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Abstrakt

Abstrakt

Hypertermie (HT), oznaceni pouzivané pro teploty piesahujici horni mez
fyziologického teplotniho rozmezi — 42 °C — vyvolava v zdvislosti na intenzit¢, délce
trvani a typu cilové tkané (tzv. termalni davka) rliznou miru stresové odpovédi.
Aplikace stresového podnétu in vitro vede ke zménam v homeostizi vapniku,
permeabilizaci vnéj$i mitochondrialni membrany a uvolnéni cytochromu ¢ s naslednou
aktivaci kaspaz vedouci az ke smrti zasazené bunky. Paralelné¢ dochazi k postupnému
rozvoji stresové odpovédi na piitomnost denaturovanych proteind v cytosolu,
doprovazené nabohacenim a zvySenou aktivitou molekuldrnich chaperond, zvySenim
rychlosti proteosomalni degradace a vyssi aktivitou autofagického aparatu s postupnym
utlumem translace, iniciaci oprav DNA a aktivaci obrannych mechanismt pieziti. Tento
slozity mechanismus odpovédi na stresovy podnét je regulovan zejména signalizaci
v ose PI3K/Akt/mTOR. Pteziti bun¢k je v kone¢ném disledku zavislé na energetickych
rezervach, mnozstvi denaturovanych proteint v cytosolu a mife nevratného poSkozeni
DNA. Pokud je termalni davka pfili§ vysokd, dochazi nezvratné ke smrti bunky.

Hypertermie je rovnéz jednim ze schvalenych pfistupti v 1écbé néekterych
nadorovych onemocnéni. Pro zvySeni vysledného protinddorového ucinku je aplikace
hypertermie kombinovana s podévanim nizkomolekuldrnich inhibitorti jiz zminéné
signalizace fizené PI3K/Akt/mTOR. Piesto ani v kombinaci s hypertermii, ani pokud
jsou inhibitory uvedenych drah pouzivany samostatné, neni c¢asto dosaZeno
ocekavaného vysledku terapie. Toto je pravdépodobné zapti¢inéno zvySenou bazalni
hladinou PI3K u fady nador, coz méa za nasledek nemoznost dosazeni ucinné
terapeutické davky pouzitych inhibitortt bez vyvolani toxického efektu na bunky ve
zdravé tkani. Spolu s dalSimi nezanedbatelnymi individualnimi rozdily mezi pacienty
jsou tyto poznatky pravdépodobné hlavnimi divody neuspéchli protinddorové terapie
zalozené na inhibici PI3K/Akt/mTOR.

Na zaklad¢ vysledkii dosazenych v ramci piedkladané diplomové prace bylo
zjisténo, Ze CasteCna inhibice aktivity PI3K a jejich efektorti vede za specifickych
podminek ke zvySeni dlouhodobého prezivani nékterych typti nadorovych bunécnych
linii po oSetieni hypertermii. Nedostate¢na inhibice ma za nasledek aktivaci
cytoprotektivnich mechanism@ regulovanych molekulou pfirozené¢ho inhibitoru PI3K

(PTEN, Phosphatase-tensin homologue on chromosome 10).



Abstrakt

Inhibice signalizace v ose PI3K/Akt/mTOR se vSak stdle jevi jako cil se
znaénym terapeutickym potencidlem v 1é¢b¢ rakoviny a hlubsi porozuméni molekularni

podstaté jeji regulace ma tedy esencialni vyznam.

Klicovda  slova:  hypertermie, chemoterapie, = kombinovand terapie,

nizkomolekularni inhibitor, nadorové onemocnéni, PI3 kinaza, PTEN.
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Abstract

Hyperthermia (HT), a term used in general for temperatures higher than 42°C,
induces cell stress response in dependence on its intensity, heating duration and target
cell type (this is called a thermal dose). In vitro, HT causes changes in Ca** homeostasis
as a consequence of endoplasmic reticulum stress and permeabilisation of the outer
mitochondrial membrane. The release of cytochrom c further leads to activation of
caspases that can result in cell death.

