 - HCT-116-
TP53KO po ovlivnéni irinotekanem (CPT-11)

v koncentraci 20 pg/ml (samotny) nebo spolu se
specifickymi inhibitory autofagie (3-MA,
chlorochin) v ¢asovém intervalu 36 hodin. Nanéaseci
kontrola — aktin. Vysledné imunobloty byly
denzitometricky analyzovany a *P< 0,05

v porovnani s kontrolnimi neovlivnénymi buitkami
ve stejném Casovém intervalu

Obr. 45: Casovy pribéh permeabilizace lysosomalni
membrany u linie kolorektalniho karcinomu s uméle
odstranénym genem 7P53 - HCT-116-TP53KO po
ovlivnéni irinotekanem (CPT-11) v koncentraci 20
pg/ml béhem 48 hodin. *P< 0,05 v porovnani
s kontrolnimi neovlivnénymi buiikami ve stejném
casovém intervalu
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Obr. 46: Permeabilizace lysosomalni
membrany u linie kolorektalniho
karcinomu suméle odstranénym
genem 7P53 - HCT-116-TP53KO po
ovlivnéni irinotekanem (CPT-11)
v koncentraci 20 pg/ml béhem 36
hodin. (A) Cas 0 (B) &as 36 hodin.
Fluorescen¢ni mikroskopie. ZvétSeni
200x, métitko 10 um.
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Obr. 47: Aktivita lysozomalni fosfatazy v lysozomalnich a mitochondrialnich frakcich bunck
linie kolorektalniho karcinomu s uméle odstranénym genem 7P53 - HCT-116-TP53KO po
ovlivnéni irinotekanem (CPT-11) v koncentraci 20 pg/ml béhem 36 hodin. (A) Kontrolni
neovlivnéné bunky (B) Bunky vystavené CPT-11
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Obr. 48: Lokalizace proteinu BAX v lysozomélnich a mitochondridlnich frakcich buné¢k linie
kolorektalniho karcinomu s uméle odstranénym genem 7P53 - HCT-116-TP53KO po ovlivnéni
irinotekanem (CPT-11) v koncentraci 20 pg/ml béhem 36 hodin. (A) Kontrolni neovlivnéné
bunky (B) Buiiky vystavené CPT-11. NanaSeci kontrola — aktin. Vysledné imunobloty byly
denzitometricky analyzovany

6.12 Vliv exprese proteinu TP53 na CPT-11 stimulovanou bunécnou smrt u nadorovych
sttevnich bun¢k s odstranénym 7P53

CPT-11 indukoval u stavajici linie HCT-116-TP53KO apoptdzu, nicméné v omezené mite a
za soucasného zvyseni exprese autofagie a jejich markerti, coZ nazna¢ovalo mozny funkéni
vztah obou bunéénych fenotypl k expresi TP53. Pro ovéteni této hypotézy jsme transfekovali
HCT-116-TP53KO, ale i dal§i CRC linie nesouci divoké ¢i mutované formy 7P53, divokou
dominantni formou genu 7P53 (Obr. 49 a 50). Takto ovlivnéné buniky jsme nasledné vystavili
CPT-11 po dobu 24 hodin. Bunky transfekované 7P53 byly k CPT-11 citlivéjsi a Giroven
navozené bunécné smrti se vyznamné zvysila, 1 kdyz v nepfitomnosti podobn¢ zvySené
aktivity kaspazy-3 a autofagie (Obr. 51, 52 a 53).

32



HCT-116-P53KO [

: . Kontrolni transfekce
(nefunkéni)

- Transfekce TP53
| Transfekce TP53
+ CPT-11 20

. Kontrola
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imunobloty byly denzitometricky analyzovany.

