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Abstrakt

Aplikace cytotoxické chemoterapie nadale piedstavuje zakladni strategii v 1éCbé
pokrocilych stadiich kolorektalniho karcinomu. Pfirozend ¢i ziskand rezistence nadoru
predstavuje ¢astou komplikaci chemoterapie nebo vede dokonce k jejimu selhani. Ukazuje se,
ze ulohu v terapeutické rezistenci nadorti sehravaji krom¢ jiného idrahy zodpovédné
za opravu poskozené DNA. Pozorovani ufady nddorG odhalily vysokou frekvenci
deregulované exprese u mnoha gentli, které¢ koduji DNA reparacni proteiny. Piikladem
takového proteinu u kolorektalniho karcinomu je MREI1, senzoricky protein
dvouretézcovych zlomi DNA.

Na Oddéleni molekularni biologie nadort (UEM AV CR, v. v. i.) byla roku 2016
publikovana studie, ktera pojednava o vztahu genetickych polymorfismii v mistech vazby
microRNA na mRNA reparacnich proteinti, mezi nimi i MRE11, klinickym vystupem
a uspéSnosti chemoterapie. Na zakladé¢ téchto vysledkli byla vypracovana hypotéza,
ze konkrétné definované microRNA, které budou asociovat s mRNA reparacnich proteind,
umozni nejen ovlivnit pfezivani kolorektalnich nadorovych bunck, ale i citlivost viaci
aplikované chemoterapii.

V praktické casti predlozené prace jsme pomoci in silico analyzy identifikovali
miR-140 jako potenciondlni regulator proteinu MREI1. Nasledné byl v in vitro funkénich
analyzach testovany vliv miR-140 na chovani chemosenzitivnich a chemorezistentnich
kolorektalnich nadorovych linii ve spojitosti s aplikaci standardné pouZzivaného
chemoterapeutika oxaliplatiny. Dosahnutd pozorovani byla nasledné validovana na vzorcich
ziskanych od 33 pacientl s kolorektalnim karcinomem.

Ziskané vysledky naznacuji moZnou asociaci mezi hladinou testované
miR-140, aktivitou proteinu MRE11 a chovanim bunétnych linii po aplikaci oxaliplatiny.
Experimentalni zvySeni hladiny miR-140 vedlo v kolorektalnich nadorovych bunkach ke
sniZzené proliferaci, zvySené cytotoxicité a zarovenl byl u chemosenzitivnich prokazany vliv
zvySené miR-140 na pokles hladiny proteinu MREI11. Stejny vysledek se nakonec podatilo

prokdzat i pfi testovani na pacientskych vzorcich.

Klic¢ova slova: kolorektalni karcinom, oxaliplatina, terapeutické rezistence, poskozeni DNA

a reparacni drahy, Mrel 1, nekédujici kratké RNA, miR-140



Abstract

Application of cytotoxic chemotherapy still remains the essential treatment strategy in
advanced colorectal cancer. The intrinsic and acquired drug resistance represents one of the
reasons that may even lead to failure of cancer therapy. The DNA damage response pathways
have been shown to play an important role in the development of chemoresistance. There is
sufficient evidence showing the high-frequency deregulated expression of many DNA repair
genes across multiple cancer types. An example of such gene in colorectal cancer is MRE! 1,

which encodes protein known as a sensor of DNA double-strand breaks.

In year 2016, there was a substantial study published by our group at The Department
of Molecular Biology of Cancer (IEM CAS, Prague), the study analysed the association of
polymorphisms in predicted microRNA target sites of double-strand breaks (DSBs) repair
genes, including MRE11, and clinical outcome and efficacy of chemotherapy in colorectal
cancer. Our hypothesis, based on the mentioned study, is that specifically and exactly defined
microRNAs with ability to regulate certain DNA repair proteins may not only affect the

survival of colorectal cancer cells, but also the sensitivity to chemotherapy.

In practical part of the submitted thesis we have identified miR-140 as a potential
regulator of MRE11 protein. The in vitro functional assays tested the effect of miR-140 on the
behavior of chemosensitive and chemoresistant colorectal cancer cell lines before and after
treatment with oxaliplatin, the standard chemotherapeutic agent for colorectal cancer. The

obtained observations were finally validated in 33 patients with colorectal cancer.

According to our results, there is a possible association between level of miR-140 and
the activity of MRE11 protein in colorectal cancer. We also found a significant effect of miR-
140 on the behavior of chemosensitive colorectal cancer cells after treatment with oxaliplatin.
Furthermore, the ectopic expression of miR-140 suppressed proliferation, increased
cytotoxicity in colorectal cancer cells and at the same time the elevated level of miR-140 was
associated with decreasing in MREII expression. Finally, the same results were also

confirmed on tumor samples obtained from patients with colorectal cancer.

Keywords: colorectal cancer, oxaliplatin, cancer therapeutic resistance, DNA damage and
repair, Mrel 1, short non-coding RNAs, miR-140
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1. Uvod

Kolorektalny karcindom dlhodobo zaujima popredné miesta v celosvetovych
Statistikach, ktoré hodnotia incidenciu a mortalitu malignych nadorovych ochoreni. V rdmci
Ceskej republiky je roéne diagnostikovanych okolo 8 000 novych pripadov a zhruba polovica
z nich v dosledku tohto ochorenia umiera. K vysokej incidencii navySe negativne prispieva
tzv. ,,zapadny Zivotny Styl*“, ktory suvisi so zlymi stravovacimi navykmi, narastom obezity,
nedostatkom fyzickej aktivity, konzumaciu alkoholu ¢i fajéenim. Samotnému karcindému
Casto predchadza pritomnost’ adenomatdéznych polypov v Crevnej sliznici. Skora detekcia
anasledne endoskopické odstranenie polypov je hlavnym cielom postupne zavadzanych
screeningovych programov. Hlavnym problémom ochorenia v pokrocilych stadiach je
skutoc¢nost, ze je aj po zdanlivo Uc¢innej pociatocnej terapii zatazené vysokym percentom
rozvoja recidivy.

Standardne podavané chemoterapeutika pri lie¢be kolorektalneho karcindmu si najma
5-fludrouracil a oxaliplatina, ¢asto poddvané sucasne v rdznych kombinaciach. Podstatou
chemoterapie je navodit’ nadmerné¢ poskodenie genetickej informacie nadorovych buniek,
ktoré povedie az k ich apoptoze. Negativnym vedlajsim ucinkom konvencnej chemoterapie
nad’alej ostava neselektivny UCinok na urcité typy zdravych buniek organizmu. Niektoré
nadorové bunky navyse disponuju prirodzenou chemorezistenciou k podavanej terapii alebo
dokdzu vyvinit mechanizmy k jej ziskaniu. Pradve =zlyhanie terapie v dosledku
chemorezistencie je hlavnou pri¢inou umrti spojenych snadorovymi ochoreniami.
Chemorezistencia byva u vyznamnej casti nadorov podmienend mutaciami génov, ktoré
koédujii proteiny podielajice sa na rozpoznavani a oprave poskodenia DNA spdsobeného
prave terapeutickymi latkami.

Postupné pozndvanie bioldgie nadorov a pochopenie mechanizmu kancerogenézy
prispieva k urCeniu konkrétnych molekulovych cielov, voc¢i ktorym mozZno namierit
Specificku terapiu. Jej potencial spoCiva v znizeni rizika vedl'ajSich efektov, vyssej ucinnosti

a do budiicna moznej personalizacii protinddorovej terapie.
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2. PrehPad literatury

2.1 Kolorektalny karcinom

Kolorektalny karcindm (colorectal cancer, CRC) je nadorové ochorenie, ktoré vznika
malignou transforméciou cylindrického epitelu hrubého c¢reva a kone¢nika. Podstatna Cast
nadorov hrubého c¢reva patri medzi adenokarcindmy s rdéznym stupiiom morfologickej
diferenciacie zl'azovych buniek sliznice ¢reva. Na zaklade histologickej stavby mozno odlisit
mucindzny adenokarcindm, karcindm z prstencovitych buniek, skvamoézny karcindm,
adenoskvamdzny karcindom, nediferencovany karcindm a neklasifikovatel'ny karcindm (Divis
et al., 2016). Nadory hrubého creva a kone¢nika sa sice zdruzuji pod spolo¢ny nézov —
kolorektalny karciném, avSak existuji medzi nimi znacné rozdiely, ktoré mozno najst
v etiologii a vyvoji na molekularnej trovni, invazivite rastu primarneho nadoru,
metastdzovani, odpovedi na liecbu ¢i rozvoji rezistencie (Li et Lai, 2009).

Vo vSeobecnosti sa na vzniku nadorov podielaji genetické aregulacné zmeny,
vysledkom ktorych je funkéna deregulacia bunkovej proliferacie a apoptdzy. Nadorové bunky
su relativne nezavislé na fyziologickych a rastovych regulacnych stimuloch prichadzajucich
z okolitého tkaniva a maju schopnost’ pokraovat v replikdcii nezdvisle od mechanizmov
regulujacich prirodzenll obnovu a rast buniek (Evan er Vousden, 2001).

Prevazné percento CRC sa vyvija z relativne pomaly rasticich adenomat6znych
polypov. Termin polyp oznacuje ohrani¢eny utvar vy¢nievajici nad okolita sliznicu do lumen
¢reva. Podl'a histologie moZzu byt kolorektalne polypy klasifikované ako non-neoplastické
(nenadorové) a neoplastické (nadorové). Z Casového hladiska modze vyvoj adendému
v karcinom trvat’ 7-10 rokov. Benigne polypy sa radia k premalignym 1éziam, ktoré pokial’ nie
su v ramci profylaxie odstranené mozu akumulovat’ pocCetné mutacie a predstavovat’ prvotné
Stadium vyvoja CRC. Riziko maligneho zvratu zéavisi na histologickej stavbe, velkosti
adendmov a stupniich Struktirnej a cytologickej nepravidelnosti (dysplazie) (Povysil

et Steiner et al., 2007).

2.1.1 Epidemiologia

Gastrointestindlne nadory v celosvetovej miere reprezentujii zhruba tretinu vsetkych
nadorovych ochoreni. CRC ma najvyssiu prevalenciu medzi zhubnymi nadormi traviaceho
ustrojenstva a patri k nadorovym ochoreniam s vysokou mortalitou. V roku 2018 bol v rdmci

celosvetove] incidencie odhadovany pocet 1 849 518 novo diagnostikovanych pripadov
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a CRC sa stal tretim najcastejSim zhubnym nédorovym ochorenim (s vynimkou niektorych
koznych nadorov). V Eurdpe bolo v spominanom roku odhadovanych 499 667 pripadov
(Tab. &. 1). Celosvetova umrtnost’ zapri¢inend CRC bola za rok 2018 odhadovana na 880 792
pripadov a na 242 483 pripadov v Eurdpe. Tym sa CRC zaradil na druhé miesto najcastejSich
umrti spdsobenych nadorovym ochorenim (s vynimkou niektorych koznych nadorov) (Ferlay

et al., 2018).

Tabul’ka ¢. 1: Epidemiologické udaje o kolorektalnom karcinome za rok 2018 v ramci Eurépy.
(Prevzaté a upravené podl’a: Ferlay et al., 2018)

Parameter Muzi Zeny Cela populacia
Incidencia
pocet novotvarov 271 600 228 067 499 667
pocet novotvarov na 100 000 oséb 75,5 59,4 67,2
poradie medzi zhubnymi nadormi 3. 2. 2.

(s vynimkou niektorych koZnych nadorov)

Mortalita

pocet umrti 129 706 112 777 242 483
pocet umrti na 100 000 osob 36,1 29,3 32,6
poradie medzi zhubnymi nadormi 2. 3. 2.

(s vynimkou niektorych koZnych nadorov)

Prevalencia (pacienti Zijici do 5 rokov od diagnostiky)

pocet pacientov 748 455 655 422 1403 877
pocet pacientov na 100 000 os6b 208,2 170,6 188,7
kumulativne riziko vzniku nadoru

do 75 rokov od narodenia 4,47 % 2,80 % 3,56 %

V $tatistickych hodnoteniach incidencie CRC patri Ceska republika na popredné
miesta nielen v ramci krajin Eurdpskej unie, ale aj celosvetovo. Roéne sa v CR diagnostikuje
okolo 8 000 novych pripadov (Obr. &. 1), ¢o dokazuju aj iidaje zo Zdravotnickej ro¢enky CR
2017 vydanej Ustavom zdravotnickych informacii a $tatistiky CR. Podl'a evidovanych udajov
bolo v roku 2016 novo diagnostikovanych 3 028 pripadov u muzov a 4 582 pripadov u zien
(UZIS CR, 2017). Este v roku 2008 bola Ceska republika v prvej trojici eurdpskych krajin
s najvySSou incidenciou CRC, hned po Slovenskej republike a Madarsku. Aj ked
v poslednych rokoch moZno pozorovat’ vyrazné zlepsenie §tatistického postavenia CR, ¢eska
populdcia 1 nad’alej zostavala nadmerne zatazena tymto nadorovym ochorenim. Podla

aktudlnych udajov v databdze GLOBOCAN zameranych na vyskyt CRC v radmci Statov
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Eurdpy sa Ceskd populdcia muzov posunula na 14. miesto a populacia zien na 18.-19. miesto
(Ferlay et al., 2018).

CRC sa povazuje za ochorenie rozvinutych krajin a spaja sa s tzv. ,,zapadnym Stylom
zivota® (western lifestyle). V krajinach ako USA, Australia, Novy Zéland a zépadnej Casti
Eur6py sa uvadza vyskyt viac ako 40 pripadov na 100 000 obyvatel'ov, zatial’ co v africkych
a niektorych azijskych krajinach je to menej nez 5 pripadov na 100 000 obyvatelov (Haggar
et Boushey, 2009).
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Obrizok & 1: Casovy vyvoj incidencie a mortality kolorektilneho karcinému v Ceskej republike za
obdobie rokov 1977-2016. (Prevzaté a upravené podl’a: Dusek et al., 2005)

2.1.2 Etioldgia a predispozicia

CRC je povazovany za multifaktoridlne ochorenie, ktorého vznik mozno oznacit’ ako
viacstupiiovy proces. Etiologiu CRC reprezentuje interakcia genetickych faktorov a faktorov
environmentalnych. Podl'a miery zastipenia endogénnych rizikovych faktorov pri rozvoji

CRC mozno odlisit’ dve zédkladné formy CRC, sporadickt a hereditarnu (Kral et al., 2016).

Sporadicky kolorektalny karcinom

Sporadicka forma CRC predstavuje az 70-80 % pripadov, uktorych nemozno
identifikovat’ konkrétnu vrodent mutéiciu priamo zodpovedni za proces kancerogenézy.
Hlavnym rizikovym faktorom pri sporadickej forme je vek nad 50 rokov, pricom
s narastajicim vekom preukazatelne stupa incidencia. Podl'a aktudlnych dat, ktoré pravidelne

uverejiituje American Cancer Society v spolupracii s National Cancer Institute je priemerny

14



vek v ¢ase diagnézy u muzov 66 rokov a 69 rokov u zien (Miller et al., 2019). Sporadicky
vyvoj charakterizuje postupna akumulacia genetickych a epigenetickych mutacii, ktoré
prispievaji k transformacii normalnej c¢revnej sliznice na invazivny karcinom (Fearon
et Vogelstein, 1990). Casto ide o tzv. vyvoj v sekvencii adeném-karcinom, ked’ karciném
vznikne malignou transforméciou existujucich adenomatéznych polypov. Vyznamne sa na
tom podielaju muticie zodpovedné za inaktivaciu tumor-supresorovych génov (napr. APC,
TP53) a aktivaciu proto-onkogénov a onkogénov (napr. KRAS), ale tak isto mutacie v drahach
reparacie poskodenej DNA (DNA damage response, DDR), typicky v génoch MMR
(mismatch repair genes) (Fearon et Vogelstein, 1990; Kinzler et Vogelstein, 1996).
Dosledkom spominanych mutacii dochadza k poskodeniu signalnych drah, ktoré kontroluju
proliferaciu a diferenciaciu epitelidlnych buniek ¢revnej sliznice. Epigenetické modifikacie
sprostredkované aberantnou metylaciou promotoérov a modifikdciou histonov taktiez
zohravaju podstatni ulohu vo vyvoji a progresii znacnej Casti sporadickych foriem CRC

(Vymetalkova et al., 2019).

Hereditarne genetické syndromy

Populac¢né stadie preukazali, Ze dediéné genetické faktory s priamou pri¢inou rozvoja
CRC az v 35 % pripadov (Lichtenstein et al., 2000). V sicasnosti sa uvadza, ze 2-5 %
vSetkych CRC vznikd na podklade dobre definovanych dedi¢nych syndromov s poruchami
v konkrétnych génoch. NajvyznamnejSie z nich st familidrna adenomatézna polypdza,
Lynchov syndrom a syndrémy mnohopocetnych hamartomov (Jasperson et al., 2010).

Familidrna adenomatdzna polypoéza (FAP) je autozomalne dominantné dedicné
ochorenie, charakteristické pritomnostou mnohopocetnych adenomatéznych polypov
v hrubom c¢reve a kone¢niku. Vznikd dosledkom zirodocnej mutéicie tumor-supresorového
génu APC (Adenomatous Polyposis Coli), lokalizovaného v chromozémovej oblasti 5q21
(Kinzler et al., 1991). Posunovymi muticiami v géne APC vznika predCasny termindlny
kodon a nasledne skrateny proteinovy produkt s abnormalnou funkciou. Funkény APC protein
ma vyznamnu Ulohu v diferenciécii intestindlnych epitelidlnych buniek a obsahuje pocetné
funkéné domény, co mu dava moZznost’ interakcie s d’al§imi proteinmi. Zasadnd rolu zohrava
vo Wnt signélnej drahe pri regulacii proliferacie, morfoldgie a diferenciacie ¢revného epitelu
(Segditsas et Tomlinson, 2006).

K vyznamnym syndrémom s mnohopocetnou polypézou patri varianta FAP
tzv. Gardnerov syndrom, Peutz-Jeghersov syndrém, syndrom juvenilnej polypézy ¢i skupina

PTEN hamartoma tumor syndromes (PTHS). Medzi PTHS sa radi napr. Cowdenov syndrom
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(CS) alebo Bannayan-Riley-Ruvalcaba syndréom (BRRS). Su to vzicne syndromy
s autozomalne dominantnou dedi¢nost’ou a relativne vysokou penetraciou (priblizne 80 %).
Pri¢inou je zéarodocna mutéacia tumor-supresorového génu PTEN dolezitého pri apoptoze,
regulacii rastu buniek, a ktory je pravdepodobne zapojeny do bunkovej migracie a adhézie.
Z pozorovani vyplyva, Ze nositelia mutidcie PTEN vyvina CRC pred dosiahnutim 50 rokov
az v 13 % pripadoch (Heald et al., 2010).

Lynchov syndrém (Hereditary non-polyposis colorectal cancer, HNPCC) je dedi¢ny
syndrom s predispoziciou nielen k vzniku CRC, ale aj nadorov endometria, vaje¢nikov,
tenkého Creva ¢i pankreasu (Lynch et al., 2015). Nazov ziskal po americkom lekdrovi Henry
T. Lynchovi, ktory v roku 1966 syndrom prestudoval a zadefinoval (Lynch et al., 1966). Toto
autozoOmalne dominantné ochorenie spdsobuje zarodocna mutéicia v génoch, ktoré koduju
proteiny zodpovedné =za opravu nespravne sparovanych baz po replikdcii DNA,
tzv. reparatnej drahy MMR (mismatch repair). Dva vedecké timy nezavisle na sebe
identifikovali mutacie génu MSH?2 v chromozomovej oblasti 2p16-21 u HNPCC pozitivnych
rodin (Fishel et al., 1993; Leach et al., 1993). Okrem MSH?2 génu su Casto pritomné defekty
génu HML1 v oblasti 3p21-23 (Bronner et al., 1994). Mutacie génov PMS1, PMS2 a MSH6 su
vzacnejSie av pripade mutacie MSH3 zatial nebola preukdzand spojitost s HNPCC.
Genetické analyzy u HNPCC odhalili zvySenu frekvenciu inzerénych a deleCnych mutacii
v kratkych repetitivnych sekvencidch, tzv. mikrosatelitoch. Ide o fenomén zndmy ako
nestabilita mikrosatelitov (MSI), ktory vznika dosledkom prave neadekvatnej funkcie MMR
proteinov (Boland et al., 2008).

Sporadicka forma

Hereditarna forma

10% - 30%

Lynchov syndrém
|Hereditary non-polyposis colorectal cancer)

2% - 3%

Hamartémové polypézne syndromy

Familiarna adenomatézna polypéza
<0.1%

<1%

Obrazok ¢. 2: Graf percentuilneho zastipenia hereditarnych foriem kolorektalneho karcinomu.
(Prevzaté a upravené podla: Burt, 2000)
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2.1.3 Exogénne rizikové faktory

Geograficka variabilita vyskytu CRC naznacuje, Ze faktory zivotného prostredia
vyrazne ovplyviiuju riziko vzniku tohto ochorenia. Z vysledkov pocetnych epidemiologickych
Studii a publikovanych metaanalyz vyplyva, ze k hlavnym z nich patri nespravne stravovanie
a zivotny $tyl ¢i nedostato¢na pohybova aktivita. Metaanalyza z roku 2011, ktord hodnotila
vysledky 13 $tadii preukédzala signifikantnu zavislost medzi konzuméciou cEerveného
a tepelne upravovaného méisa a zvySenym rizikom rozvoja CRC (Chan et al., 2011). Strava
bohatd na tuky (prevazne ZzivociSne), nizka fyzickd aktivita, vysoky energeticky prijem,
obezita a diabetes mellitus II. typu su d’alSie faktory, ktoré preukazatel'ne zvysuju riziko CRC.
V pripade vplyvu zvySenej hodnoty BMI (body mass index) a abdominalnej obezity ide
v prvom rade o podporu vyvoja ¢revnych adendmov, ktoré su povazované za prekurzorové
lézie pri rozvoji CRC (Donohoe et al., 2010). Na druhej strane sa podla niekolkych
epidemiologickych stadii zd4, ze strava bohatd na ovocie a zeleninu by mohla mat’ ochranny
charakter a viest' k znizovaniu rizika CRC (Slattery et al., 1998). Ochranny efekt pre
rozvojom CRC je zrejme sposobeny vdaka vldknine, kyseline listovej, antioxidantom
a vitaminom obsiahnutym v ovoci a zelenine. Predpokladany priaznivy u¢inok vlakniny
spociva v znizovani pH sigmoidea (esovitd kl'ucka hrubého ¢reva), skrateni ¢asu prechodu
potravy hrubym ¢revom a zvySovani prijmu kyseliny listovej a mikronutrientov (Gandomani
etal., 2017).