In parallel, the presence of denatured proteins in the cell cytosol leads to the
development of the so called unfolded protein response (UPR). UPR is characterized by
increased expression and activation of molecular chaperones, increase in the intensity of
proteosomal degradation and enhancement in autophagy. This process is accompanied
by the attenuation of translation machinery, iniciation of DNA repair and activation of
cytoprotective mechanisms leading to cell survival. This highly complex stress response
mechanism is regulated mainly by the signalling pathways in the PI3K/Akt/mTOR axis.
Cell survival is in the end fully dependent on the amount of energetic substrates,
denatured proteins accumulation and on the level of irreversibly demaged DNA. If the
termal dose is too high, the cell will ultimatively die.

Hyperthermia is also one of the approved approaches in the therapy of some
types of cancer. To further enhance the anti-tumor effect, hyperthermia is combined to
administration of small molecule based inhibitors of the aforementioned
PI3K/Akt/mTOR signalling pathways. However, nor in combination to hyperthermia,
nor when administered alone, using these inhibitors lead to the expected therapeutic
effects so far. This is probably caused by the increased basal levels of PI3K in many
tumor tissues which then causes the inability to reach the effective therapeutic dose
without causing toxicity to the healthy tissue. Together with the other non-neglegible
differences between individual patients, these observations are the most important
reasons for the loss of success in the therapy of cancer based on the inhibition of PI3K.

Based of the results reached in this diploma thesis, it was shown that partial
inhibition of the PI3K activity and its downstream effector molecules leads under
specific conditions to the increased survival rate of some of the tumor cell lines treated
with HT. Insufficient inhibition then leads to the activation of cytoprotective



Abstract

mechanisms regulated by the molecule of the natural PI3K inhibitor (PTEN,
Phosphatase- tensin homologue on the chromosome 10).

The inhibition of the PI3K/Akt/mTOR signalling remains however one of the
approaches with a significant potential in the therapy of cancer and further

understanding the molecular basis of its regulation is therefore of an essential meaning.

Keywords: cancer, combination therapy, hyperthermia, chemotherapy, low-

molecular weight inhibitor, P13 kinase, PTEN.
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Seznam pouzitych zkratek

1 Seznam pouzitych zkratek

A549

Akt

AMPK

APAF1

APS

ATF

Atg

ATP

Bad

Bak

Bap31

Bax

Bcl-2

Bcl-xL

BH3

Bunécna linie adenokarcinomu plic

RAC-alpha serine/threonine-protein kinase

5' adenosine monophosphate-activated protein kKinase
Apoptotic protease-activating factorl

Persiran amonny (Amonium persulfate)

Aktivacni transkripéni faktor (Activating transcription

factor)

Geny zodpovédné za tvorbu autofagozomu (autophagy-

related genes)
Adenosintrifosfat (Adenosintriphosphate)

Promotor bunéné smrti asociovany s Bcl-2 (Bcl-2-

associated death promoter)

Pro-apoptoticky protein rodiny Bcl-2 (Bcl-2 homologous
antagonist/killer)

Protein interagujici s Bcl-2 (Bcl-2-interacting protein)

Pro-apoptoticky protein rodiny Bcl-2 (Bcl-2-associated X

protein)

Rodina proteini regulujicich apoptézu, odvozeny od B-
bunky lymfomu 2 (B cell lymphoma/leukemia-2)

Anti-apoptoticky protein rodiny Bcl-2 (B-cell lymphoma-

extra large)

Bcl-2 homologni doména 3 (Bcl-2 homology domain 3)
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Bid
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BSA

cDNA

cFLIP

clAP
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DAMP

DAPI
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DTT
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interacting-domain death agonist)
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Chaperon rodiny HSP70 (Binding immunoglobulin

protein)
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Bovinni sérovy albumin (Bovine serum albumin)
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Bunécény inhibitor apoptozy (Cellular inhibitor of apoptosis)
Oxid uhli¢ity (Carbon dioxide)
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Molekularni ~ znaky associated

nebezpeci  (Danger

molecular pattern)

Fluorecenéni barva

Dihydrochloride

(4',6-Diamidino-2-Phenylindole,

Destilovana voda (Destiled hydrogen oxide)

Signaliza¢ni komplex indukujici smrt (Death-inducing

signaling complex

Dimetyl sulfoxid (Dimethyl sulfoxide)
Deoxyribonukleova kyselina (Deoxyribonucleic acid)
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Ethylenediaminetetraoctova kyselina (Ethylene Diammine