Obr. 50: Transkripéni aktivita proteinu TP53
v netransfekovanych a transfekovanych
bunkach linii  kolorektalniho  karcinomu
s divokou formou genu 7P53 (HCT-116),
odstranénym genem 7P53 (HCT-116-P53KO)
¢i  mutovanym (HT-29) genem 7TP53
ovlivnénych irinotekanem (CPT-11)
v koncentraci 20 pg/ml v ¢asovém intervalu 24
hodin.. *P< 0,05 v porovnani s linii HCT-116
TP53KO a #P< 0,05 v porovnani
s netransfekovanymi liniemi

Obr. 51: Vliv exprese proteinu TP53 na
irinotekanem (CPT-11, 20 pg/ml) indukovanou
bunéénou smrt v ¢asovém intervalu 48 hodin u
bun¢k  linie  kolorektdlniho  karcinomu
s odstranénym genem 7P53 - HCT-116-P53KO.
*P< 0,05 v porovnani s kontrolnimi
neovlivnénymi buiikami a #P< 0,05 v porovnani
s buiikkami ovlivnénymi CPT-11

Obr. 52: VIliv exprese proteinu TP53 na
irinotekanem (CPT-11, 20 pg/ml) indukovanou
aktivitu kaspazy-3 v ¢asovém intervalu 48 hodin
u bunék linie kolorektadlniho karcinomu
s odstranénym genem 7P53 - HCT-116-P53KO.
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6.13 Vyznam proteinu BAX v bunééné smrti indukované CPT-11 u nadorovych stfevnich
buné¢k s odstranénym 7P53

U bungk linie HCT-116-TP53KO vystavené CPT-11 jsme pozorovali zvySeni lysozomalni
permeability a aktivity lysozomalni fosfatdzy (Obr. 54 a 55). Tyto zmény v lysosomech
korelovaly s vyssi expresi proteinu BAX v tomto kompartmentu (Obr. 56). Abychom
potvrdili vyznam proteinu BAX v téchto dé€jich, ptistoupili jsme k selektivnimu potlaceni jeho
exprese pomoci metody siRNA. Usp&sné sniZeni exprese proteinu BAX (Obr. 57) vedlo pii
srovnani se stejn¢ ovlivnénymi bunikami téze linie s normalni expresi BAX ke statisticky
signifikantnimu potlac¢eni buné¢né smrti vyvolané CPT-11 spojeného se snizenou aktivitou
kaspazy-3 (obr. 58 a 59). Déle jsme zaznamenali redukci permeability lysosomalni membrany
(obr. 60).

Obr. 54: Vliv exprese proteinu TP53 na lysosomalni
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Obr. 55: Vliv exprese proteinu TP53 na aktivitu
lysosomalni fosfatazy v lysosomalnich frakcich 1-3
bun¢k linie kolorektalniho karcinomu s odstranénym
genem 7P53 - HCT-116-P53KO po ovlivnéni
irinotekanem (CPT-11, 20 pg/ml) béhem 36 hodin.
*P< 0,05 v porovnani s kontrolnimi
netransfekovanymi bunkami

Obr. 56: Vliv exprese proteinu TP53
na lokalizaci proteinu BAX

v lysosomalnich frakcich 1-3 u bunék
linie kolorektalniho karcinomu

s odstranénym genem 7P53 - HCT-
116-P53KO po ovlivnéni
irinotekanem (CPT-11, 20 pg/ml)
béhem 36 hodin. NanaSeci kontrola —
aktin. Vysledné imunobloty byly
denzitometricky analyzovany

Obr. 57: Exprese proteinu BAX po specifickém
umlceni jeho genu metodou siRNA u bunék linie
kolorektalniho karcinomu s transfekovanym genem
TP53 - HCT-116-P53TR. ovlivnénych irinotekanem
(CPT-11, 20 pg/ml) v Casovém intervalu 48 hodin.
Nanaseci kontrola — aktin. Vysledné imunobloty byly
denzitometricky analyzovéany a *P< 0,05 v porovnani
s kontrolnimi buitkami