Preuk4zany bol aj vztah nadmernej konzumadcie alkoholu a vysSieho rizika vzniku
CRC. Sthrnna analyza 57 Studii z rokov 1986-2010 ukézala o 52 % vyssie riziko CRC
u tazkych konzumentov alkoholu (= 50g etanolu / denl) v porovnani s nealkoholikmi
a prilezitostnymi konzumentmi (Fedirko et al., 2011). Rovnako ako u inych typov nadorov
ma na rozvoj CRC vyrazny vplyv nikotinizmus. Karcinogénne latky obsiahnuté
v cigaretovom dyme totiZz prispievaji k formovaniu a rastu adenomatoznych polypov, ¢im

zvySuju riziko vzniku samotného CRC (Botteri et al., 2008).

2.1.4 Screeningové programy a diagnostika

Zavédzanie populac¢nych screeningovych programov  je prisl'ubom
postupnej stabilizacie a znizovania incidencie a mortality v dosledku CRC. Ciel'om je zvysit
frekvenciu v€asného zachytu pokrocilych adendémov a zhubnych karcindémov a tym zvysit
pri diagnostike pomer v€asnych §tadii oproti pokrocilej§im. Screening CRC je zamerany na
asymptomatickych jedincov v populacii starSich ako 50 rokov. Vek je totiz povazovany za

jeden z predispozi¢nych faktorov, hlavne u osdb bez osobnej arodinnej anamnézy CRC
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i idiopatického &revného zapalu. V roku 2009 Ministerstvo zdravotnictva CR zahdjilo
celorepublikovy screeningovy program kolorektadlneho karcindmu. Program po metodicke;
stranke zahfiia test okultného krvacania do stolice (TOKS) a primarnu screeningovi

kolonoskopiu (Dusek et al., 2019).

Prvou fazou pri diagnostike CRC je zistenie anamnézy zameranej na nadorové
ochorenia vrodine pacienta. Vlastné klinické vySetrenie potom zahfila palpacné
a ultrazvukové vySetrenie oblasti brucha, vySetrenie konecnika per rectum a endoskopické
metody umozinujuce odber vzoriek tkaniva pre histologické vysetrenie. Na analyzu rozsahu
infiltracie steny hrubého ¢reva nddorom a pripadného metastatického Sirenia do regionalnych
lymfatickych uzlin a vzdialenejSich organov sa vyuziva pocitacova tomografia (computerized
tomography, CT). V praxi sa dnes bezne kombinuje s pozitrébnovou emisnou tomografiu
(positron emission tomography, PET) za uelom spresnit’ lokalizaciu malignych buniek,
¢o sa uplatnuje hlavne pri detekcii recidivy CRC. Pre potvrdenie ochorenia pacienti ¢asto
podstupuju vySetrenie magnetickou rezonanciou (magnetic resonance imaging, MRI), ktora
sa taktiez uplatiiuje pri urovani staging-u (klinické §tddium ochorenia) karcinému konec¢nika,
¢im napomaha stanovit’ adekvatne terapeutické postupy (Biichler ef al., 2017).

Moderny neinvazivny pristup predstavuje vysetrenie Specifickych proteinov v krvnej
plazme, tzv. nadorovych biomarkerov (nadorovych antigénov), ktorych hladina
sa v pritomnosti nddoru mdze znacne zvysit. Ked'Ze vykazuju nizku senzitivitu v skorych
Stadiach nie st vyuZzivané vramci preventivnych vySetreni. Pozitivne hodnoty sa beru
do uvahy v koreldcii s klinickym nalezom a pozitivnymi vysledkami zobrazovacich metdd.
U pacientov s preukdzanym nadorom je dodlezité sledovat’ dynamiku biomarkerov v Case,
pretoZe pokles mdze znacit' GspeSnost’ liecby a naopak, vzostup mdze byt prvym znakom
recidivy. Hlavnym biomarkerom CRC je karcinoembryondlny antigén (CEA), druhym ¢asto
sledovanym je antigén CA 19.9 (Thomsen ef al., 2018). Existuju $tidie zamerané na analyzu
antigénov CA 50, CA 72.4 ¢i CO 29.11, ich vysledky vSak neboli dostato¢ne relevantné pre
diagnostickl prax. Nadejne sa javia Studie zamerané na identifikdciu autoprotilatok
asociovanych snadormi (fumor-associated autoantibodies, AAbs) ako potencidlnych
biomarkerov CRC, napr. p53, p62, HER-2/neu, topoizomeraza Il-alfa ¢i ubikvitin L3 (Binefa
et al., 2014). AAbs totiz nie su pritomné u zdravych jedincov a vd’aka ich stabilite mézu byt’

detegované pomocou imunoeseji, takze pontkaji sl'ubnu cestu pre d’alsi vyskum.
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2.1.5 Terapeutické stratégie

Vyber kvalitnej terapeutickej stratégie zavisi na anatomickej lokalizacii primarneho
nadoru a rozSireni ochorenia v tele pacienta. Progndza u pacientov s CRC sa urCuje na
zaklade histologického typu nadoru (fyping), stupha diferenciacie (grading), hibky infiltracie
nadoru v stene ¢reva a pritomnosti metastaz (staging). Hodnotenie progresie CRC vychadza
z medzinarodnej klasifikacie zhubnych novotvarov TNM, ktora posudzuje lokdlnu progresiu
primarneho nadoru (T), pritomnost metastdz v regionalnych lymfatickych uzlinach (N)
a metastatické postihnutie inych organov (M). Spravna klasifikdcia ma zasadny vyznam pri
rozhodovani o operativnom zdkroku, potrebe a type chemoterapie, radioterapie ¢i pripadne
inom type lieCby (Biichler et al., 2017).

Zakladny terapeuticky postup ¢i uz pri nddoroch hrubého creva, alebo konecénika
predstavuje radikdlne chirurgické odstranenie nadorového loziska. Odstranenie karcindmu
hrubého Creva v sebe spaja resekciu hrubého creva s nadorom a lokdlnym lymfatickym
rieCiskom, pripadne odstrdnenie postihnutych okolitych organov (multivisceralna resekcia).
Rozsah resekcie odpoveda lokalizacii nadoru a miere preukazaného ¢i odhadovaného
postihnutia lymfatického systému, preto je sucastou kazdej resekcie je lymfadenektomia.
To znamnend odstranenie regionalnych lymfatickych uzlin, pretoze by mohli obsahovat
lymfogénne metastazy. Typické zdkroky su pravostranna alebo I'avostranna hemikolektomia,
resekcia transverza (c. tramsversum) a resekcia sigmoidea (c. sigmoideum). Standardna
chirurgicka proceduira pri karcinome konecnika vyuziva koncept totdlnej mezorektalnej
excizie (total mesorectal excision, TME), ktory niekol'ko rokov vyvijal na zdklade
chirurgickej hypotézy profesor Heald a chirurgovia z Basingstoke Colorectal Cancer Group
(MacFarlane et al., 1993). Pri TME sa exciduje celé mezorektum s prilahlym tukovym
tkanivom a lymfatickymi uzlinami.

Rédioterapia byva indikovana bud’ predoperacne (neodjuvantne) za tcelom redukovat’
vel'kost’ naddoru, alebo pooperacne (adjuvantne) k elimindacii rezidualnych nddorovych buniek
ato hlavne v kombindcii s chemoterapiou. V sucasnosti sa radioterapia CastejSie uplatituje
v lie€be karcindmu konecnika. Vzhl'adom na jeho anatomické uloZenie, vztah k okolitym
organom a Struktiram panvy totiz dochddza vo vécSine pripadov k lokdlnej recidive
ochorenia. Podstipenie neoadjuvantnej radioterapie pred TME tak vyrazne znizuje vyskyt
riziko recidivy (Van Gijn et al., 2011).

Chemoterapia je od Sest'desiatych rokov 20. storocia jednou z hlavnych metdd liecby
nadorovych ochoreni, pretoze na rozdiel od lokoregiondlnych metdéd ma systémovy uc¢inok.

Pouzitie konven¢nych cytostatik je zalozené na vysokej mitotickej aktivite nadorovych buniek
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v porovnani s bunkami zdravych tkaniv. Su tak néachylnejSie na proapoptotické stimuly,
o vedie kich preferenénej eliminacii. Standardné Sirokospektralne cytostatika sa viazu na
bunkové Struktary ako DNA, RNA, proteiny cytoskeletu ¢i proteazém a tym inhibuju
replikaciu DNA, transkripciu a translaciu RNA, degradaciu vybranych proteinov a nakoniec
aj samotné delenie bunky (Klener Jr. et Klener, 2013).

Zaklad  chemoterapie = CRC  predstavuju  fludropyrimidiny,  cytostatika
s antimetabolickym u¢inkom, ktorych hlavnym zastupcom je 5-fluérouracil (5-FU). Po vstupe
do bunky sa 5-FU aktivuje na 5-fluéro-2'-deoxyuridin 5'monofosfat (FAUMP), ktory
konkuruje endogénnemu deoxyuridin monofosfaitu (dUMP). FdUMP spolocne
s methylentetrahydrofolatom (5,10-CH,FH4), ako produktom metabolizmu folatu, tvori
ternarny komplex s enzymom tymidylat syntdza. Zablokovanim aktivity tymidylat syntdzy sa
nemoze tvorit deoxytymidin monofosfat (dTMP) a syntetizovat’ pyrimidinové nukleotidy
nevyhnutné pre syntézu DNA. Okrem toho je 5-FU premienany na 5-fluérouridin monofosfat
(F-UMP) anasledne fosforylovany na 5-fludrouridin 5'trifosfat (F-UTP), ktory sa priamo
inkorporuje do RNA. V podobe 5-fludro-2'-deoxyuridin 5'fosfatu zas dochadza k inkorporacii
do DNA (Capitain et al., 2008). V snahe opravit’ nespravne zaradené bazy vznikaji casto
zlomy v molekule DNA, ktoré vedu k zéstave replikacie a v pripade nahromadenia velkého
mnozstva poskodenia napokon az k apoptoze. 5-FU od zavedenia v 50. rokoch minulého
storoCia ostava Standardnym terapeutikom v prvej linii liecby CRC. Odvtedy boli vyvinuté
a Americkym uradom pre dohl'ad nad liekmi a potravinami (Food and Drug Administration,
FDA) schvéalené dalSie lieCiva, ktoré st dnes rutinne pouZivané. Patri k nim hlavne
oxaliplatina, irinotekan, kapecitabin a trifluridin s tipiracilom. VSetky spominané terapeutika
moZu byt indikované samostatne, avSak ich r6znou kombinaciou dochédza k zvySeniu G€inku
(McQuade et al., 2017). Konven¢na lie¢ba pokroc€ilych Stadii CRC odpovedd kombinacii
5-FU s leukovorinom a bud’ oxaliplatinou, alebo irinotekdnom (De Gramont et al., 2000;
Saltz et al., 2000).

Poznanie molekuldrnej podstaty nadorovej transformécie a bioldgie malignych buniek
umoznilo definovat’ spolocné patofyziologické mechanizmy v ramci odliSnych typov malignit
ako aj Specifické molekularne faktory. Ich stidium viedlo k vyvoju terapeutik, ktoré zasahuju
konkrétne molekuly naddorovych buniek bez poSkodenia buniek zdravych, ¢im sa dosahuje
vysSia efektivita liecby. Tuto stratégiu predstavuje tzv. biologicka liecba (biological thetapy)
monoklondlnymi protilatkami, ktord sa v pripade metastaticktho CRC kombinuje

s adjuvantnou chemoterapiou. Vyuziva hlavne inhibitory vaskuldrneho endotelidlneho
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rastového faktora (VEGF) bevacizumab a epidermalneho rastového faktora (EGFR)
cetuximab a panitumumab (Meyerhardt e Mayer, 2005).

Napriek zlepSeniu miery odpovede vd’aka modulécii lieCebnych stratégii akou je
kombinacia monoklonalnych protilatok s chemoterapiou, zostava 5-rocna miera prezitia
v pripade pokrocilého CRC s metastdzami stale vel'mi nizka. Jednou z hlavnych prekazok je
vznik chemorezistencie vo¢i podanym lie¢ivam. Uvadza sa, ze takmer polovica pacientov

s mCRC je rezistentna voc¢i chemoterapii na baze 5-FU (Douillard et al., 2000).

2.1.6 Utinok oxaliplatiny v lie¢be kolorektilneho karcinému

Vprvej linii liecby metastatického CRC predstavuje oxaliplatina zakladné
terapeutikum v kombinovanej chemoterapii spolo¢ne s 5-FU aleurovorinom. Vysoké
ucinnost’ kombinacie uvedenych terapeutik v porovnani s indikaciami v monoterapiach bola
potvrdend viacerymi klinickymi skuSkami a dnes je Standardne zndma pod akronymom
FOLFOX (De Gramond et al., 2000).

Oxaliplatina (oxaliplatin) je genotoxické cytostatikum, ktoré priamo poskodzuje
Struktiru DNA a tym indukuje apoptdézu nddorovych buniek. Ide o platinovy derivat tretej
generacie, ktory vyvinul v roku 1976 profesor Yoshinori Kidani (Raymond et al., 1998).
Do klinickej praxe bola zavedena z dovodu vysokej nefrotoxicity zdkladnej latky — cisplatiny
a jej nedostatocnej aktivity vo¢i CRC. OdliSnost’ oxaliplatiny spoc¢iva v nahradeni aminovych
funkénych skupin v molekule cisplatiny za diaminocyklohexdn (DACH), ktory je viazany
v komplexe s atdmom platiny a oxaldtovou skupinou (Obr. ¢. 3). Mechanizmus ucinku
cytostatik na baze platiny vedie k poSkodeniu DNA, inhibicii replikacie a syntézy RNA a je
podobny u¢inku alkylaénych c¢inidiel. Po intraven6znom podani podstupuje oxaliplatina
v krvnej plazme neenzymatickll transformaciu a konverziou oxalatovej skupiny vznika
niekol’ko reaktivnych derivéatov, z ktorych vécsina je farmakologicky neaktivna. Cytotoxicky
a protinadorovy uc¢inok podmieniuje vznik komplexov monochlor-, dichlor- a dihydrat-DACH
zlucenin platiny, ktoré vstupuju do jadra buniek. Tieto konjugaty vykazujua vysoky tropizmus
k oblastiam DNA bohatym na GC bazové pary. Kovalentnou vézbou cez atom dusiku
v pozicii N7 na molekule guaninu sa na DNA formuji mono- a diadukty. V prevaZznej miere

vznikaji adukty cez prepojenie baz G-G, zriedka tiez G-A (Faivre et al., 2003).
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Oxaliplatina indukuje 3 typy kriznych védzieb DNA (Obr. €. 3):
. medzi-retazcové (DNA inter-strand crosslinks)
« vnutro-retazcové (DNA intra-strand crosslinks)

« krizne vizby DNA-protein

Oxaliplatina je zatial’ jediny derivat platiny aktivny v terapii CRC. V bunkach CRC
po expozicii oxaliplatine dochadza k zastave bunkového cyklu na G2/M prechode
a indukcii apoptdzy. Apoptoticka signdlna draha zahfna aktivaciu kaspazy 3, translokaciu
proteinu Bax do mitochondrii a uvol'nenie cytochréomu C z mitochondrii do cytosélu (Arango

et al., 2004).

N A NH, S NH,

Pt Pt{//NH3 Pt{,_/'-NH?
HNT N > =%
Cisplatina

H2 H2 > H?_
Oxaliplatina L G— N G N G N
e [ /Pi \ /P{ \ Pt
H, < <A~ N G/
0] H, Hz Hz

H 0 Vnutro-retazcové krizne vazby Medzi-retazcové krizne vazby
2 (DNA intra-strand crosslinks) (DNA inter-strand crosslinks)

Obrazok €. 3: Typy kriznych vizieb medzi retazcami DNA indukované cisplatinou a oxaliplatinou.
(Prevzaté a upravené podl’a: Kline ef El-Deiry, 2013)

Vyznamnou prekazkou ucinnosti liecby je skuto¢nost’, Ze napriek pociatocnej citlivosti
buniek CRC si Cast’ z nich nakoniec vyvinie vo¢i oxaliplatine rezistenciu. K bunkovym
adaptaciam, ktoré k rozvoju chemorezistencie prispievaju, patri zniZeny prijem cytostatika
do bunky, inaktivacia glutationu a d’alSich antioxidacnych molekul a tiez zvySenie urovne

oprav poskodenej DNA (DNA repair pathways) (Martinez-Balibrea et al., 2015).
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2.2 Bunkové mechanizmy zodpovedné za opravu DNA

Ludsky organizmus je neustdle vystaveny spektru exogénnych fyzikalnych
a chemickych latok, potencialne poskodzujucich Struktiru DNA. Okrem environmentalnych
a chemickych polutantov, ionizujuceho a UV ziarenia vyznamne prispievaju k poskodeniu
DNA aj chyby pri replikécii a reaktivne formy kyslika (reactive oxygen species, ROS), ktoré
vznikaji ako vedl'ajsi produkt v priebehu vlastného bunkového metabolizmu. Integrita
a zivotaschopnost’ buniek bezprostredne zavisi od udrzania konStantnej stability gendému.
Akumulacia velkého mnozstva poskodenia DNA casto vedie k naruseniu tejto stability
a iniciuje procesy suvisiace s kancerogenézou (Hoeijmakers, 2009).

Ochranu genetickej informécie buniek zabezpecuju pocetné reparaéné mechanizmy,
Specifické podla typu poskodenia. Mutacie v génoch, ktoré koduju proteiny reparacnych dréh,
mozu priamo zodpovedat’ za rozvoj naddorového ochorenia, alebo prispievat’ k hromadeniu
dalsich genetickych zmien (Jackson et Bartek, 2009). Schopnost’ nadorovych buniek vo
vyss$ej miere rozpoznat' poskodenia DNA a aktivovat’ vybrané repara¢né systémy predstavuje
jeden z mechanizmov rozvoja terapeutickej rezistencie a negativne ovplyviiuje terapeuticku
ucinnost’ (Rodrigues et al., 2012). AvSak skuto¢nost, zZe medzi nadorovymi a zdravymi
bunkami existuje niekolko rozli¢nych aspektov v odpovedi na poskodenu DNA podporuje
vyuzitie konkrétnych Struktur DNA repara¢nych systémov ako cielov protinadorovej terapie

(Gavande et al., 2016).

2.2.1 Prehlad’ zakladnych DNA repara¢nych drah
V zavislosti od rozsahu a typu poskodenia DNA, ako aj pritomnosti prislusnych

opravnych proteinov, existuje v I'udskych bunkach 5 hlavnych drah iniciujicich opravu DNA:

1. Priama obnova (direct reversal of DNA damage, DR) poskodenych baz alkylaciou je
jednostupiiovy proces, ktory je riadeny O6—methylguanin—DNA—methyltransferézou
(MGMT), oznatovanou aj O°-alkylguanin-DNA-alkyltransferaza (AGT). Protein
MGMT odstranuje z modifikovanych baz alkylové skupiny, nasledne ich prenasa
a kovalentne viaze priamo do svojho aktivneho miesta cez cysteinové zvysky.
Vysledkom je ireverzibilnd inaktivacia proteinu MGMT a degradécia v proteazome,
takze v pripade opédtovnej opravy je potrebna syntéza proteinu de novo (Esteller et al.,

1999). Dalsie proteiny, ktoré sprostredkuvajii priamu obnovu si ABH2 a ABH3,
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homolégy dioxygendzy AlkB z E. coli. Rovnako ako ich homolég riadia opravu

1-methyladeninovych a 3-methylcytozinovych rezidui (Duncan et al., 2002).

. Oprava chybného parovania baz (mismatch repair, MMR) predstavuje post-
replikacni  korekturu nespravne zaradenych nukleotidov v molekule DNA.
Rozpoznanie nespravneho parovania zabezpecCuju v cicavéich bunkach dva MutS
komplexy s odliSnou substratovou Specificitou. Heterodimér MutSa (MSH2-MSHG6)
rozpoznava chybne zaradené bazy (base-base mismatches) a kratke inzercie/delécie,
naopak heterodimér MutSB (MSH2-MSH3) je schopny rozpoznat' len dlhSie
inzercie/delécie postihujice oblast’ 2—10 nukleotidov. Druhym délezitym komplexom
je MutL, ktory mé v l'udskych bunkach tri heterodimérne formy, MutLa (MLHI1-
PMS2), MutL} (MLHI-PMS1) a MutLy (MLH1-MLH3). Rozpoznanie poskodenia
komplexom MutSa alebo MutSB vedie v l'udskych mitotickych bunkach primarne
k aktivacii heterodiméru MutLa. VacSina modelov MMR predpokladd zostavenie
komplexu MutSa-MutLa, ktory napoméha vdzbe exonukledzy EXO1 na 5'-koniec
poskodenia a odstraneniu poSkodeného useku v smere 5'-3' (L1, 2008). Chybajici usek
dosyntetizuje DNA polymerdza & v spolupraci s kofaktormi PCNA a RFC, ktoré
zvySuju jej procesivitu (Gu et al., 1998). Repara¢ny proces je ukonceny spojenim

zvy$nych medzier DNA ligazou L.

. Bazova excizna oprava (base excision repair, BER) zodpoveda za reparaciu mensich
abnormalit a modifikdcii baz DNA  spdsobenych alkylaciou, oxidéaciou
¢i jednoretazcovych zlomov (single-strand breaks, SSBs) (Hedge et al., 2008).
Oprava je zahdjend rozpoznanim a vystiepenim poSkodenych baz pomocou proteinov
zo skupiny DNA-glykozylazy. U ¢loveka existuje niekol'ko typov glykozylaz a kazdy
typ je schopny rozpoznat len urc¢iti formu poSkodenia. Po Stiepeni N-glykozidove;j
vizby medzi poskodenou bazou a 2'-deoxyribéozou vznikaji na molekule DNA
apurinové ¢i  apyrimidinové miesta (AP-miesta). Fosfodiesterovd kostra
v AP-miestach je Stiepena bud’ AP-lyazovou aktivitou bifunkénych glykozylaz, alebo
AP-endonukleazami za vzniku jednoretazcovych zlomov (single-strand breaks,
SSBs). Proteiny PARP1 a XRCC1 nasledne umozZnia regrutovat’ do oblasti poSkodenia
dalSie reparacné a chromatin remodelujice komplexy. DNA polymerdza B vd’aka

lydzovej aktivite uvolni 5'-koncovy deoxyribofosfat v AP-mieste a zaplni medzeru
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po vystiepenom nukleotide. Poslednym krokom je spojenie retazcov bud’ samotnou

DNA ligazou I, alebo DNA ligazou III v komplexe s XRCC1 (Krokan, 2013).