Tetraacetic Acid)
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EIF-2a
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Erk1/2

EtOH

FADD

FBS

FDA

FIP200

FITC
FOXO

FSC-A

GDC-0068
GDC-0941

GRP

GSK3p

.....

factor 2 o)

Ekvivalent délky ohfevu pii 43°C (Jednotka termalni

davky)
Endoplazmatické retikulum (Endoplasmic reticulum)
Kinaza extracelularnim

regulovana signalem

(Extracellular signal-regulated kinase)
Etanol (Ethanol)

FAS-asociovana doména smrti (FAS associated death

domain)
Fetalni bovinni sérum (Fetal bovine serum)

Utad pro kontrolu potravin a lé¢iv (Food and Drug

Administration)

Regulator autofagie (FAK family Kkinase-interacting
protein of 200kDa)

Derivat fluoresceinu (Eluorescein isothiocyanate)
Traskrip¢ni faktor (Forkhead box class O)

Oblast signalu generovana piednim rozptylem (Forward

scatter area)
Ipatasertib (selektivni pan Akt inhibitor)
Pictilisib (inhibitor PI3K)

Chaperonovy protein regulujici glukozu (Glucose

regulated protein)

Glykogen syntaza kinaza 3 (Glycogen synthase kinase 3
beta)
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H522

HCL

Her-2

HHP

HIF-1a

HIFU

HMGB1

HSF

HSP

HT

Chk-1

ICD

IREla

kDa
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LC3

LNCap

Velkobunéény karcinom plic
Nemalobunécny karcinom plic
Kyselina chlorovodikova (Hydrogen chloride)

Receptor-2 pro lidsky epidermalni rastovy faktor (Human

epidermal growth factor receptor-2)
Vysoky hydrostaticky tlak (High hydrostatic pressure)
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subunit)
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Hypertermie (Hyperthermia)
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Senzor stresu endoplazmatického retikula (Inositol-requiring
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(Lysosomal-associated membrane protein)
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Adenokarcinom prostaty
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LY 294002
MAPKAP1
Mdm-2

MOMP

mTOR
NaCl

NFAT3

NOXA

oVva0
p53

PBS

PCR

PDK1

PERK

PFA
PH

PI3K

Inhibitor PI3K (blokuje PI3Ka/6/p)
MAPK associated protein 1
Mouse double minute 2 homolog
Permeabilizace mitochondrialni

vnéjsi membrany

(Mitochondrial outer membrane permeabilization)
Sav¢i cil rapamycinu (Mammalian target of rapamycin)
Chlorid sodny (Sodium chloride)

Nuklearni faktor aktivovanych T bunék (Nuclear factor of

activated T-cells 3)
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reaction)
Pyruvate dehydrogenase kinase 1

Doublestranded RNA-activated protein kinase-like ER
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Paraformaldehyd
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Fosfoinositol-3-kinaza (Phosphoinositide-3-kinase)
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PTPC

PUMA
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ROS
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RTK

SDS

SK-MES1

Protein obsahujici doménu smrti (p53-induced with a

death domain)

Fosfatidylinositol ~ 4,5-bisfosfat  (Phosphatidylinositol
(4,5)-bisphosphate)

Fosfatidylinositol  3,4,5-trisfosfat  (Phosphatidylinositol
(3,4,5)-trisphosphate)
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Akt substrat bohaty na prolin (Proline-rich Akt substrate
40 kDa)

Homolog fosfatdzy a tenzinu (Phosphatase and tensin

homolog)
Permeability transition pore complex

pS3 upregulovany modulator apoptozy (p53-upregulated

modulator of apoptosis)

Rapamycin insensitive companion of mMTOR

Lyzaéni pufr

Receptor interacting protein kinase 1

Lyzac¢ni pufr

Volné radikaly (Reactive oxygen species)

Kultiva¢ni médium (Roswell Park Memorial Institute)
Receptor-tyrosin kinaz (Receptor tyrosine kinase)
Dodecylsulfat sodny (Sodium DodecylSulphate)

Bunééna linie skvamozniho karcinomu
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Smac/DIABLO