Obr. 58: Vliv sniZené exprese proteinu BAX (metoda
siRNA) na irinotekanem (CPT-11, 20 pg/ml)
indukovanou bunéénou smrt v ¢asovém intervalu 48
hodin u bungk linie kolorektalniho karcinomu

s odstranénym genem TP53 - HCT-116-P53KO. #
P< 0,05 v porovnani s buiikami s normalni expresi
BAX
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Obr. 59: Vliv snizené exprese proteinu BAX (metoda
siRNA) na irinotekanem (CPT-11, 20 pg/ml)
indukovanou aktivitu kaspazy-3 v ¢asovém intervalu 48
hodin u bungk linie kolorektalniho karcinomu

s odstranénym genem 7P53 - HCT-116-P53KO * P<
0,05 v porovnani s buitkami s normalni expresi BAX

Obr. 60: Vliv sniZzené exprese proteinu BAX (metoda
siRNA) na irinotekanem (CPT-11, 20 pg/ml)
indukovanou permeabilitu lysozomalni membrany
v ¢asovém intervalu 48 hodin u bunc¢k linie
kolorektalniho karcinomu s odstranénym genem 7P53 -
HCT-116-P53KO * P< 0,05 v porovnani s kontrolnimi
neovlivnénymi buntkami a # P< 0,05 v porovnani
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7. Diskuze

Od objevu irinotekanu (CPT-11) a pocatk jeho praktického vyuziti uplynulo jiz 20 let. Od té
doby hraje nezastupitelnou roli v mnoha chemoterapeutickych rezimech u celé fady
nadorovych onemocnéni. Jednou z mnoha podminek spravné t¢innosti tohoto
chemoterapeutika je i jeho distribuce do mista svého piisobeni, tedy k nddorovym buiikam.
Toto by méla zarucit dostatecna plazmaticka koncentrace odvozovana v praxi vétSinou od
celkového télesného povrchu pacienta. V 1é€ebnych schématech pokrocilého kolorektalniho
karcinomu se CPT-11 uplatiiuje v piiblizném davkovém rozmezi 150-350 mg/m? a
plazmatické koncentrace takto dosahuji 1-10 pg/ml (Mathijssen ef al. 2002; Vanhoefer et al.
2001). V ramci intraarteridlniho podani mizou tyto koncentrace az nékolikanasobné vzrist.
(Hofmann et al. 2005) Z tohoto pohledu byly ndmi testované a pouzité koncentrace klinicky
srovnatelné.

Pti cytostatické 1é€bé nadorovych onemocnéni nedochazi k ovlivnéni pouze nadorovych
bunék samotnych, ale téz riiznych bunécnych typl v celém téle, a to vEetné bunck tlustého
stfeva. Toto souvisi s celkovym bezpecnostnim profilem tohoto cytostatika a je pfi¢inou
nezadoucich ucinkl v bézné klinické praxi. (D1 Paolo ef al. 2011) Ovlivnéni nenaddorovych
bunécnych linii vyplyva z moznosti prestupu CPT-11 do bunék stieva z krevniho fecisté ¢i
piimo ze stfevniho lumen. Davkove zavisly efekt cytostatik véetné CPT-11 na bunécnou smrt,
potazmo na apoptdzu a senescenci byl podloZzen mnoha pozorovanimi laboratornimi i
klinickymi.(Haug et al. 2008; Probin ef al. 2006; Rothenberg 2001)

Nase uvodni prace se proto zabyvala zejména detaily bunééné odpovédi nenddorovych linii
tlustého stteva NCM (epitelova) a NCF (fibroblastova) na ovlivnéni CPT-11. Byla porovnana
davkova ucinnost s vybranym modelem bunék kolorektalniho karcinomu linie HCT-116,
ktery ptedstavuje pomérné dobte prozkoumany model bun¢k kolorektalniho karcinomu.
Dosazeny toxicky uc¢inek CPT-11 vykazoval v ramci naSich experimentti davkove a ¢asové
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zavisly efekt. Morfologické zmény z vétsi ¢asti odpovidaly bunééné smrti, zejména u
nadorovych bunék tak zaddouci. Poskozeni ve form¢ zlomti DNA aktivovalo mitochondrie,
uvolnilo z nich cytochrom ¢ a cestou kaspaz vedlo ke smrti apoptézou, coz odpovida jinym
experimentalnim pozorovanim.(Haug et al. 2008)