. Nuleotidova excizna oprava (nucleotide excision repair, NER) odstrafuje
rozsiahlejSie poskodenia, ktoré naruSaji helikdlnu StruktGru DNA  a interferuju
so spravnym parovanim bdz. Takymi su diméry cyklopyrimidinu (cyclobutane
pyrimidine dimers, CPD) a 6-4 fotoprodukty (photoproducts, 6-4PP) indukované UV
ziarenim, adukty aromatickych aminov, adukty polycyklickych aromatickych
uhlovodikov ¢i adukty utvorené terapeutickymi latkami na béaze platiny (Schérer,
2013). U eukaryot mozno odliSit’ globalnu genémovi NER (global genome repair,
GG-NER) a s transkripciou spojent NER (transcription-coupled repair, TG-NER).
GG-NER sa uplatituje v priebehu celého bunkové cyklu a opravuje transkribované
aj netranskribované retazce aktivnych génov. TG-NER je zamerand na poskodenia,
ktoré sa vyskytuju v aktivne transkribovanych oblastiach génov a blokuju elongacnu
aktivitu RNA polymerazy. GG-NER a TG-NER sa odliSuju v sposobe detekcie
poskodenia, nasledne vSak obe aktivuju spolocni cestu NER. Ta predstavuje
vystiepenie 24-32 nukleotidov dlhého useku pomocou endonukledz XPG a ERCC1-
XPF, zaplnenie ssDNA (single-strand) medzery reparatnymi DNA polymerazami 6
alebo € za pritomnosti proteinov PCNA a RFC a nakoniec zacelenie retazcov DNA

ligdzou I (Fagbemi et al., 2011).

. Opravu dvojretazcovych zlomov (double-strand break repair, DSB repair)

zabezpecuju v cicav¢ich bunkach dve vyznamné drahy:

Homologicka rekombinacia (homologous recombination, HR) je proces, ktory
vyuziva homologicky nepoSkodeny DNA retazec intaktnej sesterskej chromatidy ako
templat pre bezchybnu opravu DSBs. Preto k nej dochddza len v pritomnosti novo
syntetizovanej sesterskej molekuly DNA, teda pocas neskorej S a G2 fazy bunkového
cyklu (Heyer et al., 2010). Proces opravy je iniciovany vidzbou senzorického
komplexu MRN, ktory rozpoznava koncové oblasti DSBs aumoziuje
vizbu endonukleazy CtIP. Komplex MRN-CtIP katalyzuje resekciu oboch koncov
zlomu tak, ze na oboch stranach DSB vznikaju 3'-OH ssDNA presahy (Ciccia
et Elledge, 2010). Stabilitu ssDNA zabezpecuje vézba proteinu RPA, ktory je nésledne

v Struktare ~ RPA-filamentu  nahradeny  rekombinazou Rad51 a  vznikd
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nukleoproteinovy filament. Struktira Rad51-filamentu umozZiiuje jednoretazcu
poskodenej DNA invadovat do homologickej oblasti sesterskej chromatidy druhej
intaktnej molekuly DNA a vznika doc¢asna triplex-DNA Struktara oznacovana D-loop.
V konecnej faze dochadza k syntéze poskodenej Casti retazca od 3'-konca pomocou
DNA polymerazy, rozpadu D-loop Struktury aspojeniu oboch koncov ssDNA
enzymom DNA ligaza (Pardo et al., 2009).

Nehomologické spajanie koncov (non-homologous end-joining, NHEJ) sa povazuje
za primarny mechanizmus oprdv DSBs v bunkach cicavcov, ktory sa uskutociiuje
hlavne v GO a G1 fazach bunkového cyklu a nevyzaduje pritomnost’ homologickej
sesterskej molekuly DNA (Mahaney et al., 2009). Podstata opravy spociva
v spracovani koncov zlomu a priamej ligacii end-to-end, pri tom vSak moéze dojst’
k strate alebo ziskaniu niekol'kych bazovych parov a opravena sekvencia potom casto
neodpovedd povodnej. NHEJ je iniciované véizbou proteinového komplexu,
heterodiméru Ku70/80, na oba konce zlomu DNA. Heterodimerny komplex vytvéra
okolo duplexu DNA kruhovu Struktiru a predpokladd sa, Ze sluzi ako scaffold pre
zostavovanie kliCovych faktorov  NHEJ drahy. Jednym zprvych je katalyticka
podjednotka DNA-dependentnej proteinkinazy (DNA-PKcs) v komplexe s nukledzou
Artemis, ktora sa podiela na uprave koncov. Doplnenie chybajicich nukleotidov
katalyzujt DNA polymerazy Pol p a Pol A akoneéni fazu ligacie riadi komplex
proteinov XLF-XRCC4-Lig 4 (Lieber, 2008).

2.2.2 DNA reparac¢né drahy v odpovedi na protinadorovu terapiu

Systémy reparacie poskodenej DNA zéasadne ovplyviiuju vyvoj, progresiu a vo vel'kej
miere aj terapeuticki odpoved’ u mnohych nadorovych ochoreni. Stym sa spdja Usilie
potvrdit’ moznost’ vyuZitia reparacnych proteinov a signalnych dréh reparacie ako vhodnych
terapeutickych ciel'ov a vyvinut’ proti nim ucinné terapeutické latky (Gavande et al., 2016).

Hlavnymi mediatormi signalizacie pri poSkodeni DNA st Ser/Thr proteinkindzy
zrodiny PIKK (phosphatidyl inositol 3' kinase-related kinases). Z nich je kIi¢ova hlavne
proteinkindza ATM, ktorej aktivaciu indukuje pritomnost DSBs a proteinkindza ATR
primarne aktivovana po rozpoznani SSBs (Lovejoy et Cortez, 2009). Aktivaciou ATM/ATR
signalizicie dochiddza k fosforylacii velkého poctu transduktorovych a efektorovych
proteinov, medzi nimi aj tzv. checkpoint proteinkindz Chk2 a Chkl. Obe checkpoint kinazy
roznymi sposobmi vedi k obmedzeniu aktivity cyklin-dependentnych kindz (CDK) a tym
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k zastave bunkového cyklu aoprave poskodenia. Tieto procesy su typicky vysledkom
aktivacie transkripéného faktora p53. Zatial’ ¢o v zdravych a prekancerdéznych bunkach tvori
uvedena signalizacia bariéru pred nekontrolovatenym rastom, vo va¢sine nadorovych buniek
dochadza mutéaciami k strate urcitych signalizacnych komponent a ich prezitie potom zavisi
od zvySnych neposkodenych repara¢nych drah.

Zavislost nadorovych buniek od konkrétnych reparacnych drdh ma terapeuticky
potencial aje zdkladom konceptu syntetickej letality. Syntetickd letalita je definovana ako
situdcia, ked izolovana mutacia jedného z dvojice génov je kompatibilna
so zivotaschopnost'ou buniek, avSak kombinacia mutacii oboch génov je letdlna. Terapeutické
vyuzitie sa zakladd na predpoklade, ze nadorové bunky maji Specificki mutaciu jedného
z dvojice génov dani geneticky. Inaktivacia druhého génu z dvojice je potom docielena
farmakologicky, podanim Specifickych inhibitorov. Zacielenie génového produktu, ktory
povedie k syntetickej letalite len v bunkach s nadorovo $pecifickymi mutdciami a ,,usetri
bunky zdravé predstavuje pre pacientov omnoho SetrnejSi sposob liecby (Reinhardt et al.,
2009). Prikladom wvyuzitia syntetickej letality v klinickej praxi je aplikacia inhibitorov
enzymu PARP, ktory sa ucastni bdzovej exciznej opravy, skupine pacientov s nadormi
s deficienciou tumor-supresorovych génov BRCAI aBRCA2, ktoré koduju proteiny
podielajuce sa na homologickej rekombinacii. Pozitivne vysledky klinickych studii viedli
vroku 2014 k oficidlnemu schvaleniu olaparibu (PARP inhibitor) pre liecbu nadorov
vajecnikov s mutaciou génov BRCA (Kim et al., 2015). Olaparib bol testovany aj u pacientov
s CRC po zlyhani §tandardnej terapie, avSak bez preukdzania klinickej G¢innosti (Leichman
et al., 2016). Nadejné sa zda byt’ pouZitie olaparibu u skupiny pacientov s metastaticky CRC,
ktori maja poruchy v opravaich DNA homologickou rekombinaciou (Ghiringhelli et al.,
2016). Slubné vysledky tiez priniesla Stadia, ktora odhalila zvySenu citlivost MSH2-
deficientnych buniek voci metotrexatu. Jeho selektivne letalny ti¢inok spocival v akumulécii
oxidativneho poSkodenia DNA, na ktoré bunky s poruchou MRR (mismatch repair) drahy
reagovali hor§Sim prezivanim nez bunky s funkénym génom MSH2. Mutacie v spominanej
reparacnej drahe navySe suvisia s rezistenciou na 5-FU, ktory sa pouZiva v Standardnd terapii
CRC. Testovanie latok indukujucich oxidativne poskodenie, akym je metotrexat, by tak
mohlo zvysit' G¢innost’ liecby prave u pacientov s MMR-deficientnym CRC (Martin et al.,
2009).

Druhy terapeuticky pristup predstavuji malé molekuldrne inhibitory priamo blokujice
aktivitu reparanych proteinov, ¢im narGSaju zakladné fyziologické procesy buniek

a prispievaju k zvysenej citlivosti na poskodenie DNA. Uginnost’ rady z nich sa dnes
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experimentalne testuje a niektoré uz dosiahli prvotné fazy klinického testovania (Brown et al.,
2017).

Ked’ze princip Standardnej protinadorovej terapie spociva v indukcii poskodenie DNA
je nevyhnuté, aby nadorové bunky v zdujme prezitia zvysili aktivitu tych proteinov, ktoré
zabezpecia opravu DNA a udrzia stabilitu gendému. Aberantna aktivita reparacnych proteinov
ma vSak negativny dopad na terapeuticki odpoved’ aje jednym z hlavnych spdsobov ako
nadorové bunky ziskavaju chemorezistenciu (Rodrigues et al., 2013). VysSie uvedené
pristupy su vsak prisl'ubom novych stratégii, ktoré by mohli napomdct’ nielen k prekonaniu

chemorezistencie, ale aj celkovo skvalitnit’ lie€bu nddorovych ochoreni.

2.2.3 Vplyv MRN komplexu na rozvoj nadorov

Heterotrimerny MRE11-RAD50-NBS1 (MRN) komplex sa uplatituje v bunkach
cicavcov ako senzor DSBs a je doblezitou sucastou signalizaénych drah veducich k oprave
tohto typu poskodenia.

MREI11 (Meiotic Recombination 11) je vysoko konzervovany 70-90 kDa protein,
obsahuje Mn>"/Mg*"-dependentnu fosfoesterazovii doménu a dve DNA-vizobné domény.
Izolovany protein vytvdra stabilné¢ diméry, co mu umoznuje vizbu na DNA a schopnost’
prepajatt konce DSBs ako aj vykonavat' endo- aexonukledzovi aktivitu voci ssDNA
adsDNA. In vivo tvori MREI1 tzv. core MRN komplexu spolo¢ne sRADS5O0,
MREI11,RADS50,. Naii sa potom viaze NBS1 cez MRE11-vizobnl doménu a dopiﬁa celkové
stechiometrické usporiadanie MRE11,RADS50,NBS1, komplexu. NBS1 zéaroveii obsahuje
FHA doménu adve BRCT domény, ktorymi viaze fosforylované treoninové a serinové
zvySky v Ser-X-Thr motivoch vyskytujicich sa u vdcSiny reparacnych proteinov atym
zabezpecuje protein-proteinové interakcie v mieste DSBs (Lamarche ef al., 2010).

Hlavna draha odpovede na DSBs zacina lokalizaciou MRN komplexu do blizkosti
poskodenia vd’aka pritomnosti $pecifickej fosforylovanej formy histonu H2AX, tzv. yYH2AX.
Protein-proteinové interakcie sprostredkované NBS1 umoZnia naviazanie neaktivneho diméru
proteinkindza ATM, ktord sa nasledne autofosforyluje a disociuje ako aktivny monomér.
Aktivovand ATM fosforyluje protein MDCI1, ktory regrutuje do oblasti zlomu dalSie
molekuly MRN komplexu a zabezpe€uje amplifikdiciu MRN/ATM signalizacie (Obr. €. 2).
Vysledna ATM-dependentna signalizacia je kaskadou udalosti, ktord vedie k vel'kému poctu
odpovedi, primarne vSak k docasnej zéastave bunkové cyklu, ¢im bunka ziskava ¢as na

efektivnu opravu DSBs pred vstupom do d’alSej fazy (Lamarche et al., 2010).
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Obrazok ¢. 4: Schéma intermolekularnych interakcii MRN komplexu v ramci odpovede na poSkodenie
molekuly DNA po exogénnom zasahu (symbol blesku). (Prevzaté a upravené podPa: Situ ez al., 2019)

Vysledky stadii na roznych typoch nadorovych linii naznacujl, Ze poruchy funkcie
MRN komplexu prispievaju k zvySenej gendmovej nestabilite, akumulacii poskodenia DNA
a samotnej malignej transformacii. Kvoli aktivnej ucasti pri opravach DSBs moze troven
expresie génov kodujlucich proteiny MRN komplexu ovplyviiovat' odpoved’ nadorovych
buniek na chemoterapiu, radioterapiu a schopnost’ podstupit’ apoptdzu (Situ et al., 2019).

Yuan et al. vo svojej praci preukazali stvislost medzi vysokou expresiou MRE]]
amalignym spravanim buniek karcindbmu prsnika. Vysoka uroveinl expresie prispievala
k zvySenej miere relapsu, metastazovaniu do okolitych lymfatickych uzlin, rezistencii na
radioterapiu a chemoterapiu ako aj zhorSeniu prezivania pacientov. Analyza in vitro rovnako
ukazala, ze vysoka expresia MREI1 podporovala proliferaciu, invazivitu a migraciu buniek
(Yuan et al., 2012). Obdobné vysledky v podpore metastdzovania a horSieho prezivania pri
zvySenej expresii MREII spolocne s ATM boli pozorované u pacientov s karcindbmom
konec¢nika (Ho et al., 2016).

Dalsie $tadie potvrdzuju, ze mutacie MREI1 zvy$uji nachylnost’ na rozvoj CRC a su
Casté¢ v primarnych MMR-deficientnych CRC. PoSkodenie MMR drahy ma za nasledok
mutacie repetitivnej oblasti poly(T);; v exone 4 génu MRE] I, ¢im dochadza k nespravnemu

zostrihu jeho mRNA a celkovému zniZeniu expresie (Giannini et al., 2002). Thara et al. sa
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zamerali na odpoved a prognézu pacientov s CRC po terapii oxaliplatinou v suvislosti
s expresiou génov kodujucich proteiny MRN komplexu. Ich zaver bol, Ze pacienti
so znizenou expresiou MRE 1 odpovedali citlivejSie na lieCbu s vySSou mierou prezivania bez
progresie (PFS) a zéarovenn bola u pacientov zo skupiny ,,Mrell-negativni pozorovana
intenzivnej$ia redukcia velkosti nddorov (Thara et al., 2016).

Vyrazni ulohu vo variabilite opravnych schopnosti zohravaji taktiez genetické
polymorfizmy v génoch reparacnych proteinov. Naccarati et al. vo svojej Studii analyzovali
jednonukleotidové polymorfizmy v 3' netranslatovanej oblasti mRNA, kam sa typicky viazu
kratke regulacné microRNA (single-nucleotide polymorphisms, miRSNPs), proteinov
aktivnych pri opravach DSBs. Podarilo sa im identifikovat’ 21 miRSNPs u génov zapojenych
do reparaénych drah NHEJ a HR v bunkdch CRC. Vyznamnt asociaciu odhalili medzi
genotypom CC pre gén MREII aznizenym rizikom rozvoja CRC. Z funk¢nej Studie
vyplynulo, ze nizko rizikova alela C suvisi so znizenim expresie MREI1 pravdepodobne
vd’aka silnejsej viazbe regulacnych microRNA (Naccarati et al., 2016).

Vzhl'adom na doterajSie data a preukdzany Uzky vztah CRC sa uvazuje o vyuziti
proteinov MRN komplexu ako potencidlnych ciel'och pre optimalizaciu lie¢by CRC, pripadne

ako biomarkerov pri hodnoteni progresie ochorenia a odpovede na lie¢bu.
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2.3 MicroRNA v onkolégii

Nekodujuce RNA transkripty (non-coding RNA, ncRNA) boli na pociatkoch stadia
povazované za evoluéne nahromadeny geneticky odpad, ktory vznikol pri rannom
zostavovani génov a inzerciach mobilnych genetickych elementov. Dalsi vyskum viak odhalil
zasadny vyznam ncRNA pri vyvoji, fyziologickych ¢i patologickych stavoch buniek.
V niektorych pripadoch sa odlisna expresia ncRNA povazuje za jeden zo znakov malignej
transformécie. V stcasnosti sa ncRNA pokladaju za sl'ubné diagnostické, prognostické
a prediktivne biomarkery nadorovych ochoreni a zdroven sa uvazuje o ich vyuziti v terapii

(Sana et al., 2012).

2.3.1 Definicia a funkcia microRNA

Rozvoj  pokrocilych  ¢ipovych  asekvenaénych  technologii  umoznujucich
vysokokapacitnii celogendmovi analyzu viedol k poznaniu, ze Iudsky transkriptom je
komplexny systém, ktory okrem suboru mRNA (messenger RNA) kodujicich génov aich

zostrihovych variant obsahuje aj mnozstvo antisense transkriptov a d’al§ich typov ncRNA.

NcRNA sa na zaklade dizky ¢leni na dve skupiny (Ma et al., 2013):
« dlhé ncRNA (long ncRNA, IncRNA) s dizkou nad 200 nukleotidov
«  kratke ncRNA (small ncRNA, sncRNA) s dizkou pod 200 nukleotidov

NajlepSie charakterizovant a evolu¢ne konzervovanu rodinu kratkych ncRNA tvoria
microRNA (miRNA). Podl'a databazy miRBase (verzia 22.1 spristupnend od oktobra 2018)
do tejto rodiny v sti€asnosti patri celkovo 1917 anotovanych l'udskych prekurzorovych génov,
z ktorych vznika ~ 2654 maturovanych miRNA (Kozomara et al., 2019).

MiRNA literatara definuje ako kratke, 19-24 nukleotidov (naj€astejSie 22 nukleotidov)
dlhé nekddujuce endogénne jednoret'azcové RNA, ktoré sa vyznamne podielaju na regulécii
génovej expresie (Slaby et Sloboda et al., 2012). Zohravaju ulohu pri mnohych bunkovych
procesoch ako vyvoj, diferenciacia, proliferacia, apoptdza, regulacia kmenovych vlastnosti
buniek aimunitného systému ¢i nadorovej transformdcii. Pocet novo identifikovanych
miRNA neustidle rastie a vdaka bioinformatickym predikcidam mozno predpokladat’,
ze miRNA maji v rdmci 'udského gendmu potencial regulovat’ viac nez polovicu kodujucich
génov (Friedman et al., 2009). Kazdd miRNA moZe cielene regulovat’ niekol'ko réznych

mRNA a naopak, jednotlivé mRNA mo6zu byt regulované odliSnymi miRNA. Experimentalne
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potvrdenie priniesli Wut et al. na priklade proteinového inhibitora cyklin-dependentnych
kinaz, p21“P"WAF! pouzitim vysokokapacitnej luciferazovej reportérovej eseje preukézali,
ze sa na mRNA inhibitora moze viazat’ az 28 roznych miRNA (Wu et al., 2010).

K represii génovej expresie na post-transkripnej urovni dochadza zvycajne sa zaklade
komplementarnej vizby danej miRNA do 3' netranslatovanej oblasti (3’ untraslated region,
3' UTR) cielovej mRNA. Interakcia je sprostredkovand cez tzv. seed sekvenciu, ktorej
zvycajne odpoveda 2-7 nukleotidov na 5'-konci molekuly miRNA (Bartel, 2009). V pripade
miRNA Zivo¢iSnych buniek vSak bolo experimentalne potvrdené, ze sa mozu viazat do
5' UTR a dokonca aj do kodujtcich oblasti mRNA (@rom et al., 2008). Objav, ze miR-373
indukuje génovu expresiu po vizbe do sekvencnej oblasti promodtora génu pre E-kadherin
a CSDC2, preukazal schopnost’ regulacie aj na Grovni samotnej DNA (Place et al., 2008).
Eiring et al. zéroven pri analyze miRNA-328 sledovali, Ze miRNA moéze priamo inhibovat’
aktivitu RNA-vdzobnych proteinov (RNA-binding proteins, RBPs) a definovali tzv. decoy
aktivitu miRNA. Vd’aka oblasti bohatej na cytozin v seed sekvencii, miRNA-328 $pecificky
interaguje s translaénym regulatorom hnRNP E2 (poly(rC)-binding protein), ¢im brani jeho
vizbe k cielovym molekuldm mRNA (Eiring et al., 2010).