SNARE

SSC-A

TBS

TBST

D

TEMED

TMRE

TNF

TNFR1

TNFRSF1A

TRADD

TRIS

ULK1

UPR

VDAC

WBH

XBP1

Second mitochondria-derived activator of caspases/direct
IAP binding protein with low pl

SNAP receptor (SNAP (Soluble NSF Attachment Protein)
Receptor)

Oblast signalu generovana bo¢nim rozptylem (Side scatter

area)
Tris pufrovany fyziologicky roztok (Tris buffered saline)

Tris pufrovany fyziologicky roztok + Tween20 (Tris
buffered saline + Tween20)

Termalni davka (Thermal dose)
N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin
Tetramethylrhodamine

Tumour necrosis factor

Tumour necrosis factor receptor

Gen kodujici tumor nekrotizujici faktor
TNFR1-asociovana death doména

Tris pufrovany fyziologicky roztok (Tris Buffered Saline)
Uncoordinated 51-Like Kinase 1

Odpoveéd’ na Spatn¢ sbalené proteiny (Unfolded protein

response)

lontovy kanal zavisly na napéti (Voltage-dependent anion

channel)
Celot¢lova hypertermie (Whole body hyperthermia)

Xbox binding protein-1
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XIAP Inhibitor apoptozy (X-linked inhibitor of apoptosis)

B-ME 2-Mercaptoethanol



Uvod a cile prace

2 Uvod a cile prace

Potteba novych a uc¢innéjsich ptistupli v protinddorové terapii stale nartista a to
zejména vzhledem k pomérné znacné frekvenci vyskytu rezistence vici dosud
pouzivanym léebnym postuptim. Do klinické praxe jsou vedle chemoterapie a
radioterapie zavadéna vice specifickd 1€Civa schopna cilené ovliviiovat predevSim
buiikky nadorové tkan¢ (monoklonalni protilatky, toxiny vdzané na monoklondlni
protilatky, nizkomolekularni inhibitory, cytokiny, imunokiny a dal$i). AvSak ani
hypertermie, kterda ma své misto v 1é¢bé rtiznych onemocnéni jiz od starovéku, neni
diky relativn€ nizkym nakladiim a jednoduchosti provedeni opomijena (Mocna, 2007).

Hypertermie (mimotélni ohfev) je pouzivana napiiklad v kombinaci
S chemoterapii, a to zejména pro 1é€bu nadort umisténych hluboko v duting bfi$ni, dale
pak jsou in vivo aplikovany magnetické partikule injikované ptimo do nadorové tkan¢ a
ohfivany radiofrekven¢nimi vinami (Thiesen et al., 2008). V neposledni fadé je efektu
hypertermie vyuzivano v lé€bé karcinomu prostaty vrdmci kombinované terapie
s nizkomolekularnimi  inhibitory  fosfatidylinositol 3  kinazy (PI3K, =z angl.
phosphatidylinositol 3 kinase) a mTOR (z angl. mammalian target of rapamycin)
(Sarker et al., 2009). Vsechna vyse uvedena léCebna schémata jsou zalozena na
skutecnosti, Ze aplikaci hypertermie je moZno vyvolat v nddorovych bunkach tzv.
imunogenni bunéénou smrt. Ta je definovana jako proces, béhem kterého dochazi
K uvolnéni adenosintrifosfatu (ATP), HMGBI1, molekul teplotniho Soku (zejména
HSP70 a HSP90) do mimobunéfného prostoru a zaroven dochdzi k postupnému
vystavovani molekuly kalretikulinu, kterd funguje jako aktivacni signal pro bunky
fagocytd. Tim dojde ke ,,zviditelnéni“ nadorové bunky pro jednotlivé komponenty
imunitniho systému (fagocyty, antigen-prezentujici buiiky, cytotoxické T lymfocyty...) a
K jeji nasledné likvidaci (Kepp et al., 2011).