Tyto zmény ale byly vice vyjadreny u linii HCT-116 a epitelialni nenadorové NCM; po
ovlivnéni CPT-11 vstupovaly pfevazné do mitochondridlni, na kaspazach zavislé apoptdzy.
Oproti tomu fibroblastova linie NCF vykazovala spiSe charakteristiky senescence, jak bylo
prokézano mikroskopicky a expresi -galaktosidazy. U stejné linie doslo ke snizeni metylace
DNA a zvySeni bunécné adhesivity, coz dale dokazuje vhodnost téchto markert k detekci
senescence.(Ben-Porath and Weinberg 2005). Ackoliv tyto zavéry koreluji s dostupnymi
poznatky v literatuie, nemtizou pln¢ vysvétlit pozorované rozdily v obou nenadorovych
bunéénych liniich.

Senescence je téZ regulovana stresovymi kindzami, témi samymi kindzami zapojenymi do
regulace apoptozy. (Lee ef al. 2017) V kontextu dalSich udélosti a signaliza¢nich cilt je pak
urcen jejich finalni efekt. K zodpovézeni této otazky byly tedy dale zkoumany drahy bunécné
odpovédi na poskozeni DNA.

U obou linii byla zaznamenana pomérné ¢asna aktivace signalnich kinaz ATM-Chk1 spolu

s pozd¢jsi a méné signifikantni ucasti drahy ATR-Chk2. Dale byl téz zaznamenan rozdil

v aktivaci MAPK p38. U linie NCM vyvolalo poSkozeni DNA irinotekanem masivni aktivaci
kinazy p38, ktera by dale mohla slouzit jako mediator p53 zavislé cesty apoptozy. Na rozdil
od toho opozdéna a pouze mirna aktivace p38 u linie NCF miize smétfovat k jinému
zéasadnimu cili, a to senescenci. Specificky aktivator kindzy p38 u tohoto modelu bohuzel
zatim neni pfesn€ znadm, ackoliv je mozné napojeni na proteiny rodiny RAS a BRAF, tedy
dal$i mimotadné dtlezité signalni drahy u CRC. (Xu et al. 2014)

Rozdil mezi aktivaci rozli¢nych stresovych signélnich drah byl dale pozorovéan na urovni
exprese TP53 a konkrétné specifické fosforylaci Ser-46 transkripéni aktivaci. Je znamo, Ze
kombinace rtiznych posttransla¢nich tprav proteinu TP53 a dalsi interakce s kofaktory usti

v riznorodé odpovédi TP53 na stres dle typu buiiky.(Muller and Vousden 2013) V tomto
piipadé by to mohla byt pravda, pokud by ovSem byla zapojena TP53 signalizace.
Ptedpoklada se, Ze bunééné cesty TP53 — p21WAF! 3 p16™K4 _ Rb vedouci k senescenci jsou
velmi konzervativni. Pokud néjaké buiiky tomuto procesu uniknou, jedna se o velmi
agresivni, ¢asto dediferencované bunééné klony, které dokazaly prekonat vliv p21 WA a to
nejspise cestou aktivace Bcl-xL/MCLI1, dale branici bunécné smrti. (de Carne Trecesson et al.
2011)