MiRNA gény su lokalizované na vsetkych ludskych autozémoch a pohlavnom
chromozéme X. Pritomnost na chromozome Y aj napriek niekol’kym predikcidm zatial
potvrdena nebola (Ghorai et Ghosh, 2014). Zhruba polovica miRNA génov sa v cicav¢ich
bunkach vyskytuje v podobe génovych klastrov. V rdmci gendému sa mo6Zzu miRNA gény
nachadzat’” v medzigénovych oblastiach ako monocistronické alebo polycistronické
so spolo¢nym promoétorom, prepisované do formy klastra transkriptov. Inou skupinou st
miRNA gény z intronovych oblasti koédujucich génov a génov pre ncRNA. Mirtrony st
Specifické miRNA gény, ked celd intronova oblast odpovedd sekvencii vlasenkovej
prekurzorovej miRNA a po transkribcii uz zvacsa nedochadza k Ziadnej zostrihovej uprave.
Exonové miRNA byvaji lokalizované na prechode exon/intron, transkribované su
z promotora hostitel'ského génu a postupnd maturdcia miRNA vedie k inaktivacii transkriptu

hostitel'ského génu (Olena et Patton, 2010).
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2.3.2 Kanonicky model biogenézy a maturacie

Podl'a kanonického modelu biogenézy obsahuji miRNA gény vlastné promoétory,
na ktoré nasadd RNA polymeraza II ainiciuje proces transkripcie. Vysledkom su dlhé
primarne transkripty tzv. pri-miRNA, obsahujuce jednu alebo viacej vlasenkovych Struktur,
7-methyl-guanozinovu Struktiru na 5'-konci a polyadenylovany 3'-koniec (Obr. ¢. 2).
Pri-miRNA podliehaji v jadre enzymatickému Stiepeniu, ktorym vznikaju kratke, priblizne
70 nukleotidov dlhé vlasenkové prekurzorové §truktury, ozn. pre-miRNA. Stiepenie pri-
miRNA je sprostredkované multiproteinovym komplexom, nazyvanym mikroprocesor,
tvorenym RNAa4zou III Drosha (dsRNA specific ribonuclease) a proteinom DGCRS (dsRNA-
binding protein) (Denli et al., 2004). DGCRS rozpoznava na molekule pri-miRNA Specifické
motivy, napr. GGAC s N6-methyladenozinom. Ribonukle4dza Drosha néasledne Stiepi duplex
pri-miRNA na baze charakteristickej vlasenkovej Struktiry, ¢im na 3'-konci pre-miRNA
vznika presah 2 nukleotidov (Alarcon et al., 2015). Tento presah nasledne rozpoznava GTP-
dependentny transportny protein Exportin 5, ktory pomocou proteinu Ran s GTPazovou
aktivitou aktivne transportuje pre-miRNA zjadra do cytoplazmy (Okada et al., 2009).
Utinkom endonukledzy Dicer v komplexe s proteinom TRBP (dsRNA-binding protein)
podlieha pre-miRNA v cytoplazme dalSiemu Stiepeniu do podoby maturovanych miRNA
duplexov o diZke priblizne 22 nukleotidov. Pri tomto procese sa zarovefi rozplieta
dvojretazcova Struktira miRNA, jeden z retazcov interaguje s proteinmi rodiny Argonaute
(AGO1-4) zavzniku multiproteinového komplexu miRISC (miRNA-induced silencing
complex). Dominantny retazec miRNA* inkorporovany do komplexu miRISC sa nazyva
guide strand a jeho vyber zavisi na termodynamickej stabilite 5'-konca retazca, pripadne
pritomnosti uracilu na 1. nukleotidovej pozicii od 5'-konca (Khvorova et al., 2003). Druhy
retazec tzv. passenger strand po uvolneni podlieha degradacii.

V pripade Uplnej komplementarity medzi miRNA s cielovou mRNA dochadza typicky
k degradacii tejto mRNA, ktort katalyzuje protein AGO2 komlexu miRISC. Nelplna
komplementarita byva spojend s inhibiciou translacie danej mRNA, ¢o predstavuje hlavny

regulacny efekt miRNA v zivoc¢isnych bunkéch.
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Obrazok ¢. 5: Schéma kanonickej biogenézy miRNA. (Prevzaté a upravené podla: Piva ef al., 2013)

2.3.3 Deregulicia microRNA v nadoroch

Stadium miRNA v stvislosti s nadorovymi ochoreniami komplikuje geneticka
diverzita nadorov a nadorovych bunkovych linii ako aj skutoCnost, Ze v ramci urcitého
nadoru vicSinou dochddza k dereguldcii viacerych miRNA naraz. V niektorych typoch
nadorov moézu byt miRNA wup-regulované a fungovat’ ako onkogénny a naopak, u inych
dochddza k down-regulacii a v tomto pripade sut miRNA povazované za tumor-supresory.
Takto deregulované miRNA v spojitosti s nadormi sa nazyvaji oncomiRs (Esquela-Kerscher
et Slack, 20006).

Jeden zprvych dokazov priniesol profesor Croce a jeho skupina pri snahe
identifikovat’ tumor-supresory v chromozomovej oblasti 13q14 buniek B-chronickej
lymfocytovej leukémie (CLL). Tato Casto deletovand oblast’ totiz obsahuje gény pre miR-15a
a miR-16-1, ktoré su vo vicsine klinickych pripadov CLL down-regulované, pripadne uplne
nepritomné (Calin et al., 2002). Dalsia $tadia odhalila, Ze tumor-supresorova funkcia miR-15
amiR-16-1 spociva v indukcii apoptdzy represiou Bcl-2, anti-apoptotického proteinu, ktory
byva nadmerne exprimovany v malignych nedeliacich sa B-bunkach, ako aj v rade solidnych

nadorov (Cimmino et al., 2005).
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Zmenu expresiec miRNA rovnako ako dalSich génov asociovanych s nddormi
najCastejSie zapriCiluju varianty v pocte génovych kopii aich lokalizacie. Calin et al.
preukazali, Ze sa viac ako polovica (52,5 %) anotovanych l'udskych miRNA génov nachadza
vo fragilnych castiach chromozomov a vtzv. cancer-associated oblastiach genomu,
podliehajucich ¢astym mutacnym zmeném (Calin et al., 2004).

Vplyv na regulacnu aktivitu miRNA nadorovych buniek maju vo velkej miere mutacie
postihujice miRNA-vdzobné miesta na molekulach mRNA. Vyskyt sekvencnych variant
vazobnych miest v 3'UTR oblasti génov je typickym znakom nadorovych buniek (Ziebarth et
al., 2012). Jednonukleotidové polymorfizmy (single-nucleotide polymorphisms, SNP), kratke
mutécie ¢i delécie celych 3'UTR oblasti, ku ktorym dochadza pri procese zostrihu mRNA tak
brania vézbe prisluSnych miRNA (Naccarati et al., 2016).

V nadoroch je celkové zniZenie hladiny regulacnych miRNA casto zapri¢inené
poruchami biogenetickej drahy, ¢o navySe prispieva k zhorSeniu prognozy (Lu et al., 2005).
Prikladom je inaktivatna mutacia génu XPO5 v nadorovych liniich HCT-15 a DLD-1
odvodenych od CRC. Désledkom mutécie vznika skrateny protein Exportin 5, ktory nedokaze
exportovat’ pre-miRNA do cytoplazmy a tak nemdze dojst’ k ich spravnej maturacii (Melo et
al., 2010).

Deregulacia miRNA v nadoroch je zapri¢inena aj epigeneticky, ked’ze znacna Cast
miRNA génov asociuje s gendmovymi oblastami bohatymi na CpG dinukleotidy, tzv. CpG
islands, podliehajicimi metylacii DNA (Weber ef al., 2007). Saito et al. pozorovali, Ze po
simultdinnom oSetreni buniek T24 odvodenych z nadoru mocového mechdra inhibitormi
metylacie DNA a acetylacie histonov doslo k niekolkonasobnej up-regulacii 17 z 313
miRNA. Signifikantne zvySent expresiu mala hlavne miR-127, ktorej expresia je obecne
v nadorovych bunkich velmi nizka. ZvySenie expresie bolo sprevadzané down-regulaciou
proto-onkogénu BCL6, potencidlneho ciela miR-127. Autori v zavere zhodnotili,
7ze demetyldcia DNA ainhibicia histon deacetyldz moéze aktivovat' expresiu tumor-

supresorovych miRNA (Saito et al., 2006).

2.3.4 Vyuzitie microRNA v diagnostike a terapii nadorov

Jednotlivym typom nadorov odpovedaju charakteristické expresné profily miRNA,
vd’aka ktorym sa odliSujl nielen vz4jomne, ale aj od zdravého tkaniva. Na zdklade vybranych
profilov mozno subklasifikovat’ vacSinu nddorovych ochoreni podl'a povodu, histologického

podtypu a pritomnosti onkogénnych mutéacii. Z tohto pohladu predstavuji miRNA
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do budicna vyznamny diagnosticky a prognostického biomarker pri hodnoteni prezivania
a odpovede na liecbu (Lu et al., 2005). Potvrdenie pritomnosti miRNA v telovych tekutinach
ako sérum, plazma a mo¢ navySe umoziiuje neinvazivny sposob detekcie pri vcasnej
diagnostike nddorov. NavysSe sa zda, Ze znacna tkanivova Specifickost miRNA by mohla byt’
ucinnym nastrojom k identifikacii metastaz neznameho povodu (Rosenfeld et al., 2008).

Inhibicia pro-onkogénnych miRNA (inhibi¢na stratégia) a obnova funkcie tumor-
supresorovych miRNA (substitu¢na stratégia) su zakladne principy vyuzitia miRNA
v protinadorovej terapii. Syntézu, maturaciu a aktivitu miRNA mozno modulovat’ pouzitim
syntetickych a chemicky modifikovanych oligonukleotidov (Van Rooij et Kauppinen, 2014).
Za ucelom potlacit’ patologicku aktivitu endogénnych miRNA boli vytvorené tzv. antagonické
miRNA, anti-miRs. ZvicSa sa jedna o jednoretazcové oligonukleotidy so sekvencnou
komplementaritou k cielovej endogénnej miRNA. Ochrana pred nukledzami, zvySenie afinity
k cielovej] miRNA ako aj vylepSenie farmakokinetickych vlastnosti sa dosahuje chemickou
modifikaciou cukor-fosfatovej kostry molekul anti-miRs. K stabilizujucim modifikéciam patri
2'-O-methylacia, 2'-fludracia, fosforothiodtova vézba ¢i vyuzitie tzv. Lock Nucleic Acids anti-
miRs. Utlmenie vybranych miRNA mozno dosiahnut’ vyuZitim tzv. miRNA sponges, dlhych
transkripov exprimovanych zo silnych promotorov, ktoré obsahuju viacndsobné tandemovo
usporiadané¢ vézobné miesta pre pozadovanu miRNA (Ebert et al., 2007). Substitucna
stratégia je zamerana na miRNA s nizkou hladinou v nadoroch a umoziluje terapeuticky
substituovat’ ich funkciu. Vyuziva k tomu syntetické dvojretazcové oligonukleotidy
tzv. miRNA mimics, ktoré si sekvencne totoZzné a endogénnou miRNA a moézu regulovat
identicky subor cielov. V pripade terapie pacientov s CRC by mohli byt miRNA mimics
vyuzit¢ kUprave hladiny down-regulovanych tumor-supresorovych miRNA-26a,
miRNA-33a, miRNA-34a ¢i miRNA-145 (Ibrahim ef al., 2011). Tento predpoklad podporuje
Stdia, v ktorej Ma et al. po aplikdcii miRNA26a-mimic zaznamenali inhibiciu rastu
a indukciu apoptozy buniek CRC in vitro a zarovein inhibiciu rastu nadorov in vivo u mysich
xenografov (Ma et al., 2011).

Dalsia vyznamna $tadia riesila moznost’ prekonat’ terapeutickt rezistenciu modulaciou
aktivity vybranych miRNA. Cielom bolo identifikovat’ rozdiely v expresnych profiloch
miRNA bunkovych linii odvodenych od cholangiokarcindému a nemalignych cholangiocytov.
Bunky cholangiokarcindomu vykazovali vysokll expresiu génu pre miR-21 a miR-200b,
ktorych inhibicia nasledne viedla k zvySenej citlivosti na cytostatikum gemcitabin (Meng et
al., 2006). Predbezné vysledky teda naznacuju potencidl miRNA ako uzito¢ny nastrojom

v lie€be nadorovych ochoreni.
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2.3.5 MicroRNA u kolorektalneho karcinomu

Zmeny v expresii génov pre miRNA st dnes potvrdené aj v suvislosti s rozvojom,
progresiou a terapeutickou odpovedou CRC. Prva stadia, ktord jednoznacne preukazala
odlisnosti v expresnych profiloch miRNA medzi nddorovym tkanivom a normalnou ¢revnou
sliznicou bola publikovana v roku 2003. Michael et al. v nej opisali down-regulaciu dvoch
tumor-supresorovych miRNA, miR-143 a miR-145 (Michael et al., 2003).

Detekciu miRNA v telovych tekutinach ako neinvazivny spdsob diagnostiky
ochorenia mozno vyuzit’ aj pri CRC. V sére pacientov s CRC bolo takto identifikovanych 69
miRNA, ktorych pritomnost’ sa nepreukazala v zdravych kontrolach a zarovein sa odhalilo 14
unikatnych expresnych profilov obsahujucich napr. miR-485-5p, miR-361-3p, miR-326 ¢i
miR-487b (Chen et al., 2008). Podobnym spdsobom bolo odhalenych niekol'ko d’alSich
miRNA, ktoré maju Specifickt expresiu a regulaciu v bunkach CRC a do budiicna by mohli
predstavovat’ vyznamné biomarkery tohto ochorenia (Hernandéz et al., 2018; Ding et al.,
2018; Balacescu et al., 2018).

V pripade CRC bolo taktiez publikovanych mnoZzstvo $tadii, ktoré odhalili vplyv
vybranych miRNA na terapeuticki ucinnost a rezistenciu. Prikladom je miR-143, ktorej
stabilne zvySena hladina viedla v bunkach HCT116 k zniZenej Zivotaschopnosti a zvySenej
citlivosti na 5-FU (Borralho et al.. 2009). Regulacia miR-143 sa ukazala byt rovnako
vyznamnym faktorom aj v odpovedi na oxaliplatinu. Po zvySeni expresie u linie SW1116
anaslednom oSetreni oxaliplatinou bola pozorovand znizend Zzivotaschopnost buniek
azvySend uroven apoptozy (Qian et al, 2013). Aktivita miRNA-203 tiez indikuje
chemorezistenciu  vo¢i  oxaliplatine. =~ Vpravenim  pre-miR-203  oligonukleotidov
do chemosenzitivnej linie HT29 sa zvysila hladina miR-203 atym aj odolnost’ voci
oxaliplatine. Na druhej strane vpravenie anti-miR-203 do buniek chemorezistentnej linie
HT29-OxR viedlo k zvratu rezistencie a obnoveniu citlivosti na oxaliplatinu (Zhou et al.,
2014). Song et al. sa vo svoje Stadii zamerali na analyzu onkogénnej miR-140 vo vztahu
k chemorezistencii buniek CRC. Ektopicky zvySena hladina miR-140 v linii HCT116
(wt-p53) viedla k zvySenej rezistencii voci 5-FU a metotrexatu (MTX), avSak niz$i u¢inok bol
pozorovany v pripade linie HCT116 (null-p53). Vysledky analyzy tak naznadili, ze vplyv
miR-140 na proliferaciu a kontrolu bunkového cyklu je zavisly od pritomnosti funkéného
proteinu p53 (Song et al., 2009). Na chemorezistencii buniek CRC sa vyznamne podielaja
aj miRNA regulujuce proteiny DNA reparaénych drah. Ako priklad moZno uviest’ protein
MSH2, kl'icovy faktor MMR drahy ajeho regulaciu prostrednictvom miRNA-21, ktora
indukuje rezistenciu voc¢i 5-FU (Valeri et al., 2010).
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Chemorezistencia ostdva nadalej hlavnym problémom klinickej lieCby pacientov

s CRC aje zasadnou pri¢inou recidivy tohto nddorového ochorenia. Je preto dolezité zvolit’

vhodny terapeuticky postup pre kazdého pacienta a predist tak progresii ochorenia

a minimalizovat’ nepriaznivé ucinky. Pribudajuce data podporuji moznost’ vyuzitia miRNA

k predikcii odpovede na konvencnu protinddorovu terapiu, ¢im by sa zaroven dalo predist’

neefektivnemu podéavaniu terapie pacientom, ktori na liecbu neodpovedaji, tzv. non-

responders. Terapia zalozend na miRNA zéarovenl méze priniest’ nové stratégie, ktoré podporia

individualizéciu protinadorovej liecby a tym zlepsia kvalitu Zivota pacientov.

Tabul’ka ¢. 2: MiRNA priamo regulujiice gény reparacnych proteinov, ktoré sa podiel’aji na opravach

dvojret’azcovych zlomov (double-strand breaks, DSBs). (Prevzaté a upravené podla: Thapar, 2018)

MiRNA

Regulovany gén

DNA reparacna draha

miR-27a, miR-421, miR-101, miR-100,
miR-18a, miR-181

miR-101
miR-124, miR-622
miR-623, miR-526b, miR-622
miR-1426
miR-138, miR-24
miR-182-5p, miR-146a, miR-146b-5p,
miR-1255b, miR-148b, miR-193b,

miR-99, miR-28, let-7

miR-19a, miR-19b, miR-1255b,
miR-148b, miR-193b, let-7

miR-96, miR-193a-3p, miR-506,
miR-155, miR-1255b, miR-148b,
miR-193B, miR-222, miR-107

let-7
miR-210

miR-335

ATM

DNA-PKcs

Ku70

Ku80

LIG4

VH2AX

BRCAI

BRCA2

RADS51

FANCD?
RADS52

CTIP

HR

NHEJ

NHEJ

NHEJ

NHEJ

HR, NHEJ

HR

HR

HR

HR
HR

HR
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3. Hypotéza a ciele diplomovej prace

Hypotéza

Hlavna hypotéza vychadza z vysledkov publikovanych v Studii Naccarati ef al. 2016,
ktora pochadza z Oddelenia molekuldrnej biologie nadorov na Ustave experimentalne;
mediciny AV CR, v. v. i.. V uvedenej $tadii bolo identifikovanych niekolko genetickych
polymorfizmov génov kédujacich proteiny podielajice sa na oprave dvojretazcovych zlomov
ato konkrétne v oblastiach, do ktorych sa viazu regulacné miRNA. Ked’ze aktivita DNA
reparacnych drdh ma vplyv na terapeuticki odpoved’ a prezivanie pacientov s CRC,
predpokladdme, ze nami identifikované miRNA, ktoré budi asociovat’ s mRNA urcitych
reparaénych proteinov, umoznia nielen ovplyvnit' prezivanie kolorektalnych nadorovych

buniek, ale aj ich terapeutickt odpoved’ po aplikacii oxaliplatiny.

Ciele diplomovej prace
Predlozena diplomova praca si kladie za ciele:
e identifikovat miRNA regulujuce expresiu senzorického proteinu MRE11
e urCit’ vplyv zvysenej expresic miR-140 na prezivanie kolorektalnych nédorovych
buniek bez aplikacie a po aplikacii oxaliplatinou
e urCit vplyv zvySenej expresie miR-140 v kolorektalnych nadorovych bunkach
so ziskanou rezistenciou na oxaliplatinu

e validovat’ ziskané vysledky na skupine pacientov s kolorektdlnym karcindbmom
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4. Material a metody

4.1 In silico analyza microRNA asociujucich s reparaénymi proteinmi

K predikcii microRNA (miRNA), ktora by mohla cielit na mRNA proteinu MRE11
aregulovat’ jeho hladinu na post-transkripénej trovni, bol v ramci in silico anylyza pouzity
online server TargetScanHuman (verzia 7.2 spristupnené od marca 2018) (Dostupné z WWW:
http://www.targetscan.org/vert 72/.) (Agarwal et al., 2015). Zaroven bol pouzity online
vypoctovy model SMiR-NBI (Small Molecule-miRNA Network-Based Inference model)
(Dostupné  z WWW:  http://lmmd.ecust.edu.cn/database/smir-nbi/.), ktory umoziuje
predikovat’ asociaciu miRNA a malych molekdl pouzivanych pri terapii nadorov,
¢o napomaha farmakogenetickym S$tadidm pri hladani suvislosti medzi variabilitou
terapeutickej odpovede vybranych genetickych markerov na urovni DNA a zmenou expresie
génov kodujicich miRNA v nadorovych tkanivach snasledne moznym ovplyvnenim

podavanej terapeutickej latky (Li et al., 2016).
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4.2 In vitro funk¢na analyza

4.2.1 Nadorové bunkové linie

Na in vitro funkénll analyzu Studovanej miRNA boli pouzité nddorové bunkové linie

DLD-1, HCT116 a HT29 odvodené od kolorektalneho karcindmu. Na sledovanie vplyvu

zvysene] expresie danej miRNA na rezistenciu voci chemoterapeutiku oxaliplatine bola

pouzita linia OxR vykazujuca ziskanl ¢iastocnu rezistenciu.

IC 50 oxaliplatiny [ uM]

DLD-1, HCT116, HT29
Ludské nadorové bunkové linie (ATCC®, USA) odvodené od kolorektalneho

adenokarcinomu dospelych muzskych jedincov (DLD-1, HCT116) a 44-ro¢nej zeny
(HT29). Linie maju jednotni morfologiu epitelového typu. Z hladiska rastovych
a kultivaénych podmienok ide o adherentné bunkové linie. Linie pre experimentalne

ucely poskytol RNDr. Ladislav Andéra (BIOCEV, Praha).

OxR — varianta linie DLDI1 rezistentnd vo¢i oxaliplatine

Linia ¢iasto¢ne rezistentnd voci oxaliplatine bola vytvorena na Oddeleni molekularne;j
biolégie nadorov (UEM AV CR, v. v. i.) v spolupracii s Mgr. Janou Slyskovou, Ph.D.
(Erasmus University Medical Center Rotterdam, Holandsko). OxR linia bola
odvodend od Standardnej kolorektalnej bunkovej linie DLD-1 postupnym zvySovanim
davky oxaliplatiny podl'a postupu Dr. Helen M. Coley (Coley, 2004). Rezistentna linia
OxR m4 IC50 84,46 uM, zatial' co DLD-1 linia len 24,28 uM (Obr. €. 6).
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Obriazok ¢. 6: Hodnoty IC50 oxaliplatiny u DLD-1 a OxR linie. U rezistentnej linie OxR odpoveda I1C50
hodnote 84,46 uM a v pripade linie DLD-1 hodnote 24,28 puM.
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4.2.2 Kultivacia, pasdZovanie, pocitanie a nasedenie buniek

Kultivéacia

Kultivacia buniek nddorovych linii prebiehala v kultivaénom médiu, ktorého zéaklad
tvorilo tekut¢ DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) s fenolovou ¢ervenou. Pouzivané
bolo DMEM (Sigma-Aldrich®, Anglicko) s glukézou v koncentracii 4500 mg/l,
L-glutaminom, pyruvatom sodnym a hydrogénuhli¢itanom sodnym. Ked’ze zdkladné médium
neobsahuje ziadne proteiny, rastové faktory ¢i hormony délezité pre rast buniek a kultivaciu
in vitro, bolo potrebné ich dodat v podobe fetdlneho bovinného séra (FBS) (Biosera,
Francuzsko). K prevencii bakteridlnej kontaminécie bolo kultivaéné médium doplnené o beta-
laktdmové a aminoglykosidové antibiotika Penicilin-Streptomycin (Biosera, Francuzsko)
vo vyslednej koncentracii ImM (Tab. ¢. 3).