Tato prace je zaméfena na sledovani efektu a molekularnich mechanismt
ovlivitujici  pfezivani nadorovych bunécnych linii po oplsobeni vybranymi
nizkomolekularnimi inhibitory PI3K/Akt/mTOR regulovanych drah v kombinaci
S hypertermii (zkratka Akt je odvozena zangl. RAC-alpha serine/threonine-protein

kinase).
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Uvod a cile prace

Mezi cile tohoto projektu patfi:

1.) Charakterizace signalizacnich mechanismt, vedoucich K bunééné smrti,

respektive ptrezivani u nadorovych buné¢nych linii po oSetfeni hypertermii:

Analyza aktivace signalizacnich drah, ke které dochazi v rdmeci aktivace stresové
odpovédi po hypertermii (stanoveni hladiny extracelularniho ATP, analyza
hladiny vapniku v cytosolu, zmény mitochondrialniho potencialu, unik
cytochromu ¢ z mitochondrii, amplifikace reaktivnich kyslikovych radikalu -
ROS) pomoci prutokové cytometrie a western blotové analyzy.

Popis signaliza¢nich mechanismi ptezivani regulovanych PI3K, aktivovany
jako jeden z hlavnich zachrannych procesti po oSetfeni hypertermii, véetné
aktivace jeho hlavnich komponent (PERK, PTEN, p53, mTOR, Akt, Erk1/2,

Bad — viz dale) prostiednictvim western blotové analyzy.

2.) Vliv klinicky pouzivanych inhibitord PI3K/Akt/mTOR regulovanych drah na

zivotnost nddorovych bunécnych linii oSetfenych hypertermii:

Titrace inhibitord vybranych signaliza¢nich drah (PI3K, mTOR, Akt) a
stanoveni Zivotnosti nddorovych bunécénych linii oSetfenych inhibitorem o
specifické koncentraci s naslednou aplikaci hypertermie v pfedem definovanych
casovych intervalech.

Sledovani intracelularni lokalizace molekuly PTEN a p53 za pomoci konfokalni
mikroskopie.

Analyza efektu klinicky pouzivaného inhibitoru PI3K na bunky izolované

Z primérniho nadoru.

3.) Porovnani miry pfezivani mezi jednotlivymi nadorovymi bunénymi liniemi

oSetfenymi inhibitory PI3K/Akt/mTOR a hypertermii, respektive chemoterapii.
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3 Literarni prehled

3.1 Terapeutické pristupy v 1é¢bé rakoviny

Nédorové onemocnéni je definovano jako abnormalita zahrnujici rysy urcité
populace bun¢k, mezi které patii napiiklad neregulovatelny rist autonomni povahy
(neomezeny replikacni potencial), rezistence viici apoptdze, produkce rustovych faktort
(zvySena angiogeneze), schopnost infiltrovat se (prortstat) do okoli primarniho nadoru a
zakladat dcefind loziska (metastazy). Tato abnormalita vznikd v disledku poskozeni
DNA, které organismus neni schopen napravit. V disledku tohoto poskozeni dochazi
K nestabilit¢ genomu nadorovych bun¢k, poskozeni regulace bunééného metabolismu a
dalsich jevu, které mohou vést k nadorovému bujeni (Sudhakar, 2009; Hanahan, 2011).

Zakladni moznosti 1é¢by v piipad€é solidnich nadort je chirurgickd resekce
nadorové tkané. Operativni odstranéni nddort byva z preventivnich divodi (zacileni
mikrometastaz) rovnéz kombinovano s chemoterapeutickou 1é¢bou (Brada et al., 1992).
Chemoterapeuticky ptistup 1€¢by je zalozen na podavéani vysokych davek cytostatik,
jejichz ucelem je inhibovat proliferaci nddorovych bunék. JelikoZ je tato 1écba ve své
podstaté neselektivni, napada i zdravé bunky v organismu pacienta, coZ sebou piinasi
fadu nezadoucich Uc¢inkd. Neékteré druhy cytostatik funguji na principu inhibice
proliferace bunck v urcité fazi bunécného de€leni, proto jsou neustale se délici nddoroveé
buiiky témito cytostatiky zasazeny vice nez builky zdravé. Toxicita chemoterapeutik
vSak muiZe byt natolik vysokd, Ze poskozuje i zdravé bunky nezavisle na jejich
prolifera¢ni aktivité (Martins et al., 2009).