Ve srovnani s témito udaji jsme odhalili velké rozdily v expresi p16, kterd v ptipad¢ linie
NCM pozvolna klesala a pozvolna ale signifikantné rostla u linie NCF v pribchu celého
experimentu. Specificky vyznam téchto proteind pro apoptézu a senescenci jsme se dale
rozhodli ovéfit jejich uml¢enim pomoci siRNA. Potlaceni exprese genu 7P53 mélo zdsadni
vliv na snizeni Grovné navozené apoptdzy, vyrazeni genu p/6 vedlo naopak u obou
testovanych linii bez rozdilu k vyraznému sniZeni Grovné senescentnich projevii. Poskozeni
DNA tedy miiZe v naSem experimentu aktivovat téZ drahu p16 koncici u bunécné senescence
jako varianté k programované bunécné smrti, coz je ve shod¢ s dostupnymi
poznatky.(Campisi and d'Adda di Fagagna 2007)

Mimo to, aktivace p16 indukovana poskozenim DNA spolu s naslednou senescenci miize byt
dle literatury téZ spojena a regulovana specifickymi microRNA. (Chang et al. 2007)
Porovnali jsme proto expresni profily miR-34a, miR-128a a miR-449a u obou ovlivnénych
linii. U bun¢k NCM zvysil CPT-11 pouze expresi miR-34, coZ mlze mit za nasledek sniZeni
exprese SIRT1 a p53 acetylaci, ktera u téchto bunék dale zprostiedkuje senescenci. (Langley
et al. 2002) Je zajimavé, Ze ta sama miR-34a muze zplsobit senescenci cestou downregulace
E2F u bunék kolorektalniho karcinomu (Tazawa et al. 2007), nebo alternativnimi TP53
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nezavislym mechanismem. (Feliciano et al. 2011) ZvysSené hladiny miR-34a nebyly samy o
sobé& schopné prekonat mohutny efekt TP53, coz dokazuje nedostatek specifické acetylace u
bun¢k linie NCM. Na druhou stranu nemtizeme uplné vyloucit, ze miR-34a muze ptsobit i
jinymi mechanismy, protoze senescence byla vice méné pfitomna ve vSech ovlivnénych
vzorcich.

Naproti tomu exprese vSech tfi zkoumanych microRNA byla u nenaddorové linie NCF po
ovlivnéni CPT-11 zvysSena, coz muze byt pricinou preference senescentniho fenotypu téchto
buné¢k. Tento efekt by mohl byt TP53 zavisly (kvtli prokézané specifické acetylaci) i
nezavisly. (Chen et al. 2017)

V dalsich fazich nasich experimentti jsme se vratili ke zkouméani mechanismiim uc¢inku CPT-
11 na bunky kolorektalniho karcinomu. S ohledem na piedchozi vysledky jsme z modelovych
linii vybrali buiikky SW-620, které ptedstavuji model jiz pokrocilého kolorektalniho
karcinomu, protoze byly ptivodné odebrany z metastazy v lymfatické uzlin€. VEtsi agresivitu
této linie podporuje i ndmi zkoumany mutovany gen 7P53.

V vodu jsme opét ovéfili vliv CPT-11 na inhibici proliferace a snizeni viability bunék, ktera
vykazovala ¢asovou i ddvkovou zéavislost. Buné¢néa smrt vykazovala znamky na kaspazach
zavislé apoptdzy. Dale jsme ovétili 1 ucast jinych mechanismt bunééné smrti, zejména
autofagie. Pisobeni tohoto mechanismu se ndm vSak nepodatilo prokéazat ani na Grovni
proteinu ¢i mRNA.

Z toho divodu jsme se zaméfili na nitrobunécnou signalizaci vedouci k bunééné smrti, ktera
byla dle nasich vysledl vedena cestou aktivace checkpoint-kinaz, konkrétné Chk1 i Chk2, a
tedy alteraci s dynamikou bunécného cyklu.(Petitprez et al. 2013) Draha ATR/Chk1 je
specificka pro jeho S-fazi a naslednou zastavu mitozy (Bartek et al. 2004), zatimco draha
ATM/Chk2 ovliviiuje protein TP53 a vede k zastavé bunééného cyklu v G1 fazi.