Rutinné kultivacia buniek prebiehala v uzavretych Petriho miskach (priemer 10 cm)
v termostate (Thermo Scientific Forma® 310 Direct Heat CO, Incubator, USA) pri teplote
37°Ca5,5% COa,.

Tabul’ka ¢. 3: Reagencie a objemy pouZité k priprave kompletného kultivaéného média.

ZloZenie kompletného kultivacného média Alikvoty na pripravu 50 ml média

Tekuté médium DMEM 450 ml 45 ml

FBS 50 ml Sml

Penicilin-Streptomycin Sml 0,5 ml
Pasazovanie

PasdZovaniu buniek predchadzala mikroskopicka kontrola urovne konfluencie
(pokrytie kultivacného povrch), ktord v idedlnom pripade odpoveda 70-80 %.

Kompletné kultivaéné médium, sterilny PBS pufer (Sigma-Aldrich®, USA) a 0,25%
roztok Trypsin-EDTA (Biosera, Franctizsko) boli zohriate vo vodnom kupeli (Memmert
WNB 14, Nemecko) na teplotu 37 °C. Praca s bunkovymi liniami prebiehala vZdy v sterilnom
laminadrnom boxe (Thermo Scientific MSC-Advantage™ Class II Cabinet, USA). V prvom
kroku bol z kultiva¢nej misky odsaty objem pdvodného média a povrch bol premyty 4 ml
sterilného PBS pufra. Po odsati pufra bol povrch misky premyty 1 ml 0,25% roztoku Trypsin-
EDTA. VicSina objemu trypsinu bola odsata a zvy$ny objem sa nechal posobit’ na adherentné

bunky po dobu 2-4 min v termostate. Po trypsinizacii boli uvol'nené bunky resuspendované
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v 10 ml kompletného kultiva¢ného média, ¢im sa zaroveinl inaktivoval zvySny trypsin. Podl'a
hustoty buniek sa suspenzia riedila pre d’al$iu kultivaciu (nova pasaz), najcastejSie v pomere
3 ml bunkovej suspenzie k 7 ml kompletného média DMEM. Kazda nova kultivacné miska
bola riadne popisand (typ bunkovej linie, datum posledného pasazovania, poradie

pasazovania, inicidly experimentatora).

Poditanie a nasadenie buniek

Jednotlivé funkéné testy vychadzali z konkrétnych koncentracii pouzitej bunkovej
suspenzie. Po pasdzovani bolo stanovené mnozstvo buniek na 1 ml zadkladnej suspenzie
pomocou pocitania v Biirkerovej komorke. Adherentné bunky boli spracované podl'a postupu
uvedeného v Casti PasdZovanie. Nésledne bolo do mikroskimavky prenesenych 20 pl
bunkovej suspenzie a premieSanych s20 pl 0,4% roztoku trypanovej modrej (Sigma-
Aldrich®, Nemecko), malé mnozstvo bunkovej suspenzie bolo nanesené na mriezky
Biirkerovej komérky a pod mikroskopom (Leica DMil, Cina) spo&itané. Roztok trypanovej
modrej zaroveil odfarbuje na modro mftve bunky, ktoré sa do vysledného mnoZzstva
nezapocitavaju. Podla poc¢tu buniek bola vypocitana ich koncentracia v Iml kultivacného
média. Zo zistenej koncentracie bolo vypocitané potrebné riedenie. Vhodne nariedend

suspenzia bola nasadend v pozadovanych objemoch do kultivacnych platniciek (Tab. €. 4).

Tabul’ka ¢. 4: PouZité objemy a pocet buniek pre jednotlivé funk¢né testy.

Objem suspenzie

. . Kultivaéna . Pocet buniek na
Funkény test . na jamku .
platnicka jamku
[pd]

Analyza proliferiacie pomocou WST-1 Reagent  96-jamkova 100 40 000
Analyza proliferacie metédou CFA 6-jamkova 2 000 500
Analyza poSkodenia DNA 24-jamkova 50 40 000
Analyza bunkového cyklu 6-jamkova 2 000 1 000 000
Analyza expresie Mrell a miR-140 6-jamkova 2 000 500 000
Proteinova analyza 6-jamkova 2 000 500 000
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4.2.3 Transfekcia a oSetrenie buniek

Tranzientnd transfekcia pomocou lipofektaminu

Pre sledovanie vplyvu zvysSenej expresie miR-140 boli do DLD-1 a OxR buniek
tranzientnou transfekciou pomocou Lipofectamine® RNAIMAX (Invitrogen, Litva) vpravené
oligonukleotidy hsa-miR-140-3p miRNA mimic (Ambion, USA). Ako kontrola (C) boli pri
testovani pouzité bunky bez ovplyvnenia, tzv. netransfekované. Zaroven bola pripravena
negativna kontrola (NC), ked’ sa Cast’ buniek transfekovala Negative Control miRNA mimic
(Ambion, USA), zmesou ndhodnych sekvencii miRNA molekul, ktord nema vplyv na aktivitu
endogénnych miRNA. NC sluzila k overeniu, ¢i samotné transfekéné reagencie nemali vplyv
na fenotyp buniek. Transfekcia bola vzdy prevedena podla Standardného protokolu
doporucené¢ho vyrobcom, ktory bol optimalizovany na Oddeleni molekularnej biologie
nadorov (UEM AV CR, v. v. i., Praha). Podl'a sposobu kultivacie buniek boli stanovené
odpovedajuce mnozstva transfekénych reagencii (Tab. €. 5). Kazda transfekcia bola vykonana
v troch nezavislych opakovaniach (Obr. €. 7).

V jednej mikroskiimavke so zdkladnym médiom DMEM bolo nariedené transfekéné
¢inidlo Lipofectamine® RNAIMAX av druhej oligonukleotidy hsa-miR-140-3p mimic na
vyslednt koncentraciu 20 pmol. Postup bol zopakovany pre Negative Control mimic. Obsah
mikroskumaviek s lipofektaminom bol preneseny do oboch skiimaviek s miRNA mimic.
Nasledovala inkubacia transfekénych zmesi pri laboratérnej teplote po dobu 20 min, po ktorej
bola transfekénd zmes v odpovedajicich mnozstvach pridand do média v kultivaénych
platni¢kach (Tab. &. 5). Uspesnost’ transfekcie bola overena pomocou gPCR v redlnom &ase

podl’a postupu uvedenom v cCasti 4.2.5. Kvantitativna PCR v redlnom ¢ase.

Tabulka €. 5: PouZité mnoZstva transfekénych reagencii podl’a kultivaénych podmienok.

Objem transfekénej

Kultiva¢na ) ) Zmes Zmes oligonukleotidov
" zmesi na jamku . , . 0 g
platnicka (] lipofektaminu miRNA mimic
Médium Lipofectamine® Médium MiRNA
DMEM RNAIMAX DMEM mimic
[wl] [wl] [p] [pl]
6-jamkova ~250 240 4.8 240 0,96
24-jamkova ~50 50 1,0 50 0,2
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Obrazok €. 7: Ilustracna schéma nasadzovania buniek do 6-jamkovej a 24-jamkovej kultivacnej platni¢ky

a sposob transfekcie v troch nezavislych opakovaniach.

Osetrenie buniek oxaliplatinou

Za ucelom analyzy odpovede chemosenzitivnej linie DLD-1 a chemorezistentnej linie
OxR na oxaliplatinu bola na bunky po 24 hod od transfekcie miRNA mimic aplikovana
oxaliplatina. Zékladny roztok oxaliplatiny odpovedal koncentracii 10 mM v 100% DMSO
(Sigma-Aldrich®, USA). Ten sa riedil do kompletného kultivacného DMEM média, aby vo
vyslednom objeme priddvanom do jednotlivych jamiek bola koncentracia oxaliplatiny 5 pM.
Dana koncentracia zodpoveda IC20, vypocitanej na zaklade IC50 pomocou programu

GraphPad Prism 8.1.2 (332) (verzia spristupnena od méja 2019) (GraphPad Software, USA).

4.2.4 Hodnotenie bunkovej proliferacie, viability a cytotoxicity

Analvyza bunkovej proliferacie pomocou WST-1 Reagent

Proliferacia buniek bola hodnotend pomocou WST-1 reagentu (Roche, Nemecko).
Principom metddy je, Ze metabolicky aktivne bunky dokdZzu na =ziklade aktivity
mitochondrialnych dehydrogenaz (EC 1.3.99.1) redukovat’ stabilnt tetrazoliova sol’ WST-1
na farebny produkt formazéan rozpustny v kultivaénom médiu, ¢im sa meni zafarbenie média.
MnozZstvo formazanového produktu potom priamo koreluje s po¢tom metabolicky aktivnych
buniek v suspenzii.

Bunkové proliferdcia bola hodnotend v Case 24, 48 a72 hod. Do jamiek na
24-jamkovej dosticke bolo pridanych po 50 ul WST-1 reagenta, tento objem odpovedal 1/10
objemu v jamkach. Nasledovala inkubécia buniek v termostate pri 37 °C po dobu 45 min.
Po inkubécii bolo zkazdej jamky odobranych 3-krat po 100 pl média a prenesenych
do 96-jamkovej platni¢ky. Pripravend 96-jamkové platnicka bola vlozena do absorban¢ného

readra (BioTek ELx808, USA), ktory meral absorbanciu vzoriek pri vlnovej dizke 450 nm
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(max. absorbancia formazanu) a 690 nm (referenéna vinova dizka, pri ktorej ma WST-1
reagent a formazdn rovnaku absorbanciu). K spracovaniu nameranych dat bol pouzity
program BioTek Gen5™ Data Analysis (BioTek, USA). Postup merania bol modifikovany
podla Sana et Slaby et al., 2017.

Hodnotenie viability buniek metddou CFA (Colony forming assay)

Klonogénna analyza sa pouziva k hodnoteniu uspeSnosti dlhodobého prezivania
buniek pri in vitro kultivacii bez a s analyzovanymi terapeutikami. Je zalozena na schopnosti
jednej bunky dat’ zaklad bunkovej kolénii s minimalnym poctom 50 buniek. Metddou sa teda
hodnoti zivotnost” a klonogénny potencial povodne jednotlivych buniek pri vytvarani kolonii.

Suspenzia DLD-1 a OxR buniek bola kultivovand na 6-jamkovych kultivacnych
platnickach. Bunky oboch linii boli nasadené v troch nezavislych opakovaniach, takze kazda
linia bola samostatné nasadend na tri platnicky (Obr. €. 8). Po 24 hod kultivacie v termostate
boli bunky transfekované miRNA mimic. Po 24 hod od transfekcie bolo prevedené oSetrenie
Casti buniek oxaliplatinou. Oba postupy st uvedené v Casti 4.2.3. Transfekcia a oSetrenie
buniek. Druhy deni po oSetreni bolo vymenené kultivaéné médium za nové kompletné
kultivaéné médium. Nasledovala 12-dilova kultivacia v termostate pri Standardnych
kultivaénych podmienkach, pocas ktorej rastli bunkové kolonie. Na 12. defi od oSetrenia bolo
odsaté médium a povrch kultivaénych dosti¢iek 2-krat premyty 1 ml PBS pufra. Adherentné
koldnie boli fixované v 1 ml 3% roztoku formaldehydu (Penta, Czech Rep.) po dobu 20 min.
Po odsati formaldehydu nasledovalo 2-nadsobné premytie 1 ml PBS pufra. Fixované kolonie
boli farbené v 1 ml 0,1% roztoku krystalovej violete (Sigma-Aldrich®, USA) po dobu 20 min.
Po odsati farbiva nasledovalo posledné 2-nasobné premytie 1 ml PBS pufra

a manualne pocitanie kolonii.
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Obrazok ¢. 8: Ilustratnd schéma nasadenie buniek pri troch nezavislych opakovaniach. Zobrazenym
sposobom boli nasadené bunky linii DLD-1 a OxR pri klonogénnej analyze CFA.
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Hodnotenie cytotoxicity meranim aktivity adenylat kinazy

Adenylat kindza (EC 2.7.4.3) je abundantny enzym zapojeny do energetického
metabolizmu a udrzovania homeostazy adeninovych nukleotidov v rozli¢énych bunkovych
kompartmentoch. Vyskytuje sa v bunkovom jadre, cytosole, medzimembranovom priestore
a matrix mitochondrii. Bunkova smrt’ a cytotoxicita sa Standardne hodnoti kvantifikaciou
poskodenia plazmatickej membrany a mitochondrii buniek. V tomto pripade bola cytotoxicita
analyzovana prostrednictvom aktivity enzymu adenylat kindza, ktory je poSkodenymi
bunkami uvolfiovany do kultivaéného média. Vplyv samotnej miR-140 ako aj jej kombinacie
s oxalipaltinou na DLD-1 a OxR liniu sa meral pomocou Adenylate Kinase Assay Kit
(Abcam, Anglicko).

K50 pl kultivaéného média napipetovaného v bielej nepriesvitnej 96-jamkovej
platnic¢ke bolo pridanych 50 pl AK reagenta (Abcam, Anglicko). Nasledovala inkubdacia v tme
pri laboratérnej teplote po dobu 15 min. Po inkubécii bola merana luminiscencia vzoriek

(BioTek ELx808, USA).

4.2.5 Kvantitativna PCR v realnom ¢ase

Na stanovenie endogénnej hladiny miR-140 v kolorektalnych linidch DLD-1,
HCT116, HT29, testovanie uspesSnosti tranzientnej transfekcie a vplyvu zvysenej hladiny
miR-140 na expresiu génu Studovaného proteinu MRE11 u DLD-1 a OxR linie bola vyuzita
metdda reverznej transkripcie (RT) sndaslednou kvantifikdciou expresie pomocou
kvantitativnej PCR (qPCR) v redlnom case. qPCR je zalozend na principe jednoduche;j
polymerédzovej retazovej reakcie. Zasadnou vyhodou je, ze vd’aka priebeZznému hodnoteniu
intenzity fluorescen¢ného signalu pocas amplifikacie je mozné kvantifikovat’ mnoZstvo DNA

v reakcii.

Izolacia RNA a reverznd transkripcia (RT)

Na stanovenie endogénnej hladiny expresie génu pre miR-140 v testovanych
kolorektalnych nadorovych linidch bola RNA izolovanad pomocou miRNeasy® Mini Kit (50)
(Qiagen, Nemecko), podla protokolu doporucené¢ho vyrobcom. Pouzity protokol umoznil
1zolaciu celkovej RNA vratane miRNA.

Rovnaky postup bol vyuzity k izoldcii miRNA pri testovani Uspesnosti tranzientnej
transfekcie.

Pre analyzu expresie génu MREII po experimentdlnom navySeni hladiny miR-140

boli DLD-1 a OxR bunky nasadené na 6-jamkové kultivacné platnicky a transfekované podla
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postupu uvedeného v Casti 4.2.3. Transfekcia a oSetrenie buniek. Vplyv miR-140 na
expresiu MREI1 bol sledovany v Case, preto boli vzorky postupne pripravené po 24 hod,
48 hod a72 hod od transfekcie. Kazda vzorka bola pripravend v troch nezavislych
opakovaniach. RNA zo vzoriek bola izolovana opat pomocou miRNeasy® Mini Kit (50),
podl’a protokolu doporuc¢ené¢ho vyrobcom.

Vysledna koncentracia a distota vyizolovanych RNA bola merand pomocou

spektrofotometra (Thermo Scientific NanoDrop 2000, USA).

Za ucelom reverznej transkripcie (RT) cielovych miRNA do podoby cDNA bol
pouzity High-Capacity RNA-to-cDNA™ Kit (Applied Biosystems™, USA) spolu
so Specifickymi primermi pre miR-140 TagMan® MiRNA Assays (Applied Biosystems™,
USA). Pre stanovenie endogénnej hladiny miR-140 v bunkach DLD-1, HCT116 a HT29 boli
vzorky vyizolovanej RNA nariedené Nuclease-free H,O do objemu 5 pl. K nariedenym
vzorkam RNA bolo pridanych po 5 pl pripravenej reakénej zmesi pre reverznu transkripciu
(Tab. €. 6). Vysledny objem jednotlivych reakcii bol 10 ul s RNA v koncentracii 40 ng/ul.

K analyze uspesnosti tranzientnej transfekcie buniek a expresie MREII bola vyizolovana
RNA vsetkych vzoriek spracovana rovnakym sposobom ako vzorky pri stanoveni endogénne;j
hladiny mir-140. Rozdiel bol len v celkovom objem reakcii, ktory odpovedal 20 ul s RNA
v koncetracii 15 ng/pl. Pripravené vzorky boli umiestnené do termocykléra (MJ Research
Gradient Thermal Cycler PTC-200, USA), v ktorom prebehol samotny proces reverznej
transkripcie. Po reverznej transkripcii boli vzorky cDNA nariedené v pomere 1:1 s Nuclease-

free H20.

Tabulka €. 6: Reakéna zmes na reverzni transkripciu pre celkovy objem reakcie 10 pl.

. Objem na jednu reakciu
Reagencie

[p]
10x RT Buffer 1
dNTP Mix (100 mM) 0,4
TagMan® MiRNA Assays primers 1
Nuclease-free H,O 2,1
MultiScribe Reverse Transcriptase (50 U/ul) 0,5
Spolu 5
Celkovy objem reakcie s riedenou RNA 10
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Kvantitativnha PCR v redlnom &ase

K vSetkym prevadzanym analyzam pomocou qPCR v redlnom case bol pouzity
TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems™, USA) a technologia
TagMan® MiRNA Assays. K normalizéacii vysledkov boli ako referencny gén k miR-140
pouzité malé jadrové RNA, RNU6B a RNU48. Pouzitym referen¢nym génom k hodnoteniu
expresie MRE11 bol GAPDH.

Reakéné zmesi pre qPCR boli pripravené pre vsetky analyzované gény rovnako, lisili
sa len v pouzitych primeroch (Tab ¢. 7). Pripravené reak¢né zmesi boli do 96-jamkove;j
mikrotitracnej platnicky rozpipetované po 18 pl a k nim boli pridané 2 pul cDNA testovanych
vzoriek. Kazda vzorka bola nanesend na platni¢ku v triplikate. Celkovy objem reakcie na
jamku odpovedal 20 pl. Po napipetovani vsetkych vzoriek bola platnicka prelepena
adhezivnou f6liou, vlozena do Real-Time PCR termocykléra (Applied Biosystems™ 7500
Real-Time PCR System, USA) av programe 7500 Real-Time PCR System Sequence
Detection Software (Applied Biosystems™,USA) boli nastavené podmienky amplifikacie
a teplotného profilu (Tab. ¢. 8).

Tabul’ka ¢. 7: ZloZenie reakénej zmesi pre qPCR v realnom case.

Reagencie Objem na jednu reakciu

[ud]
Universal PCR Master Mix 10
Primery 1
Nuclease-free H,O 7
Spolu 18
Celkovy objem reakcie s riedenou cDNA 20
Tabul’ka ¢. 8: Teplotny profil qPCR v realnom c¢ase.
Teplot ¢
Krok TE’C(; . [m?;] Pocet cyklov
Stage 1 50 2
Stage 2 95 10
Stage 3 95 0,25 40 cyklov
60 1
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4.2.6 Proteinova analyza

U buniek DLD-1 bolo sledované, ¢i po experimentalnom zvysSeni hladiny miR-140
dochadza k ovplyvneniu proteinov MRE11, RADS1, a yH2AX. Ako endogénna kontrola bol
pouzity protein GAPDH. Detekcia vybranych proteinov bola metodicky prevedend pomocou

elektroforetickej separacie za denaturaénych podmienok a techniky Western blot.

Izolacia proteinov a stanovenie ich koncentracie

K izolécii proteinov z buniek bol pouzity 10x RIPA lyzacny pufer (Sigma-Aldrich®,
USA). Pred pouzitim boli k potrebnému objemu RIPA pufra pridané inhibitory protedz
(Roche, Nemecko) v pomere 20 pl roztoku inhibitorov na 1 ml pufra. Po 48 hod od
transfekcie bolo z kultivaéného povrchu 6-jamkovych platniciek, ktoré boli pripravené v troch
nezavislych opakovaniach, odsaté¢ médium a povrch bol premyty PBS pufrom. Platni¢ky boli
umiestnené na suchy l'ad ado kazdej jamky bolo pridanych 60 pl lyzacného pufra.
Adherentné  bunky boli Setrne  zoSkrabané  z kultivaéné  povrchu, prenesené
do mikroskimaviek a na 15 min umiestnené do suchého ladu. Obsah skimaviek bol
rozpusteny pri laboratdrnej teplote a skiimavky boli umiestnené na I'ad po dobu d’alSich 20
min, aby doslo k lyze bunkovych membran. Vzorky boli scentrifugované pri 20 000xg po
dobu 20 min a 4 °C. Odobraty supernatant bol preneseny do ¢istych mikroskumaviek. Takto
pripravené proteinové vzorky mohli byt uchovavané pri -80 °C.

Koncentréacia vyizolovanych proteinov bola zistend metédou Bradford Protein Assay
(Sigma-Aldrich®, USA). T4 je zaloZena na reakcii proteinov s detekénym €inidlom Bradford
Reagent (Sigma-Aldrich®, USA), ktoré priamo reaguje s ur€itymi aminokyselinami
vo vzorkdch. Vysledkom reakcie je farebny produkt, ktorého intenzitu mozno urcit
spektrofotometricky, meranim absorbancie pri vinovej 630 nm. Koncentracia proteinov bola
urend tak, Ze spolocne s analyzovanym vzorkami bola prevedena reakcia so vzorkami
(Standardmi) o znamej koncentracii, konkr. s riedenou radou roztoku bovinného sérového
albuminu (BSA) (BioRad Quick Start™ BSA Standart Set, USA). Koncentracia proteinov
v analyzovanych vzorkdch bola nasledne stanovend porovnanim hodndt absorbancie

jednotlivych vzoriek s kalibra¢nou krivkou zostavenou z hodndt absorbancie Standardov.

Elektroforeticka separacia

Proteiny boli rozdelené podla elektroforetickej pohyblivosti pomocou diskontinualne;j
elektroforézy za denaturaénych podmienok v polyakrylamidovom géli (SDS-PAGE).