Mezi dalsi protinadorovou terapeutickou modalitu Ize zatadit radioterapii, tedy
aplikaci ionizujiciho zafeni ptimo do oblasti novotvaru. Ozafenim dochazi k indukci
apoptotické smrti nadorovych bun¢k (Delaney et al., 2005). Rovnéz v dusledku tohoto
zakroku vsak dochazi k poruseni bunék zdravé tkané v v bezprostiednim okoli nadoru,
coz je jako v pfipadé¢ chemoterapie zasadnim problémem tohoto 1écebného pfistupu.
Radioterapie je taktéz vyuzivana v kombinované 1é¢bé s chemoterapii (Sebag-
Montefiore et al., 2009).

Dalsi 1écebnou moznosti je imunoterapie, kterd je na rozdil od chemoterapie a
radioterapie zalozena na aktivaci imunitniho systému vedouci k pftirozené eliminaci
nadorovych  bunék. Nadorové builky maji schopnost stimulovat tvorbu

imunosupresivniho prostfedi, coz spolu sucelovym snizenim hladiny exprese
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nadorovych antigenii a dalSimi mechanismy vede k Gniku z tzv. imunitniho dohledu
(Koido et al., 2013).

V soucasné dobé¢ se stale hledaji nové moznosti 1€cby, umoziujici 1écbu zejména
u téch onkologickych pacienti, u nichz standardni 1écebné postupy selhavaji. Stale vetsi
diraz je rovnéz kladen na minimalizaci vedlejSich uc¢inkl 1é€by a podporu imunitniho
systému pacienta. Mnoho soucasnych vyzkumil je proto zalozeno na vyuziti nékterych
1éCebnych technik rozsifenych v pocatcich 1écby naddorovych onemocnéni ve snaze je
zkombinovat s novymi terapeutickymi piistupy, které vychazeji ze stale se rozsifujiciho
porozuméni molekularnim mechanismum regulace metabolismu nadorovych bunék.

Jednim z nejstarSich ptistupt v 1é¢be nddorovych onemocnéni je hypertermie.

3.1.1 Klinické vyuziti hypertermie

Klinicky se hypertermie vyuziva k 1é€bé solidnich nadort. DéEli se na tii
kategorie podle rozsahu a zpusobu aplikace. Pro uéely uplné ablace nadoru se pouzivaji
teploty az do 80 °C, aplikace teplot v rozmezi 41 - 45 °C se pouziva pro dosazeni efektli

zahrnujicich apoptotickou bunécnou smrt, pfi které¢ nedochazi k poskozeni zdravé tkane.

LOCAL EXTERNAL LOCAL INVASIVE

Intraluminal

Interstitial

PERFUSION WHOLE BODY

R e d 0%, S

Obr. 1: Pouzité 1é¢ebné postupy v aplikaci hypertermie. Klinicka hypertermie se déli podle
zpusobu aplikace na lokalni vnéjsi a lokalni invazivni. Mezi lokalni vnéjs$i techniky patii tzv. povrchova
hypertermie, kterd se pouzivd na nddory ulozené v blizkosti povrchu téla a dale pak tzv. hluboka
hypertermie, ktera cili nadory ulozené pfedevSsim v panevni oblasti za pouziti mikrovlnnych,
ultrazvukovych nebo radiofrekvecnich aplikatorti. Dal§i moznosti aplikace hypertermie je vyuziti lokalné
invazivnich technik, jakymi jsou naptiklad intraluminalni sondy, které pisobi uvnité organové dutiny
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pacienta, nebo tzv. intersticialni technika, ktera je aplikovana na velmi hlukoko ulozené nadory. Dalsim
Z postuptl je vyuziti tzv. regionalni perfuze, jejiz podstatou je odbér dilu pacientovi krve, ktera je ohi'ata a
nasledn¢ aplikovana zpét do cévniho obéhu pacienta. Regiondlni perfuze se pouziva nejcastéji na nadory
lokalizované v koncetinach. Celotélova hypertermie se pouziva pro eliminaci metastaz a je ji dosazeno po
umisténi pacienta do tzv. termalnich komor. Pfevzato z: (Van der Zee et al., 2002).