Vliv CPT-11 se projevil 1 naristem aktivity kindzy p38. Jeji aktivace po ovlivnéni nadorovych
bunék riznymi cytostatiky se v minulosti jiz prokdzala.(Chiu ef al. 2008; Roux and Blenis
2004) V disledku jejiho napojeni skrze antiapoptotické proteiny rodiny Bcl-2 na regulaci
bunééného cyklu, opravu poskozené DNA ¢i autofagii,(De Chiara ef al. 2006; Roux and
Blenis 2004) ma aktivace této kindzy za nasledek stimulaci mechanismi pieziti buiiky a tim
zvysenou rezistenci k cytostaticke 1é¢bé.(Guo et al. 2008) Tato resistence vSak miize byt
pfekonéna specifickymi inhibitory p38 (Paillas ef al. 2011), coZ se zd4 opét slibné k 1é€be
nejen nddorovych onemocnéni. (Li et al. 2013; Yong et al. 2009)

Na druhou stranu kromé stimulace pieziti miZe tato kinaza stimulovat apoptdzu pfimym
ovlivnénim p53 (Taylor ef al. 2013) nebo cestou koaktivace transkripce.(Cuadrado et al.
2007)

Dale miize zvySena signalizace p38 pomahat zachovat kontaktni inhibici (Faust et al. 2005),
remodelovat cytoskelet (Woll ef al. 2007) nebo podporovat senescenci bunék.(Xu et al. 2014)
Vyznam p38 pro zachovani Zivotaschopnosti nadorovych bun€k a stejné tak jejich smrti se
zdéa byt komplexni a zavisly na mnoha faktorech. Jednim takovym kandidatem by mohlo byt
ovlivnéni této kindzy ve spravny ¢as. Dle nasich experimentt se zda, Ze prvnich 12 hodin
nedochézi k dramatickym zméndm aktivity. Po 12 hodinach vsak jeji aktivita pozvolna
narusta, coz koreluje s velmi omezenymi projevy apoptézy v tom samém obdobi. Toto
pozorovani je potvrzeno i experimentem s inhibici p38 u bunék ovlivnénych irinotekanem,
kdy po 12 hodinach signifikantné narostlo procento vyskytu apoptozy a zlistalo zvysSené po
celou dobu experimentu. Toto korelovalo téz se snizenym bunéénym piezivanim ve stejnych
casovych intervalech. Kromé ¢asné odpovédi na stres umoziujici buiice podstoupit reparacni
procesy (Phong et al. 2010) predstavuje ziejme p38 téz dulezity regulator autofagie. (Qiang et
al. 2013)

Bohuzel, Zadny z ptedkladanych modelii se v naSem experimentu nepotvrdil, coz miize byt
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modelovych nadorovych bunék. Dle nasich experimentti vétime, Ze aktivace p38 vedla

k potlaceni kli¢ovych proapoptotickych signalt a podpofe mechanismi pieziti. Tato situace
by mohla byt dle literatury navozena napt. aktivaci HSP proteini.(Murphy 2013) Toto zjisténi
je podlozeno supresivnim efektem inhibice p38 na celkovou smrt bun¢k a zvysené bunécné
piezivani v pribéhu 48 hodin od ovlivnéni.

P38 téz muze stimulovat apoptdzu naptiklad ovlivnénim exprese proapoptotickych proteinti
jako FasR a FasL, ¢i BAX, BIM a NOXA rodiny Bcl-2.(Cai et al. 2006; Hsu ef al. 1999)
Vyrazny cytotoxicky efekt pozorovany u bunék ovlivnénych vyssimi davkami CPT-11 by
kromé apoptodzy mohl souviset i s jinymi mechanismy bunécného zaniku. Avsak pozorovanim
morfologickych, biochemickych i molekularnich charakteristik v prib&hu bunééné smrti jsme
neprokazali signifikantni pfitomnost napiiklad autofagii-vyvolané bunééné smrti ¢i nekrozy.
Vzhledem k pfirozené bunécné rozmanitosti naseho experimentalniho systému a detekénim
limitim nemlZzeme piesto vyloucit, Ze se tyto zplisoby bunééné smrti mohly na celkovém
vysledku podilet.