Vlastnému deleniu proteinov predchadzala priprava zaostrovacieho (stacking gel)
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arozdelovacieho gélu (resolving gel) (Tab ¢. 9 a 10). Po zatuhnuti boli gély upevnené do
elektroforetickej aparatury vo vertikalnom usporiadani a zaliate elektrodovym pufrom (1x EP)

(Tab. & 12).

Tabul’ka €. 9: ZloZenie rozdelovacich gélov pouzitych pri SDS-PAGE.

Reagencie MnozZstvo
10% PAA gél 12% PAA gél

H,O 4.02 ml 3.4 ml

1.5 M Tris-HCI (pH 8,8) 2.5ml 2.5ml
30% Acryl/Bis-acryl 3.33 ml 4.0 ml
10% SDS 100 pl 100 pl
10% APS 50 ul 50 ul
TEMED 5ul 5ul
Spolu 10 ml 10 ml

Tabul’ka €. 10: ZloZenie zaostrovacieho gélu pouZitého pri SDS-PAGE.

Reagencie MnozZstvo
H,O 3.675ml
1 M Tris-HCI, (pH 6,8) 0.625 ml
30% Acryl/Bis-acryl 0.65 ml
10% SDS 50 ul
10% APS 25 ul
TEMED 5ul
Spolu 5 ml

Proteinové vzorky boli riedené¢ v pomere 1:1 s 2x SDS-PAGE nanéaSacim pufrom
(Tab. ¢. 11) a vloZené do termobloku (Major Science Dry Bath Incubator, Taiwan) vyhriateho
na 95 °C na 5 min, pocas ktorych doSlo k denaturicii sekundarnej Struktary proteinov.
Nasledne boli vzorky nanesené na gél v objemoch, ktoré odpovedali mnoZstvu 40 pg
proteinov. Elektroforeticka separacia prebiehala pri konStantnom prude 12 mA na gél po dobu

priblizne 60 min.
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Tabulka €. 11: Priprava 4x SDS-PAGE nanasacieho pufra.

Reagencie MnozZstvo Vysledna koncentracia
1,5 M Tris-HCI, (pH 6,8) 4 ml 300 mM

SDS 3g 15%

Glycerol 9 ml 45%
B-Merkaptoethanol (14,2 M) S5ml 25%
Bromfenolova modra 0.02g 0.1%

dH,0 2ml

Spolu 20 ml

Western blot a vizualizacia proteinov

Proteiny boli po elektroforetickej separacii prenesené z rozdelovacieho gélu na
nitrocelul6zovi membranu technikou Western blot. Rozdelovaci gél z SDS-PAGE,
nitrocelul6zova membrana a filtracné papiere boli 15 min ekvilibrované v transferovom pufri
(1x TP) (Tab. ¢. 12). Nasledne bola vyskladana blotovacia kazeta, vlozena do blotovacieho
modulu v elektroforetickej komore a zaliata odpovedajicim mnozstvom transferového pufra.
Vlastny prenos proteinov z gélu na membranu prebiehal pri konstantnom napéti 80 V po dobu
90 min. Po vypnuti zdroja napitia bola blotovacia jednotka rozobrand a membrana
s proteinmi prenesend do roztoku Ponceau S (Sigma-Aldrich®, USA) na overenie uspeSnosti
prenosu proteinov. Membréna bola premyta 3-krat po 5 min v TBS-T pufri (Tab. ¢. 12)
a nasledne prenesend do blokovacieho 5% roztoku BSA (Sigma-Aldrich®, USA) v TBS-T po
dobu 1 hod. Po uplynuti €asu potrebného na zablokovanie neSpecifickych vizieb bola
membrana inkubovana s primarnymi protilatkami (Tab. ¢. 13) pri teplote 4 °C po dobu
12 hod. Nasledovala inkubdcia so sekundarnymi protilditkami konjugovanymi s chrenovou
peroxidazou (Cell Signaling Technology®, riedenie 1:3000 v 5% roztoku BSA) po dobu
1 hod. Pred vizualizdciou bolo potrebné membranu inkubovat’ v roztokoch substratu pre
chrenovi peroxiddzu Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore,
Nemecko) podla protokolu doporuceného vyrobcom. K vizualizécii proteinov bol pouZity

chemiluminiscen¢ny detektor (Azure® Biosystems C600, USA).
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Tabul’ka €. 12: ZloZenie pufrov pouzitych pri proteinovej analyze.

Pufer ZloZenie MnoZstvo Poznamka
10x elektrédovy pufer (10x EP) Glycin 144 ¢
Trizma® baza 303 g
dH,0 1 000 ml
1x elektrédovy pufer (1x EP) 10x EP 100 ml
10% SDS 10 ml
dH,O 890 ml
TBS-T Trizma® baza 24,289 g upravit na pH 7,4
NaCl 87,69 g
Tween® 20 10 ml
dH,0 doplnit’ do 1000 ml
5x transferovy pufer (5x TP) Trizma® baza 16,4 g
Glycin 72,1 g
dH,0 1000 ml
1x transferovy pufer (1x TP) 5x TP 300 ml
Methanol 300 ml
dH,0 900 ml

Tabul’ka €. 13: PouZité primarne protilatky k detekcii Studovanych proteinov.

Velkost’ proteinu

Primarna protiliatka [kDa] Izotyp Dodavatel’

MREI11 81 anti-rabit IgG Cell Signaling Technology®
RADS1 37 anti-rabit [gG Cell Signaling Technology®
YyH2AX 15 anti-rabit IgG Cell Signaling Technology®
GAPDH 26 anti-mouse IgG Abnova

4.2.7 Analyza poSkodenia DNA

PoSkodenie DNA v bunkach DLD-1 a OxR bolo analyzované metddou tzv. in vitro
Comet Assay. Alkalickd verzia Comet Assay je zalozena na jednobunkovej gélovej
elektroforéze a Standardne sa pouziva k detekcii zlomov na molekulach DNA. V alkalickom
prostredi sa DNA denaturuje a pri elektroforéze migruje z jadra buniek vo forme polyanionu
k anéde. Cim je pocet zlomov na DNA vigsi, tym viac DNA migruje z jadra a po ofarbeni
maju bunky kométam podobny tvar, priCom ,,hlava® (head) kométy obsahuje intaktnit DNA
a ,,chvost* (tail) zas poskodeni DNA (Collins, 2004).
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Po transfekcii DLD-1 a OxR buniek miRNA mimic a 24 hod od oSetrenia oxaliplatinou
boli bunky uvol'nené z povrchu 24-jamkovej platnicky, resuspendované v 1 ml vychladené¢ho
PBS pufra a spocitané v Biirkerovej komorke. Nasledovala centrifugacia pri laboratornej
teplote a 700xg po dobu 10 min. Vytvoreny supernatant bol zliaty a bunkové pelety nariedené
na koncentraciu 200 000 buniek/ml vyhriatym 0,5% roztokom agar6zy na 37 °C. Kazda
vzorka bola nanesend na vychladené sklicka potiahnuté 1% agarézovym gélom v troch
opakovaniach po 70 ul a prekryta krycim sklickom. Sklicka s nanesenymi vzorkami boli
umiestnené na 10 min do chladnicky. Po stuhnuti agarézy s resuspendovanymi bunkami boli
opatrne stiahnuté krycie sklicka a vzorky umiestnené do vychladené¢ho lyza¢néhu pufra
(Tab. ¢. 14) na 1 hod pri teplote 4 °C. Po lyze boli sklicka premyvané po dobu 5 min
vo vychladenom PBS pufri. Nasledne boli skli¢ka v horizontalnom usporiadani vyskladané do
elektroforetického boxu, zaliate alkalickym pufrom (Tab. ¢. 14) a inkubované 40 min. Potom
bol box pripojeny k zdroju napitia a gélova elektroforéza prebiehala po dobu 30 min, pri
napiti 33 V, prade 300 mA a teplote 4 °C. Po skonceni elektroforézy boli gély neutralizované
premyvanim sklicok vo vychladenom PBS po dobu 10 min a vychladenej dH,O po dobu
d’al§ich 10 min pri teplote 4 °C. Sklicka sa nechali vyschnut’ cez noc pri teplote 4 °C a na
dalsi denn boli farbené v roztoku SYBR™ Gold po dobu 30 min. Farbiaci roztok bol
pripraveny tesne pred pouzitim tak, ze do 50 ml TE pufra (Tab. ¢. 14) bolo pridanych 5 pl
SYBR™ Gold (Molecular Probes®, USA). V objeme 50 pl farbiaceho roztoku mohlo byt
ofarbenych naraz 8 sklicok. Po farbeni boli sklicka 2-krat premyté dH,O apo vyschnuti
prekryté krycim sklickom a hodnotené pod fluorescenénym mikroskopom (Olympus BX63,

Japonsko). Obrazové analyza bola prevedend v programe LUCIA Comet Assay™ Software.

Tabul’ka €. 14: ZloZenie pufrov pouzitych pri analyze poSkodenia DNA.

Pufer ZloZenie MnozZstvo Poznimka
Lyzaény pufer 2,5 M NaCl 146,1 g upravit na pH 10
100 mM EDTA 3722 g
10 mM Trizma® baza 121g
dH,O 1000 ml
Alkalicky pufer 10 M NaOH 60 ml
200 mM EDTA 10 ml
vychladena dH,O 1930 ml
TE pufer 1 M Tris-HCI (pH 8) 10 ml
0,5M EDTA-NaOH (pH 8) 2 ml
dH,O 988 ml
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4.2.8 Analyza bunkového cyklu

Jednou z najcastejSich metdd vyuzivanych pri analyze bunkového cyklu je prietokova
cytometria. Princip metody spociva v merani obsahu DNA jednotlivych buniek vo vzorkach,
preto je nevyhnutné dopredu naznacit’ molekuly DNA. Rutinne pouzivanym fluorescencnym
farbivom je propidium jodid (PI). Ide o interkala¢né ¢inidlo, ktoré sa zabuduje do Struktary
dvojretazcovej DNA a po oziareni svetlom o vlnové dizke 488 nm emituje Ziarenie
(> 560 nm). Z analyzy fluorescenéného signalu propidium jodidu tak mozno urcit” obsah
DNA v bunkach a tym aj fdzu bunkového cyklu, v ktorej sa nachadzaju.

Bunky DLD-1 a OxR linie boli nasadené na 6-jamkové platnicky, po 48 hod od
transfekcie a 24 hod od oSetrenia Casti buniek oxaliplatinou im bolo odsaté kultivacné
médium, kultivacny povrch platni¢iek bol premyty 1 ml PBS pufra a bunky boli
strypsinizované ako je uvedené v Casti 4.2.2 Kultivacia, pasaZovanie, pocitanie a nasedenie
buniek. Po trypsinizécii boli bunky resuspendované v 1 ml PBS pufra a prenesené¢ do
centrifugacnych skiimaviek. Centrifugacia buniek prebehla pri laboratdrnej teplote a 1500xg
po dobu 10 min. Supernatant bol zliaty a bunkové pelety na dne skimaviek fixované v 500 pl
vychladeného 70% ethanolu (Penta, Ceska republika). Skamavky boli postupné umiestiiované
na elektricki trepacku (Biosan Vortex V-1 Plus, Nemecko) apocas mieSania bolo
pridavanych 4,5 ml vychladeného 70% ethanolu. Takto pripravené vzorky bolo mozné
skladovat’ pri -20 °C. Pred samotnym farbenim v roztoku propidium jodidu (PI) boli bunky
v 70% ethanole scentrifugované pri laboratornej teplote a 1500xg po dobu 10 min. Ethanol
bol zliaty, k bunkovym peletim bol pridany 1 ml PBS pufra anasledovala dalSia
centrifugacia. Vytvoreny supernatant bol zliaty, bunkové pelety boli resuspendované 1 ml
farbiaceho roztoku propidium jodidu (Tab €. 15) a inkubované pri teplote 37 °C v termostate
po dobu 30 min. Meranie prebiehalo na prietokovom cytometri (Apogee Systems A-50
Microflow Cytometer, Anglicko). Namerané data boli vyhodnotené v programe Flowlogic™

Software (Inivai Technologies, Australia).

Tabul’ka €. 15: ZlozZenie farbiaceho roztoku propidium jodidu.

ZloZenie Objem
[pd]
Propidium jodid 25 ml
RNaza 0,25 ml
Triton X-100 12,5
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4.3 Validacia pozorovanych vysledkov na pacientskych vzorkach

Pre validaciu vysledkov in vitro funkénej analyzy bola vybrana skupina pacientov
s kolorektalnym karcindmov, u ktorych bola sledovana expresia génov Studovaného proteinu
MREI11 a miR-140.

4.3.1 Subor testovanych pacientov

Vybrana skupina predstavovala subor RNA vzoriek ziskanych od 33 pacientov
s kolorektalnym karcinomom, ktori v rokov 2011-2015 podstapili chirurgicku resekciu
vo VSeobecnej fakultnej nemocnici, Praha a Fakultnej nemocnici, Plzen. VSetci pacienti
podpisali informovany sthlas o poskytnuti informacii zo zdravotnej dokumentacie a zaradeni
do vedecko-vyskumnych $tadii na oboch nemocniciach. Klinickd charakteristika vybranej
skupiny je uvedend v Tab. ¢. 16. Od kazdého pacienta bola ziskani celkova RNA vratane
miRNA vyizolovand z kolorektalneho nadorového tkaniva a kolorektdlneho nenadorového
tkaniva pomocou miRNeasy® Mini Kit (50) (Qiagen, Nemecko). Spolu tak bolo otestovanych

66 vzoriek.

Tabul’ka €. 16: Klinicka charakteristika vybranej skupiny pacientov.

Klinicky znak Celkovy pocet pacientov (n = 33)
Pohlavie

Zeny 16

Muzi 17

Vek v ¢ase diagnézy

Median 64
Fajcenie

Fajciar/ka 11
Nefaj¢iar/ka 10
Byvaly/a fajciar/ka 12
TNM Kklasifikacia

I 1
11 12
11 13
v 7
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4.3.2 Analyza expresie vybranych génov

K stanoveniu expresie génov pre MREI1 a miR-140 bola pouzitd metéda qPCR
v redlnom cCase. Priprava vzoriek, reverzna transkripcia a samotnad qPCR boli prevedené podl'a

rovnakého postupu, ktory je uvedeny v kapitole 4.2.5 Kvantitativna PCR v reialnom ¢ase.
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4.4 Statistické hodnotenie

Statistické hodnotenie ziskanych vysledkov bolo spracované v programe GraphPad
Prism 8.1.2 (332) (verzia spristupnena od maja 2019) (GraphPad Software, USA). Statisticka
vyznamnost’ bola posudzovand pomocou parového Studentovho t-testu a Mannov-Whitneyho
testu. Uvadzané vysledky predstavuji priemerni hodnotu troch nezavislych opakovani

so smerodajnou odchylkou (+ SD) a hladinou Statistickej signifikantnosti p < 0,05.
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5. Vysledky

Praktickd cast predlozenej diplomovej prace bola zamerana na identifikaciu
konkrétnej miRNA, ktord potencidlne asociuje s mRNA senzorického proteinu
dvojretazcovych zlomov MRE11. Predpokladame, ze regulacia MRE11 by mohla ovplyvnit
zivotaschopnost’ buniek kolorektalneho karcindbmu a modulovat’ terapeuticki odpoved’ voci
oxaliplatine. Efekt vybranej miRNA bol sledovany v in vitro funkénych testoch na bunkach
kolorektalnych nédorovych linii. Vybrana miRNA bola zaroven analyzovana vo vzorkach

nadorového a nenadorového tkaniva ziskanych od pacientov s kolorektalnym karcinomom.

5.1 In silico analyza microRNA asociujucich s reparaénymi proteinmi

K predikcii miRNA, ktorej biologickym cielom by mohol byt protein MRE11 bol
pouzity online server TargetScanHuman (verzia 7.2 spristupnené od marca 2018) (Agarwal et
al., 2015). Zaroven bol pouzity online vypoctovy model SMiR-NBI (Small Molecule-miRNA
Network-Based Inference model), ktory predikuje asocidciu miRNA a malych molekul
pouzivanych pri terapii nadorov, ¢o napomaha farmakogenetickym S$tadiam pri hladani
suvislosti medzi variabilitou terapeutickej odpovede vybranych genetickych markerov na
urovni DNA a zmenou expresie génov kodujiicich miRNA v nadorovych tkanivach s nasledne
moznym ovplyvnenim podavanej terapeutickej latky (Li et al., 2016). Prevedenou in silico
analyzou bola definovand miR-140, ktora sa ukdzala ako potencidlny reguldtor hladiny

MREI11 (Tab. €. 17) a zaroven, Ze potencialne existuje asociacia s molekulami oxaliplatiny.

Tabul’ka ¢. 17: Predikovana oblast’ vizby miR-140 na 3'UTR MRE11 (Agarwal et al., 2015).

Interakéni partneri Predikovana sekvenéna komplementarita
Pozicia 4534-4510 v 3'UTR MREI11 5'...AAAAGGAUAUUUAAUCUGUGGUG...
hsa-miR-140-3p.2 3 GGCACCAAGAUGGGACACCAU
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5.2 Endogénna hladina miR-140 v kolorektalnych nadorovych liniach

Po identifikacii miR-140 ako potencidlnej miRNA asociovanej s proteinom MREI11,
bolo potrebné definovat’ jej endogénnu hladinu expresie v kolorektalnych nddorovych linidch
DLD-1, HCT116 a HT29. Ta bola stanovend metédou qPCR v redlnom case. Hodnoty
expresie boli normalizované voci endogénnej kontrole RNU6B a RNU48 pomocou vztahu
ACt. Rozdiely v expresii génu pre miR-140 medzi testovanymi liniami neboli vyrazné, avSak
najnizsia troven sa preukdzala u linie DLD-1 (Obr. ¢. 9). Linia DLD-1 bola vybrana na
nasledné in vitro funk¢né testy, pretoze na zaklade nizkej endogénnej expresie mohol byt
dobre pozorovany efekt po experimentalnom zvyseni hladiny miR-140. Zaroven bola od tejto

linie odvodena linia vykazujlca ¢iastocnu rezistenciu voci oxaliplatine, OxR linia.
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Obrazok ¢. 9: Relativna expresia génu pre miR-140 v kolorektalnych nadorovych liniach. Grafické
zobrazenie reprezentuje priemernt hodnotu troch nezavislych opakovani so smerodajnou odchylkou (£SD).
Hodnoty expresie génu pre miR-140 boli normalizované k endogénnej kontrole RNU6B a RNU48. K vypoctu
relativnej expresie bol pouzity vztah ACt.
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5.3 In vitro funkéna analyza miR-140 na DLD-1 linii

5.3.1 Optimalizacia transfekcie DLD-1 buniek

Pre studium vplyvu miR-140 na kolorektalne nadorové bunky bola v bunkach DLD-1
linie experimentalne zvySend hladina miR-140 pomocou oligonukleotidov hsa-miR-140-3p
miRNA mimic. Na overenie UspeSnosti tranzientnej transfekcie a zaroven na definovanie
narastu miR-140 bola hladina miR-140 sledovana v ¢asovom intervale 24, 48, 72 hodin od
prevedenia transfekcie. Metdédou qPCR v redlnom case bol potvrdeny vyrazny narast hladiny
miR-140 vo vzorkédch transfekovanych (miR-140) v porovnani so vzorkami negativnej
kontroly (NC), ktoré predstavovali zakladnt hladinu expresie. Hodnoty hladiny miR-140 boli
normalizované vo¢i endogénnej kontrole RNU6B. Hladiny relativnej expresie boli vypocitané

22 Zvysena hladina miR-140 bola stabilne udrziavana pocas celej doby

pomocou vztahu
pozorovania a to aj pri poslednom merani v ¢ase 72 hodin (p = 0,022) od experimentalneho

zvySenia, ¢im sa preukdzala Gspesnost’ transfekcie (Obr. €. 10).
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Obrazok ¢. 10: Hladiny miR-140 u DLD-1 buniek v ¢asovom intervale troch dni od experimentalneho
zvySenia pomocou tranzientnej transfekcie. Hodnoty expresie boli normalizované voc¢i endogénnej kontrole
RNUG6B. Symboly ,, * “ znazornuju Statisticki vyznamnost’ p < 0,05.
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5.3.2 Hodnotenie vplyvu miR-140 na bunkovu proliferaciu

Ako prvy sa hodnotil vplyv zvySenej hladiny miR-140 na bunkovu proliferaciu. Ten
bol analyzovany kolorimetrickou metdédou s pouzitim WST-1 reagenta. Zmeny v proliferacii
boli sledované v ¢asovych intervaloch 24, 48 a 72 hodin od transfekcie buniek DLD-1 linie.
Negativna kontrola (NC) predstavovala zakladna troven proliferacie, ktord bola povazovana
za 100 %. Ku kazdej NC bola nasledne vztiahnut4 uroven proliferacie v odpovedajucej vzorke
so zvySenou hladinou miR-140. Vysledné data predstavuji % z trovne proliferacie NC a st
priemernou hodnotou troch nezéavislych opakovani. Uz pri hodnoteni samotného vplyvu
zvySej hladiny miR-140 bolo pozorované znizenie bunkovej proliferacie oproti NC. V pripade
merania po 24 hodinach bola proliferdcia buniek zniZzena o viac ako 20 % (p = 0,039)
(Obr. ¢. 11).

Naésledne bol hodnoteny vplyv zvySenej hladiny miR-140 na proliferaciu po aplikécii
oxaliplatiny. Po aplikacii oxaliplatiny bola pozorovana u DLD-1 buniek Statisticky vyznamne
znizena proliferdcia. V ¢ase meria po 48 hodinach od transfekcie bola proliferacia znizena

023 % (p=10,031) a po 72 hodinach az 0 26 % (p =0,028) (Obr. ¢. 11).
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Obrazok ¢. 11: Vplyv zvySenej hladiny miR-140 na proliferaciu DLD-1 buniek v ¢ase. Hodnotenie pred
(DLD-1) a po aplikacii oxaliplatiny (DLD-1 + oxaliplatina). Uroveii proliferacie negativnych kontrol (NC) bola
povazovana za 100 % (% Kontroly), ku ktorym bola vztiahnuta troven proliferacie v bunkach so zvySenou miR-
140 (miR-140). Symboly ,, * “ znazorfiuju Statisticku vyznamnost’ p < 0,05.
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5.3.3 Hodnotenie vplyvu miR-140 na klonogénny potencial

Vysledny pocet vytvorenych kolonii po zvySeni hladiny miR-140 bol porovnavany
k poctu koldnii v odpovedajucich vzorkach negativnych kontrol (NC) (Obr. ¢. 13). Vztah
medzi zvySenou hladinou miR-140 aklonogénnym potencidlom buniek DLD-1 nebol
jednoznacne preukdzany. Vyznamné znizenie klonogénneho potencialu vSak bolo porozorané

pri zvySej hladiny miR-140 po aplikécii oxaliplatiny (p = 0,032) (Obr. €. 12).
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Obrazok ¢. 12: Vplyv zvySenej hladiny miR-140 na Zivotaschopnost’ a klonogénny potencial DLD-1
buniek. Hodnotenie pred (DLD-1) a po aplikacii oxaliplatiny (DLD-1 + oxaliplatina). Symboly ,, * “ zndzorfiuji
Statistickt vyznamnost p < 0,05.
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Obrazok ¢. 13: Vytvorené kolonié DLD-1 buniek na kultivaénom povrchu. Zaznam z pocitania bunkovych
kolénii v negativnych kontrolach (NC) apo zvySeni hladiny miR-140 (miR-140), pred apo pdsobeni
oxaliplatiny (NC / miR-140 + oxaliplatina).

5.3.4 Hodnotenie vplyvu miR-140 na cytotoxicitu
U buniek DLD-1 linie bol v ¢ase hodnoteny vplyv zvysenej hladiny miR-140 na
cytotoxicitu. Vysledné data predstavujii hodnoty absorbancie, ktoré ¢im boli vyssie, tym
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vysSia bola aktivita adenylat kindzy, ¢o z principu metddy vypovedalo o vy$Som stupni
poskodenia buniek a cytotoxicity.

Trend zvySujucej sa Urovne cytotoxicity bol v Case pozorovany uz pri samotnom
zvySeni hladiny miR-140 oproti NC. Aplikacia oxaliplatiny viedla taktiez k zvySeniu
cytotoxického efektu v porovnani s efektom nabunkach neoSetrenych (Obr. ¢&. 14).

Pozorovany trend vSak nebol Statisticky vyznamny.
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Obrazok €. 14: Analyza zmeny cytotoxicity v ¢ase u buniek DLD-1 po zvySeni hladiny miR-140 (miR-140)
a vplyv miR-140 na cytotoxicky ucinok oxaliplatiny (DLD-1 x oxaliplatina). Hodnoty absorbancii priamo
koreluju so stupiiom cytotoxicity.

5.3.5 Analyza vplyvu miR-140 na poSkodenie molekil DNA

Po analyze zmien proliferacie a cytotoxicity vplyvom zvySenia hladiny miR-140 sme
sa zamerali na detekciu poskodenia DNA. K detekcii zlomov pritomnych na molekulach
DNA v bunkach DLD-1 bola pouzita metdda in vitro Comet Assay. Cim bol poéet zlomov na
DNA vicsi, tym viac DNA migrovalo pri elektroforéze z jadra. Po ofarbeni, ked’ jednotlivé
bunky pripominali tvarom kométy, bol hodnoteny obsah poskodenej DNA vo ,.chvoste* (fail)
jednotlivych komét (Obr. €. 16). Pocas analyzy bol hodnoteny vplyv zvysenej hladiny miR-
140 na mnoZstvo zlomov DNA a to ako v pripade pred, tak po aplikacii oxaliplatiny.

Pri hodnoteni vysledkov nebol pozorovani vyrazny rozdiel v mnozstve poskodia DNA
medzi vzorkami so zvySeniou hladinou miR-140 (miR-140) aich negativnymi kontrolami
(NC). Rozdiel vzdy odpovedal hodnotam pod 0,5 %. Rozdiely taktiez neboli ani pri porovnani
poskodenia DNA po aplikacii oxaliplatiny (+ oxaliplatina) (Obr. €. 15).
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Obrazok ¢. 15: Porovnanie mnoZstva zlomov na molekulich DNA u DLD-1 buniek. MnozZstvu zlomov
odpoveda % DNA v ,chvoste (% tail DNA). Uroven poskodenia bola porovndvanad vzdy medzi bunkami
negativnej kontroly (NC) a bunkami so zvySenou hladinou miR-140 (miR-140). Zaroven bol porovnani efekt
pred aplikaciou oxaliplatiny (- oxaliplatina) a po aplikacii (+ oxaliplatina).

DLD-1

miR-140

Obrazok ¢. 16: Vystup obrazovej analyzy pri hodnoteni poskodenia DNA u DLD-1 buniek. Zaznam
znazornuje intaktné bunky (jasny zeleny signal) a bunky kométového tvaru s poskodenou DNA (symbol bielej
Sipky) v negativnej kontrole (NC) a po zvyseni hladiny miR-140 (miR-140).

5.3.6 Analyza vplyvu miR-140 na regulaciu bunkového cyklu
Analyza experimentdlne zvySenej hladiny miR-140 na regulaciu bunkového cyklu

buniek DLD-1 linie bola prevedend pomocou prietokovej cytometrie s vyuzitim propidium
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jodidu. Pri podmienkach, ktoré neumoziuju plynuly prechod fidzami bunkového cyklu, ako
napr. poskodenie DNA, dochddza k spomaleniu az zéistave bunkového cyklu, ktoréd
sa odzrkadli v zmene distribucie buniek v jednotlivych fazach.

Po 48 hodinach od experimentalneho zvysenia hladiny miR-140 bol u buniek DLD-1
pozorovany pokles (6 %) poctu buniek vo faze S a Ciastocne navysenie vo fazach G1 a G2/M,
¢o moze naznaCovat spomalenie cyklu vo faze Gl z doévodu akumulédcie poskodenia
sposobené¢ho zvysenim hladiny miR-140 (Obr. €. 17). Vyraznejsi efekt bol pozorovany po
aplikécii oxaliplatiny na bunky so zvySenou hladinou miR-140, kedy doSlo k 16 % poklesu
v S faze a zaroven narastu poctu buniek vo faze G1, ¢o by mohlo znamenat’ zastavu cyklu na
prechode G1/S a pripadnt aktivaciu drah veducich k apoptdze, ked’ze prave v tomto pripade

bolo preukdzané vyznamné zniZenie bunkovej proliferacie (Obr. €. 11) a zvySenie cytotoxicity

(Obr. &. 14).
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Obrazok €. 17: Distribiicia buniek DLD-1 linie v jednotlivych fazach bunkového cyklu (BC) pri zvySenej
hladine miR-140. Hodnotenie pred (DLD-1) a po aplikacii oxaliplatiny (DLD-1 + oxaliplatina). Negativna
kontrola (NC) odpovedala standardnénu zastipeniu vo fazach BC, ku ktorému boli zrovnané pozorovania po
zvySeni miR-140 (miR-140).

5.3.7 Hodnotenie expresie MRE11 vo vzahu k miR-140

Potencialny vztah medzi hladinou miR-140 a uroviiou expresie MRE1 bol sledovany
pomocou metdody qPCR v realnom c¢ase. Bunkam DLD-1 linie bola experimentalne zvySena
hladina miR-140 a v ¢asovom intervale 24, 48 a 72 hodin od transfekcie bola hodnotena
relativna expresia proteinu MRE 1. Vzorky negativnych kontrol (NC) odpovedali zédkladne;j
hladine expresie MREII v neovplyvnenych bunkich. Hodnoty expresie MREII boli
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normalizované voc¢i endogénnej kontrole GAPDH. Hodnoty relativnej expresie boli
vypo¢itané pomocou vztahu 24",

U DLD-1 buniek sa preukazal vyznamny pokles hladiny proteinu MRE11 za zvySenej hladiny
miR-140 a to vo vsSetkych sledovanych Casoch (Obr. ¢. 18). Najvyraznejsi efekt na znizenie
MREL11 bol pozorovany pri merani po 24 hodinach (p = 0,004) a 72 hodinach (p = 0,028).
Vysledné data tak naznacuju, ze stabilne udrziavand zvySena hladina miR-140 moéze

negativne ovplyviiovat’ hladinu proteinu MREI11.
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Obrazok ¢. 18: Relativna expresia MRE11 v ¢ase pri zvySenej hladine miR-140 u DLD-1 buniek. Negativne
kontroly (NC) predstavovali zakladnt hladinu expresie MREI1 v neovplyvnenych bunkach. Expresia MREI1
bola normalizovana vo&i kontrole GAPDH a relativna expresia vypoéitana pomocou vztahu 2. Statisticka
vyznamnost’ p < 0,05 bola pozorovana, ked” pri zvySenej hladine miR-140 vyrazne poklesla expresia MREI1,
grafické znazornenie symbolom ,, * .

5.3.8 Proteinova analyza

Po analyze relativnej expresie pomocou qPCR v redlnom case sme nasledne
analyzovali efekt zvyZenej hladiny miR-140 na MREI11 ako aj RADS51 a yH2AX na
proteinovej Urovni. Tym sme cheeli zistit, ¢i znizenie aktivity MREI11 potencidlnym
posobenim zvySenej hladiny miR-140 ovplyvni aj aktivitu inych proteinov zapojenych do
oprav dvojretazcovych zlomov. K analyze vybranych proteinov bola pouzitd metdda
elektroforetickej separdcie za denaturacnych podmienok (SDS-PAGE) a technika Western
blot.
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Vysledné data ukazuju, ze po 48 hodinach od zvysSenia miR-140 sa okrem hladiny
proteinu MRE11 znizuje aj hladina RADS51 a naopak, Ze hladina YH2AX stapa (Obr. €. 19).
Ten vysledok potvrdzuje ocakavanie, ze pri zniZzeni hladiny MREI1 dochadza k DSBs
poskodeniam DNA molekul, ktoré budu v ¢ase pribudat, a preto sa akumuluje vysSie
mnozstvo YH2AX, ktory je priamym markerom DSBs. A naopak, Ze hladina proteinu RADS51,
ktory je aktivovany az po rozpoznani poskodenia proteinom MREI1 a jeho aktivacii, bude

znizia z dovodu poklesu aktivity MRN komplexu.

NC miR-140

BT MRE11

- RAD51
S HDAX

GAPDH

Obrazok ¢. 19: Vizualizacia hladin sledovanych proteinov MRE11, RADS1 a YH2AX po experimentialnom
zvySeni hladiny miR-140 u buniek DLD-1 linie. Pokles hladiny po zvy$eni miR-140 bol pozorovany v pripade
proteinov MRE11 a RADS1, naopak zvysena hladina bola pozorovana u YH2AX. Ako endogénna kontrola bola
pouzita hladina proteinu GAPDH.
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5.4 In vitro funkéna analyza miR-140 na OxR linii

Na zaklade vysledkov vyplyvajicich z analyz zvysenej hladiny miR-140 na spravanie
buniek chemosenzitivnej DLD-1 linie aich odpoved po aplikdcii oxaliplatiny, kedy sme
zistili vyznamny efekt na zniZenie proliferacie, zvySent cytotoxicitu a aktivitu MRE11, sme
sa nasledne zamerali na analyzu vplyvu zvySenej hladiny miR-140 na rezistenciu voci

oxaliplatine. Za tym uc¢elom bola prevedena rovnaka in vitro funk¢nd analyza aj na linii OxR.

Optimalizacia transfekcie buniek OxR linie

V bunkdch OxR linie bola tspesnost’ prevedenej tranzientnej transfekcie pomocou
oligonukleotidov hsa-miR-140-3p miRNA mimic sledovanad v ¢asovom intervale 24, 48 a 72
hodin po transfekcii. Narast a stabilné udrziavenie zvySenej hladiny miR-140 bolo potvrdené
metédou qPCR v redlnom ¢ase. Hladina miR-140 vo vzorkéach transfekovanych (miR-140)
bola posudzovana vzhladom k vzorkam negativnej kontroly (NC), ktoré reprezentovali
zakladna hladinu expresie. Hodnoty hladiny miR-140 boli normalizované voc¢i endogénne;j

kontrole RNU6B a relativna expresia miR-140 vypocitand pomocou vzt'ahu P

. Vyrazne
zvySena hladina miR-140 bola stabilna pocas celej doby pozorovania a to aj po 72 hodinach
(p < 0,0001) od experimentalneho zvySenia, ¢o preukazatelne potvrdilo uspeSnost’ tohto

spdsobu transfekcie (Obr. €. 20).
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Obrazok €. 20: Relativna expresia miR-140 v bunkach OxR linie v ¢asovom intervale troch dni od
experimentalneho zvysenia. Hodnoty expresie boli normalizované voc¢i endogénnej kontrole RNU6B. Symboly

» ¥ “znazornuju Statisticka vyznamnost’ p < 0,05.
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Hodnotenie vplyvu miR-140 na bunkovu proliferaciu

Pri hodnoteni vplyvu zvySenej hladiny miR-140 na proliferaciu OxR buniek bolo
rovnako ako u chemosenzitivnej linie v Case pozorované postupné, avSak miernejsie,
znizovanie proliferacie pri samotnom zvySeni miR-140, tak aj pri kombindcii s oxaliplatinou
(Obr. €. 21). Toto zniZenie nepreukdzalo ani v jednom pripade Statisticky vyznamnu
signifikanciu. Zakladnu troven proliferacie predstavovali bunky negativnej kontroly (NC),
tato uroven bola pri hodnoteni povazovana za 100 % (% Kontroly) a k nej boli vztiahnuté

jednotlivé namerené hodnoty proliferacii v Case.
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Obrazok ¢. 21: Vplyv zvySenej hladiny miR-140 na proliferaciu OxR buniek v ¢ase. Hodnotenie pred (OxR)
a po aplikacii oxaliplatiny (OxR + oxaliplatina). Urovei proliferacie negativnych kontrol (NC) bola povazovana
za 100 % (% Kontroly), ku ktorej bola vztiahnuta troven proliferacie v bunkach so zvySenou miR-140 (miR-

140).

Hodnotenie vplyvu miR-140 na klonogénny potencial

Vysledny pocet vytvorenych kolonii po zvySeni hladiny miR-140 bol porovnavany
k poctu kolonii v odpovedajucich vzorkach negativnych kontrol (NC).

U chemorezistetne] OxR linie nebol preukazany signifikantny efekt zvySenej hladiny
miR-140 na dlhodobé prezivanie a klonogénny potencial buniek. Vysledné data nepreukazali
narast, ani pokles poctu kolonii po samotnom zvySeni hladiny miR-140 a ani po aplikacii

oxaliplatiny (Obr. €. 22).
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Obrazok ¢. 22: Vplyv zvySenej hladiny miR-140 na Zivotaschopnost’ a klonogénny potencial OxR buniek.
Hodnotenie pred (OxR) a po aplikacii oxaliplatiny (OxR + oxaliplatina). Pocet vytvorenych kolonii po zvyseni
hladiny miR-140 (miR-140) bol porovnany k poctu koloénii v negativnych kontrolach (NC).

Hodnotenie vplyvu miR-140 na cytotoxicitu

Po tom ako sme pozorovali odlisny efekt miR-140 na profileraciu DLD-1 a OxR sme
cheeli zistit, ¢i bude odliSny aj vplyv na cytotoxicitu. Pri samotnom zvySeni hladiny miR-140
bol pozorovany postupny ndrast cytotoxicity, s najvacSim efektom nameranym po
72 hodinach od transfekcie (Obr. €. 23). Avsak u chemorezistentnej linie OxR sa nepreukazal
efekt zvySenej hladiny miR-140 na narast cytotoxickej aktivity oxaliplatiny (Obr. 23) ako

tomu bolo v pripade chemosenztivnej DLD-1 linie.
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Obriazok €. 23: Analyza zmeny cytotoxicity v ¢ase u buniek OxR. Hodnoty absorbancii priamo koreluji so
stupiiom cytotoxicity. Najvyraznejsi efekt zvysenej hladiny miR-140 (miR-140) na cytotoxicitu bol sledovany
u OxR po 72 hodinach. Vztah medzi zvysenou hladinou miR-140 a cytotoxického ucinok oxaliplatiny sa v Case
vyrazne nemenil (OxR + oxaliplatina).
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Analvza vplyvu miR-140 na poSkodenie molekil DNA

Ciel'om prevedenej analyzy bolo posudit’ vplyv zvysenej hladiny miR-140 v bunkach
OxR linie na tvorbu a troven poskodenia DNA molekul pred a po aplikacii oxaliplatiny.

Pocas hodnotenia vysledkov vSak opit’ nebol pozorovany vyrazny rozdiel v mnozstve
poskodia DNA medzi vzorkami so zvySeniou hladinou miR-140 (miR-140) aich
odpovedajucimi negativnymi kontrolami (NC). Ani v jednom hodnotenom pripade nebol
rozdiel v poSkodeni vac¢si ako 0,1 %. Vyznamné rozdiely sa taktieZ nepreukézali ani pri

porovnani poskodenia DNA po aplikacii oxaliplatiny (OxR + oxaliplatina) (Obr. ¢. 24).
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Obrazok ¢. 24: Porovnanie mnoZstva zlomov na molekulach DNA buniek OxR linie. MnoZstvu zlomov
odpoveda % DNA v ,chvoste* (% tail DNA). Urovei poskodenia bola porovnavana vzdy medzi bunkami
negativnej kontroly (NC) a bunkami so zvySenou hladinou miR-140 (miR-140). Zaroven bol porovnani efekt

pred aplikaciou oxaliplatiny (- oxaliplatina) a po aplikacii (+ oxaliplatina).

Analvyza vplyvu miR-140 na regulaciu bunkového cyklu

Po zvySeni hladiny miR-140 v bunkdch OxR linie bol po 48 hodinach pozorovany
10 % pokles zastupenia buniek vo fazach G2/M a naopak, akumulécia buniek v S faze, ¢o
naznacuje moznu zastavu cyklu v S faze a problémy s replikaciou. V pripade, Ze bola na

bunky aplikovana oxaplatina bola sledovana odlisna distribucia v rdmci bunkového cyklu
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s vyraznym ndrastom zastipenia buniek vo fazach G2/M a poklese v G1 faze, ktory mohol

byt’ spdsobeny zastavou bunkového cyklu v G2/M (Obr. €. 25).
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Obrazok ¢. 25: Distribucia buniek OxR linie vo fazach bunkového cyklu (BC) pri zvySenej hladine miR-
140. Hodnotenie pred (OxR) apo aplikacii oxaliplatiny (OxR + oxaliplatina). Negativna kontrola (NC)
odpovedala Standardnénu zastupeniu vo fazach BC, ku ktorému boli zrovnané pozorovania po zvySeni miR-140

(miR-140).

Hodnotenie expresie MRE1] vo vzt’ahu k miR-140

Potencidlny vplyv zvySenej hladiny miR-140 na expresiu MREII bol hodnoteny
v Casovom intervale 24, 48 a 72 hodin od transfekcie pomocou metédy qPCR v realnom case.
Hodnoty expresie MRE1 boli normalizované voci endogénnej kontrole GAPDH a relativna

22 Namerané hodnoty v negativnych kontrolach (NC)

expresia vypocitana vztahom
odpovedali zakladnej hladine expresie MRE11 v neovplyvnenych bunkéch.

Zaujimavost'ou pri porovnavani vyslednych dat bol opacny efekt zvySenej hladiny
miR-140 na expresiu MREII u OxR linie a chemosenzitivnej DLD-1 linie. V bunkach OxR
nielenze uroven expresie MREII pri zvySenej hladine miR-140 nepoklesla, ale po
72 hodinach od transfekcie bol dokonca zaznamenany vyrazny nérast (Obr. €. 26). Tento
vysledok moZe naznacovat’ existenciou odliSnosti v aktivite DNA repara¢nych mechanizmov,
ako v hladinach expresie reparacnych proteinov u rezistentnych kolorektalnych nadorovych

buniek. Analyza reguldcie oprav DNA a reparacnych proteinov u OxR buniek ostava cielom

pokracujtcich studii.
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Obrazok ¢. 26: Relativna expresia Mrell v ¢ase pri zvySenej hladine miR-140 v bunkach OxR linie.
Negativne kontroly (NC) predstavovali zakladntl hladinu expresie MRE11 v neovplyvnenych bunkach. Relativna
expresia MREII bola vypo&itand pomocou vztahu 2 . K normalizacii bola pouzitd endogénna kontrola
GAPDH.
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5.5 Validacia pozorovanych vysledkov na pacientskych vzorkach

Vysledky in vitro funkénych testov na kolorektadlnych nddorovych liniach, ktoré
odhalili potencidlny vplyv miR-140 na celkovli hladinu MRE11 ako aj vztah medzi zvySenou
hladinou miR-140 a zniZenou Zzivotaschopnostou kolorektadlnych nadorovych buniek, viedli
k snahe validovat ziskané vysledky na vzorkach pacientov s kolorektalnym karcindbmom.

Parové vzorky od 33 pacientov predstavovali celkovi RNA vratane miRNA, ktora
bola izolovand znadorového kolorektalneho tkaniva azdravého okolit¢ho tkaniva.
Charakteristika skupiny pacientov je uvedena v kapitole 4.3 Analyza pacientskych vzoriek
(Tab. ¢. 16).

Izolovana RNA z nadorovych a zdravych tkaniv pacientov bola podrobena analyze
gPCR v redlnom case. Vo vzorkach bola hodnotend relativna expresia MREI1 a miR-140.
Data z analyzy 66 pacientskych vzoriek potvrdili predpoklad, ktory vyplynul z funkénych
testov in vitro. V kolorektalnych nadorovych tkanivach pacientov bola zistend na jednej
strane preukéazatel'ne zvysSend hladina MRE11 (p = 0,027), na strane druhej vyznamne znizena
expresia miR-140 (p = 0,002) oproti kontrolnym zdravym tkanivam, v ktorych bol sledovany
opac¢ny trend (Obr. ¢. 27). Na zéklade vysledku mozno teda odhadovat, ze miR-140 ako
tumor-supresorova miRNA cieli na mRNA proteinu MRE11, ¢im blokuje jeho zvySent
hladinu v zdravych tkanivach anaopak, potlacenie aktivity miR-140 vedie v nadorovych
bunkidch kzvySenej hladine MREIl atym k zvySenej aktivite DNA repara¢nych

mechanizmov a lepSej Zivotaschopnosti nadorovych buniek.
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Obriazok €. 27: Relativna expresia MRE1I a miR-140 v nadorovom a nenadorovom tkanive pacientov
s kolorektilnym karcinémom. Expresia MRE[I! bola vnadorovom tkanive zvySend v porovnani
s nenadorovym, naopak expresia miR-140 bola v nadorovom tkanive vyrazne nizSia. Pozorovania mali
Statisticku vyznamnost’ p < 0,05, graficky zndroznenu symbolom ,, * .
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6. Diskusia

Nadorové ochorenia nad’alej predstavuju velky problém modernej mediciny a st
jednou z hlavnych pri¢in amrti v rdmci l'udskej populacie. Premena normalnych buniek
organizmu v bunky nadorové je zlozity viacstupnovy proces, v priebehu ktorého dochadza k
postupnej akumulécii mutacii kritickych génov, =z ktorych najddlezitejSiu  skupinu
reprezentuju gény pre kontrolu a reguldciu bunkovej proliferacie a apoptoézy (programovana
bunkovéa smrt’). Druhou nemenej dolezitou skupinou su gény podielajice sa na kontrole
stability gendmu a opravach poskodenia genetickej informacie (DNA damage response genes,
DDR) (O'Connor, 2015).