Kli¢ovy vyznam v regulaci pochodii vedoucich k bunécné smrti predstavuje protein TP53.
Mutace v jeho genu je spojovana s vyssi agresivitou a zvySenym piezivanim nadoru pfi
cytostatické 1écbé. (Matt and Hofmann 2016; Morgan and Kastan 1997)

V posledni ¢asti nasi prace jsme se snazili ovétit prave vliv tohoto proteinu na mechanismy
bunécné smrti vlivem CPT-11. K experimentiim jsme vybrali nddorovou bunéénou linii HCT-
116-P53KO, ktera vykazuje nefunkéni gen 7P53 (mutace v exonu 2). (Boyer et al. 2004;
Bunz et al. 1999) Po ovlivnéni CPT-11 jsme prokézali ddvkové zavislou cytotoxicitu s
poskozenim DNA, ktera dale vedla k apoptdze zavislé na aktivaci mitochondrii a kaspaz.
PtestoZe byla tato reakce ocekavana, snazili jsme se prokazat i mozné zapojeni jinych
popsanych mechanismi, zejména autofagie jako zplisobu preziti. (Paillas et al. 2011; Sui et
al. 2013) K tomuto jsme vybrali nékolik bézné€ pouZivanych markeri téZ ve spojitosti

s inhibitory ¢asny 1 pozdnich fazi autofagie, avSak zadné¢ zmény (zvySeni) apoptdzy nebylo
zaznamenano. Autofagie v tomto piipadé tedy piedstavovala spiSe zplisob smrti bun¢k nez
mechanismus pro pieZiti, na ¢emz se pravdépodobné podilel i nefunk¢ni protein TP53. (Hale
et al. 2013) K lepSimu porozuméni vztahu mezi autofagii a apoptézou jsme zaméfili na
lysozomy, které by mohli pfedstavovat pojitko mezi t€émito d&ji. (Maiuri ef al. 2007)
Ovlivnéni CPT-11 vedlo ke zvySené permeabilité lysozomalnich membran v souvislosti

s moZnou ucasti proteinu BAX, jehoZ zvySeny vyskyt jsme zjistili v lysozomalni 1
mitochondrialni buné¢éné frakci. Translokace BAX z cytoplazmy do mitochondrii by dle
literatury méla zvySovat propustnost jejich membran; stejn¢ tak miize obdobnym
mechanismem dojit k permeabilité lysozomu. (Karch ef al. 2017) Snizeni exprese BAX
pomoci siRNA vedlo v naSem experimentu po ovlivnéni CPT-11 téZ ke snizeni znamek
bunécné smrti ve smyslu niz§i kaspazové aktivity a stejn¢ tak mensi permeability lysozom?.
V nasem modelu s nefunkénim TP53 tedy BAX pfispival k bunécné smrti apoptozou i
autofagii. K ur¢eni mozného vlivu TP53 v naSich podminkéach jsme provedli transfekci
divokého genu 7P53 do bunék HCT-116-P53KO a nésledné ovéfili jeho expresi. Po této
transfekci a ovlivnéni CPT-11 doslo k signifikantnimu zvySeni zndmek bunééné smrti,
ackoliv roven autofagie se nezménila. Pfima ucast TP53 v procesu autofagie je
komplikovana. Dle dostupnych dat se zda, ze ptitomnost TP53 v jadte piisobi spis
proautofagicky, zatimco cytoplazmatickd autofagii potlacuje. (Morselli et al. 2008) Z tohoto
pohledu vedlo obnoveni funkce TP53 k vétSimu vyskytu bunééné smrti po ovlivnéni CPT-11,
ackoliv neovlivnilo autofagii.