Spravne fungovanie fyziologickych procesov v bunkdch zavisi od udrziavania
nukleotidovej sekvencie DNA v homeostatickej rovnovahe, pretoze hromadenie poSkodenia
a poruchy DNA reparanych drah prispievaju k narastu mutécii, o mdze viest' k apoptodze.
Skuto¢nost’, Ze chemosenzitivne nadorové bunky st v porovnani s bunkami zdravymi
nachylnejsie k cytotoxickym stimulom, umoznila zavedenie protinadorovej chemoterapie do
klinickej praxe. Beznym spdsobom lie¢by je kombinovana terapia, teda sti€asné podavanie
niekol’kych chemoterapeutik pre zvySenie G¢inku ako je tomu v pripade liecby kolorektalneho
karcinomu (colorectal cancer, CRC). V liecbe CRC je Standardne pouzivand kombinécia
5-fluérouracilu  (5-FU), leukovorinu a oxaliplatiny (FOLFOX) alebo kapecitabinu
s oxaliplatinou (CAPOX) (Panczyk, 2014).

PredloZzena diplomova praca vychadza z vysledkov ziskanych na Oddeleni
molekularnej biolégie nadorov (UEM AV CR, v. v. i.). Tie boli publikované v tadii
Naccarati et al. a popisovali genetické polymorfizmy v miestach vézieb regulacnych miRNA
(single-nucleotide polymorphisms, miRSNPs) na molekuldch mRNA reparacnych proteinov
dvojretazcovych zlomov (double-strand breaks, DSBs), ich klinicky vyznam a dopad na
uspesnost’ lieCby CRC. Vyznamnym sa ukazal hlavne vplyv genotypovych variant MREI I na
riziko a prezivanie CRC (Naccarati et al., 2016). Z tohto poznatku bola odvodend hypotéza
predlozenej diplomovej prace, ktora predpoklada, Ze definiciou potencidlnych miRNA
asociujucich s proteinom MREI1 bude mozné ovplyvnit’ nielen prezivanie kolorektalnych
nadorovych buniek, ale aj citlivost’ voc¢i aplikacii chemoterapeutika oxaliplatiny.

Hlavnym cielom prace bolo identifikovat’ a funk¢éne otestovat’ konkrétne miRNA,
ktoré by mali schopnost’ modulovat’ hladinu a aktivitu proteinu MRE11 v bunkédch CRC linii.

In silico analyzou bola ako mozny post-transkripény regulator MRE11 predikovanad miR-140.
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Z dostupnych publikacii je zname, Ze pre-miR-140 je prepisovand z lokusu 16q22.1 a pri
procese maturacie vznikaju dve formy miR-140-3p a miR-140-5p, ktoré sa liSia vo svojej seed
sekvencii (Rodriguez et al., 2004). Ako potencidlny regulator expresie MRE11 bola v ramci
tejto prace testovana forma miR-140-3p.

Dalsia ¢ast’ diplomovej prace sa zamerala na in vitro funkéni analyzu experimentélne
zvySenej hladiny miR-140 pomocou hsa-miR-140-3p miRNA mimic a jej vplyv na spravanie
buniek CRC linii a odpoved’ na aplikaciu oxaliplatiny. Prvy funkcény test hodnotil vplyv miR-
140 na uroven bunkovej proliferacie. Ziskané data preukazali, ze zvySena hladina miR-140
v DLD-1 bunkich viedla po 24 hodinach k znizeniu proliferacie 020 % (p = 0,039)
pri porovnani s negativnou kontrolou (NC). Toto pozorovanie tak poukazuje na tumor-
supresorovu aktivitu danej miRNA, €o je v sulade aj s dostupnymi publikdciami, v ktorych
autori popisovali znizent reguldciu miR-140 v rade nadorov, vratane CRC (Zhai ef al., 2015;
Zhang et al., 2015; Liu et al., 2016). V tychto publikécidch je taktiez zistena suvislost’ medzi
znizenou hladinou miR-140-5p a zvySenou mierou epitelidlne-mezenchymalnej tranzicie
(EMT), bunkovej proliferacie, invazivity a metastdzovania CRC. Prispievala k tomu hlavne
zvySend expresia niekol’kych priamych ciel'om miR-140-5p, ku ktorym sa radi protein Smad2,
Smad3, HDAC4 ¢i VEGF-A (Zhai et al., 2015; Pais et al., 2010; Song et al. 2009; Zhang et
al., 2015). Este vyraznejSi pokles proliferacie sa ukazal po aplikacii oxaliplatiny, ktory
dosiahol v bunkach so zvySenou hladinou miR-140 po 48 hodinach od aplikacie 23 %
(p = 0,031) apo 72 hodinach az 26 % (p = 0,028). Pozorovanie vplyvu zvySenej hladiny
miR-140 na ucCinnost’ oxaliplatiny bolo navySe podporené signifikantnym zniZenim
klonogénneho potencidlu DLD-1 buniek z dlhodobého hladiska. Konzistentne k tomu bol
zisteny narastajuci trend bunkovej cytotoxicity a to ako pri samotnom zvySeni miR-140, tak
po aplikacii oxaliplatiny. Preukdzany ndarast cytotoxicity vSak nevykazoval Statistickl
vyznamnost. Obdobné vysledky zvySenej expresie miR-140 na potlatenie bunkovej
proliferacie boli zistené u linie U-2 OS odvodenej od osteosarkému a HCT116 linie (Song et
al., 2009). Po zisteni vplyvu na zvySenu cytotoxicitu sme sa rozhodli analyzovat’ ako miR-
140 vplyva na regulaciu bunkového cyklu a¢i bude jej G€¢inkom dochadzat k zmenam
distribucie v jednotlivych fazach bunkové cyklu. Z nameranych hodndt vyplyva, Ze po
experimentalnom zvySeni miR-140 doslo u buniek DLD-1 k spomaleniu bunkového cyklu vo
faze Gl1, zrejme z dovodu akumulédcie poSkodenia v dosledku vysSej hladiny miR-140.
Vyraznej$i efekt na zastipenie buniek v jednotlivych fazach bunkového cyklu bol pozorovany
po aplikacii oxaliplatiny, ked’ doslo k poklesu vo faze S a zaroveinl nérastu poctu buniek v G1,

¢o znaci moznu zastavu cyklu na prechode G1/S a aktivaciu dréh vedutcich k apoptoze, ked'ze
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prave vtomto pripade bolo zistené vyznamné znizenie bunkovej proliferacie a zvySenie
cytotoxicity. Ziskané udaje mozno zrovnat z vysledkami Stadie Zhai et al., ktori na
kolorektalnej nadorovej linii HCT116 po ektopickej transfekcii hsa-miR-140-5p miRNA
mimic rovnako preukdzali zvySené zastupenie v G1 apokles v S faze. Ztoho vyvodili,
ze zvySend hladina miR-140-5p indukuje zastavu bunkového cyklu v G1 kontrolnom bode
(G1 checkpoint) (Zhai et al., 2015).

Dnes je uz jednozna¢ne preukazané, ze miRNA zohrava velka ulohu pri vyvoji
a progresii nadorovych ochoreni. Zaroven sa postupne zacina uvazovat’ o terapeutickom
potencidli miRNA ako aj moznom vyuziti k prekonavaniu rezistencie voci
chemoterapeutikdm prostrednictvom regulédcie aberantne aktivnych proteinov. Z toho vyplyva
dolezitost’ Studii, ktoré sa snazia identifikovat’ konkrétne miRNA a k nim aj Specifické ciele
v ramci rozliénych nadorovych ochoreni. Pre funkéné potvrdenie moZznej reguldcie proteinu
MREI11 prostrednictvom miR-140 bolo v DLD-1 bunkdch po experimentdlnom zvySeni
hladiny miR-140 sledované ¢i sa bude v €ase menit’ uroven expresie MRE 1. Metodou qPCR
v redlnom cCase sa potvrdil vyznamny pokles expresie MREI1 pri zvySene] hladine miR-140
v porovnani s NC a tento pokles bol stabilny este 72 hodin po transfekcii (p = 0,028). Zhodny
efekt bol potvrdeny aj na urovni proteinov. Mutécie a narusend reguldcia proteinu MRE11
byvaji spojené s celkovym znizenim aktivity MRN komplexu a nahromadenim vyssSieho
mnozstva DNA, ¢o mdze viest’ k vyssej citlivosti voc¢i latkam poskodzujucim Struktiru DNA
(Buis et al., 2008). Preto sme sa v dalSom kroku zamerali na detekciu poskodenia DNA
u DLD-1 buniek so zvySenou hladinou miR-140. Vyznamny narast poSkodenia v porovnani
s NC vSak nebol pozorovany ato ani po aplikécii oxaliplatiny. Rozdiely boli vo vSetkych
testovanych vzorkdch vzdy pod 0,5 %. Pozorované minimdlne rozdiely v mnoZstve
poskodenia DNA vSak mohli byt sposobené limitaciou metédy a to z dovodu, ze alkalicka
verzia Comet Assay primarne deteguje jednoret'azcové zlomy molekul DNA (single-strand
breaks, SSBs). Zaroven stabilné krizne vazby DNA indukované molekulami oxaliplatiny
moZu oblasti zlomov chranit’ a tym zabranit’ preruSeniu cukor-fosfatovej kostry molekul DNA
(Chaney et al., 2005). Preto bola pre overenie pritomnosti DSBs prevedend proteinova
analyza, ktora zist'ovala hladinu proteinu YH2AX, povazovaného za marker DSBs (Bonner et
al., 2008), azaroven aj proteinu RADS5I1, ktory sa taktiez tcastni pri oprave DSBs
poskodenia. Metddou elektroforetickej separacie s naslednym prenosom separovanych
proteinov na membranu a imunodetekciou pomocou Specifickych protilatok bola analyzovana
uroven proteinov MRE11, RADS51 a yYH2AX po 48 hodinach od transfekcie DLD-1 buniek.

Vysledné data proteinovej analyzy ukazali, Ze po navySeni miR-140 nastal pokles hladiny
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proteinu RADS51 na jednej strane a narast YH2AX na strane druhej. Potvrdzuje to pociatocné
ocakavanie, ze pri znizenej hladine MRE11 sa budu akumulovat’' DSBs poskodeniam DNA
molekul a tym padom aj YH2AX ako priamy marker DSBs (Kuo ef Yang, 2008). A zaroven,
ze hladina proteinu RADS51, ku ktorého aktivacii dochddza az potom, Co je poskodenie
rozpoznané proteinom MREI11, bude znizena kvoli poklesu aktivity MRN komplexu. RADS1
je dolezity faktor homologickej rekombindcie, ktory je zaroven prediktivnym markerom
odpovede na terapiu v rade naddorov (Tennstedt ez al., 2013). U nemalobunkového karcindému
plac (non-small cell lung cancer, NSCLC) jeho zvySena expresia prispieva k rezistencii voci
chemoterapeutikdm, ktoré tvoria medzi-retazcové krizne vizby DNA, ako napr. cisplatina
(Takenaka et al., 2007). Thara et al. zas preukazali na testovanej skupine 78 pacientov
s metastatickym a rekurentnym CRC, Ze jedinci s negativnou expresiou MREIl a RADSI
lepsie reagovali na lie¢bu oxaliplatinou a mali signifikantne prediZzeny &as preZivania bez
progresie (progression-free sirvival, PFS). V zavere svojej $tadie uviedli, ze pacienti s CRC
so znizenou az negativnou expresiu génov, ktoré koduji proteiny oprav DSBs budia
vykazovat’ vacsiu citlivost’ na liecbu oxaliplatinou, a Ze expresia spominanych proteinov
predstavuje vyznamny prognosticky indikator liecby CRC (Ihara et al., 2016).

Napriek zlepSeniu prognozy pacientov s CRC vdaka sucasnym terapeutickym
postupom je toto ochorenie nad’alej zat'azené vysokou mierou recidivy s naslednym 5-ro¢nym
prezivanim len nieco malo cez 10 % pripadov (Brenner et al., 2014). Zlyhanie liecby je ¢asto
zapri¢inené prirodzenou ¢i ziskanou rezistenciou z dovodu vysokej heterogenity nadorovych
buniek. Za uUCelom zistit, ¢i by mohla mat miR-140 podobny negativny efekt na
zivotaschopnost’” nadorovych buniek, ktoré¢ vykazuju ziskani chemorezistenciu a ¢i by
zaroven mala schopnost’ tato rezistenciu ovplyvnit’, bola rovnakou in vitro funkénou analyzou
otestovana linia so ziskanou ¢iasto¢nou rezistenciou voci oxaliplatine. OxR chemorezistentna
linia bola odvodena od Standardnej DLD-1 linie a vykazovala 3,5-krat niZSiu citlivost’ na
oxaliplatinu nez chemosenzitivna DLD-1 linia. Z prezentovanych vyslednych dat vyplyva, ze
efekt zvySenej miR-140 na zivotaschopnost chemorezistentnych CRC buniek nie je tak
jednoznacny ako tomu bolo u chemosenzitivnej DLD-1 linie. Bol sice pozorovany mierny
pokles proliferacie po zvyseni hladiny miR-140 v porovnani s NC, ten vSak nemal Statisticka
vyznamnost’ a to dokonca ani po aplikacii oxaliplatiny. Efekt miR-140 u rezistentnej linie
OxR sa nepodarilo preukazat’ ani klonogénnou analyzou, ked’ze klonogénny potencial buniek
sa prakticky vobec nezmenil a to ani v situacii, ked’ bola na bunky aplikovana oxaliplatina.
Uroveii cytotoxicity sa sice vplyvom zvysenej hladiny miR-140 v ¢ase zvySovala, avsak

pokial’ boli v jednotlivych ¢asoch porovnané navzajom vzorky so zvySenou miR-140 a NC
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rozdiely neboli opét’ jednoznacné a ani pri kombinécii s oxaliplatinou nevykazovali Statistickt
vyznamnost. Uplne odlisny vysledok v porovnani s DLD-1 liniou bol zaznamenany pri
zistovani efektu zvysenej hladiny miR-140 na expresiu MRE1 u OxR linie. V bunkach OxR
linie uroven expresiec MREII pri zvySenej hladine miR-140 v ¢ase vObec nepoklesla a po
72 hodinach od transfekcie bol dokonca zaznamenany jej narast. Tento vysledok vsSak
odpovedd vysSie zmienenim skutoCnostiam, ze zvySend regulacia a expresie MREI1 vedie
k rezistencii CRC buniek a u pacientov bola dokonca korelovala s hor$im prezivanim (Ihara et
al., 2016). Dovodom by mohla byt existencia odliSnosti v aktivite DNA reparacnych
mechanizmov, ako v hladindch expresie reparatnych proteinov u rezistentnych
kolorektalnych nédorovych buniek. Na zdklade predpokladu, ze bunky OxR linie zrejme
vykazuju odli$nu urovein aktivity DNA reparaénych mechanizmov a budu sa v odliSnej miere
vyrovnavat s poskodenim DNA, rozhodli sme sa toto poSkodenie analyzovat. Ale ako
v pripade DLD-1, tak ani u OxR sa nepodarilo zachytit’ vyrazne zmeny v poSkodeni DNA za
situdcie zvySenej hladiny miR-140. Rozdiely pod 0,1% boli pozorované vo vsetkych
testovanych vzorkach, vratane tych, na ktoré bola aplikovand oxaliplatina. Konecnou
analyzou bolo sledovanie vplyvu zvySenej miR-140 na reguléciu bunkového cyklu u OxR
linie. Tu sa podarilo preukazat, ze po 48 hodinadch od experimentalneho zvySeni miR-140
doslo k poklesu zastupenia buniek vo fazach G2/M o 10 % anaopak akumulécii buniek
v S faza, o mdZe znaclit’ zastavu bunkového cyklu v S faze kvoli problémy s replikéciou.
V pripade, ak bola na bunky aplikovand oxaplatina doSlo k odliSnej distribucii v ramci
bunkového cyklu s ndrastom zastipenia buniek vo fazach G2/M a poklese v G1 faze,
¢o mohlo byt dosledkom zastavy bunkového cyklu v G2/M. Z uvedenych dat vyplyva, Ze
mnohé aspekty vyvoja chemorezistencie eSte stale nie si objasnené, preto analyza regulacie
oprav DNA a reparacnych proteinov u OxR buniek ostava cielom naSich prebiehajicich
pokracujtcich studii.

V poslednej Casti prace sme pozorované vysledky z CRC bunkovych linii validovali
na vzorkach ziskanych od 33 pacientov s CRC. Na vzorkach tkaniv priméarneho
kolorektalneho karcindmu a nenadorovych kolorektalnych tkaniv bola prevedend analyza
expresie génu pre miR-140. Vysledné data preukazali vyznamne znizenu Uroven expresie
génu pre miR-140 (p = 0,002) v kolorektalnom nddorom tkanive oproti kontrolnému
zdravému tkanivu. To korelovalo s vysledkami publikovanymi v §tadii Li et al., ktori okrem
znizenej expresie danej miRNA v 31 vzorkach priméarnych kolorektalnych karcinomov
preukazali dalSie signifikantné znizenie v metastdzach odvodenych od tychto primarnych

nadorov (Li et al, 2018). Cim sa len opit potvrdzuje tloha miR-140 vo vyvoji
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a metastazovani CRC. Zaroven bola rovnakym sposobom v testovanych pacientskych
vzorkach analyzovana expresia MRE!I1. V pripade proteinu MRE11 bola naopak pozorovana
znacne zvysSena hladina expresie ( p = 0,027) vo vzorkach kolorektalneho nadorového tkaniva
v porovnani s kontrolnymi vzorkami. Tento fenomén mozno prirovnat k vysledkom, ktoré
boli zistené u karcindmu prsnika ¢i pacientov s karcinomom kone¢nika. Kedy vysoka
expresia MREII podporovala maligny fenotyp, prispievala k invazivite, metastdzovaniu,

zhorSenej progndze a dokonca chemorezistencii (Yuan et al., 2012, Ho et al., 2016).

Z predlozenych vysledkov tejto diplomovej prace apo zhodnoteni relevantnych
publikacii mozno usudzovat’, Ze miR-140 ako tumor-supresorovd miRNA sa pravdepodobne
podiel'a na post-transkripénej reguldcii senzorického proteinu dvojretazcovych zlomov
MREI1, blokuje jeho zvySent hladinu v zdravych tkanivach a naopak, pri zniZzenej regulacii
v nddorovych bunkach prispieva k zvySenej hladine a aktivite MREI1 s ¢im by mohla
suvisiet’ aj celkovo zvysSend aktivita DNA reparacnych mechanizmov, ktord by sa mohla
odzrkadlit na lepSej Zivotaschopnosti nadorovych buniek a potencidlne byt jednym
z mechanizmov vyvoja chemorezistencie. Oc¢akavame, Ze nadvézujuce funkéné Studie na
bunkach so ziskanou c¢iasto¢nou rezistenciou OxR ako aj pripravovanej MRE 1 [-deficientnej
linii ndm prinest d’alSie uzitocné poznatky o moznom vztahu tumor-supresorovej miR-140

s proteinom MRE11.
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7. Zhrnutie a zaver

Predlozena diplomova praca sa zaoberd problematikou aktivity DNA repara¢nych
mechanizmov v odpovedi kolorektalneho karcindmu na chemoterapeuticku lieCbu a moznou
moduléciou aktivity vybranych reparacnych procesov prostrednictvo kratkych nekddujucich
RNA, tzv. microRNA. V ramci praktickej Casti si praca kladla za ciel’ definovat’ a funkéne
otestovat’ konkrétne microRNA, ktoré by sa mohli podielat’ na regulacii proteinu MRE11 ako
senzora dvojretazcovych zlomov, a touto regulaciou by mohli ovplyvnit' Zivotaschopnost
kolorektalnych nadorovych buniek ako aj senzitivitu vocCi oxaliplatine, Standardne

pouzivanému chemoterapeutiku pri lie¢be kolorektalneho karcinému.
Na zéklade naplnenia stanovenych ciel'ov sa ndm podarilo zistit’:

e [n silico analyzou bola definovand miR-140 ako potencidlny regulator translacie
a hladiny proteinu MRE11.

e [n vitro funkéna analyza na chemosenzitivnej kolorektalnej naddorovej linii DLD-1
preukazala vplyv zvySenej hladiny miR-140 na =zniZenie trovne proliferacie
a klonogénneho potencidlu ako aj zvySenie cytotoxicity. Analyza expresie génu
MREII uDLD-1 buniek preukazala, ze po experimentdlnom zvySeni miR-140
dochadzalo k poklesu expresie aj celkovej hladiny proteinu MREI11.

e In vitro funkénd analyza na chemorezistentnej kolorektdlnej nadorovej linii OxR
odhalila odlisny sposob regulacie ako tomu bolo u DLD-1. ZvySena hladina miR-140
neviedla k vyraznému poklesu proliferacie buniek ani expresie MRE 1.

e Analyza miR-140 a MREI1 v kolorektdlnych nadorovych tkanivach a zdravych
kolorektalnych tkanivach 33 pacientov ukdzala vyznamne zvySenll uroven expresie
MRE11 v nadorovych tkanivach v porovnani s nenddorovymi, a naopak signifikantne

znizenu expresiu miR-140 v nadorovych tkanivach oproti nenddorovym.

Z prezentovanych dat vyplyva, Ze miR-140 ako tumor-supresorovda miRNA potencialne cieli
na mRNA proteinu MRE11l, ¢im pri normalnej expresii v zdravych tkanivach bréni
zvySovaniu jeho hladiny. Znizend aktivita miR-140 v kolektdlnych nadorovych bunkach
naopak mdze viest’ k zvysenej urovni MREI11 a podpore maligneho fenotypu. MiR-140 by tak
do buducna mohla najst’ uplatnenie v terapii vybranej skupiny pacientov s kolorektalnym

karcinomom.
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