Nase vysledky potvrzuji, Ze nddorové a nenddorové linie mohou na ovlivnéni CPT-11
reagovat odliSnym mechanismem. Zasadni vyznam v tomto hraje protein TP53 a zachovala
signalizace pii poskozeni DNA s tcasti p38 ¢i dokonce nekterych microRNA. U nadorovych
modeli je hlavnim mechanismem bunécné smrti apoptdza, avsak aktivace autofagie
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pravdépodobné za ptispéni BAX, mitochondrii a lysozomti je t€Z mozna a neni pii apoptdze
vyloucena. Oproti tomu nenddorové modely mohou na CPT-11 reagovat kromé apoptozy i
odlisn¢, naptiklad indukci senescence.

Z uvedeného vyplyva, Ze vSechny tyto souvislosti by ndm do budoucna mohly pomoci lépe a
efektivnéji nasmerovat protinddorovou 1écbu ¢€i snizit jeji toxicitu. Pfestoze nam v soucasnosti
véda a casto i klinickd praxe dovoluje vyfadit z funkce mnoho riznych gent ¢i proteind, a tak
vyznamn¢ ovlivnit prubéh onemocnéni, ndmi oznacené terapeutické cile medicinskému
ovlivnéni stale unikaji. V ptipadé¢ proteinu TP53 je moznym vysvétlenim praveé komplexnost
jeho regulace a i jeho Siroka funkénost, kterou budeme muset pochopit mnohem hloubé;i.

Zavéry

A. Irinotekan (CPT-11) prokézal svoji toxicitu inhibici proliferace a snizenim viability u nami
vybranych bunéénych modelii kolorektalniho karcinomu i nenadorovych bunéénych linii.
Jeho efekt byl davkove zavisly a jiz od 20 pg/ml zptisoboval detekovatelné zmény bunééného
chovani a signalizace. Ovlivnéni nenadorovych bunéénych linii CPT-11 mélo za nasledek dle
konkrétniho bunééného typu indukci apoptdzy a/nebo senescence. Epitelialni linie NCM
odpovidala TP53-zavislou mitochondridlni cestou apoptozy s ucasti kindzy p38. Fibroblastova
linie NCF prokazovala preferencné znaky senescence cestou aktivace proteinii TP53 a p16

s moznou Ucasti n€kterych microRNA. Apoptdza indukovana CPT-11 byla TP53-zavisla,
zatimco senescence byla ovlivnéna TP53 i pl6.

B. U modelu pokrocilého kolorektalniho karcinomu zpiisoboval CPT-11 v niz$ich davkach
pomaly narast aktivity kinazy p38, coz mélo za nasledek aktivaci intracelularnich
mechanismi pfeziti a inhibici apoptdzy. Vyssi davky zpiisobily rychlou aktivaci kinazy p38 a
nasledné spusténi mitochondridlni cesty apoptodzy vedouci k bunééné smrti.

C. Buniky linie kolorektalniho karcinomu s inaktivovanym TP53 reagovali na ovlivnéni CPT-
11 bunécnou smrti v podob¢ apoptdzy pouze v omezené mite. Naproti tomu vzrostl vyznam
alternativnich procest, naptiklad autofagie. Potvrdila se tim kli¢ova, avSak komplikovana
uloha TP53 v signalizaci nddorovych buné¢k na stresové podnéty.

D. Ovlivnéni nitrobunééné signalizace (kinazy Chk1, Chk2, p38) odkrylo zajimavé
terapeutické moznosti, av§ak pfesné mechanismy regulace a jejich slozité zapojeni do mnoha
intracelularnich okruhi je ¢ini v 1é€bé kolorektalniho karcinomu casto pouze cilem
experimentalnim. Potvrdili jsme téz nesporny vyznam proteinu TP53 v ovlivnéni bunééné
smrti 1 pfeZivani, avSak i tento protein je zatim testovan jako mozny terapeuticky cil spiSe
pouze v preklinickych studiich.
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