Prvni z téchto kategorii je tzv. celotélova hypertermie (WBH, Whole body
hyperthermia, teplotni rozsah 39 — 41 °C), které je vyuzivano jako systémové terapie pii
1é¢b¢ metastdz. WBH vSak neni diky nizkému rozsahu pouzitych teplot (minimalizace
rizika poskozeni zdravé tkan€) dostateCné ucinnd tak, aby zcela nahradila néktery
zbézné klinicky pouzivanych terapeutickych postupi. Na druhou stranu je ale
dostatecn¢ ucinnd, aby zesilila efekt podani cytotoxickych 1é€iv, radiace a dalSich
zavedenych terapeutickych metod. V ptipadé¢ WBH se v soucasnosti nej¢astéji vyuziva
ucinku tzv. termalnich komor. Dal$i kategorii klinické hypertermie je tzv. regionalni
hypertermie (< 43 °C), aplikovana nejcastéji do oblasti peritonealni dutiny nebo na
koncetiny. Regiondlni hypertermie se pouziva pro 1é¢bu nadord ulozenych hluboko v
tkanich, nebo kdyz je zapotiebi zalécit vétSi oblast. K technikdm pouzivanym pro
dosaZeni regiondlni hypertermie patii neinvazivni metoda nazyvana HIFU (ultrazvuk o
vysoké intenzit€). Do tfeti kategorie naleZi tzv. lokélni hypertermie (43 - 60 °C), jiz se
vyuziva pfi terapii povrchové lokalizovanych panevnich nadori, které jsou snadno
dosazitelné. Mezi metody, které indukuji lokalni hypertermii, 1ze rovnéZ zaradit vlozeni
kovovych sond do nadoru a nasledné dodavani energie (mikrovlny nebo radioviny),
které preferencné ukladaji vzniklé teplo v kovové sondé¢ a zvySuji tak teplotu uvnitf
nadoru. Tato metoda umoziiuje rychlé a vyrazné zvySeni teploty, které je vhodné téz k
abla¢nim ucelim (Obr. 1). Dale se pouzivaji nanomaterialy, které diky rovnomérné
distribuci v oblasti nadoru, zajistuji piesnéjsi kontrolu teploty (Wust et al., 2002;
Toraya-Brown et al., 2014; Mallory, 2015; Chichet et al., 2007; Ahmed et al., 2013).

3.1.2 U¢inky aplikace hypertermie na nadorové buiiky

Hypertermie (HT), stimulace imunitniho systému navozenim zvySenim télesné
teploty, byla pouzivana pro 1é¢bu raznych chorob uz od Starovéku. Jedna se o fyzikalni
modalitu pouzivanou pfedevsim v kombinované terapii a jeji pouziti je schvaleno FDA
pro l1é¢bu nddort lokalizovanych v peritonedlni dutiné. HT mé potencidl zesilovat
protinadorové Gc¢inky radioterapie a/nebo chemoterapie (Miller, et al., 2013).

Vysledny efekt plsobeni hypertermie je zavisly na intenzité a délce trvani

stresového podnétu. Stresovd odpovéd’ na aplikovanou hypertermii je komplexni a
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zahrnuje signalizaci vedouci k opravam DNA, autofagii, apoptdze, nekroze a dalSim
reakcim, pricemz citlivost riiznych bunécénych typti se miize vyrazné liSit (Hildebrandt
et al. 2002).

HT rovnéz ovliviiuje fluiditu a stabilitu bunéénych membran a méa vliv na
funkci transmembranového transportu a povrchovych bunécnych receptort.
Membranové zmény piredstavuji jeden z dilezitych prvka urcujici sméfovani bunék ke
specifickému typu bunécné smrti. Pfi dostateCné intenzivnim teplotnim podnétu také
dochazi ke zméndm membranového potencidlu, zvySenim extracelularni koncentrace
sodiku a kalcia, doprovazené¢ho zménou intraceluldrniho pH. Vysledny efekt aplikované
hypertermie je taktéz zavisly na fazi bunécného cyklu. Nejvice citlivé jsou buniky v
mitotické fazi (naslednd neucinnd mitéza) a S fazi (moznost vzniku chromozomalniho
poskozeni). Naproti tomu za nejmén¢ citlivé jsou povazovany buiky v G1 fazi. Efekty
intenzivni HT budou podrobnéji popsany v kapitole 3.1.2.3. Podstata mechanismu a
rozsah odpovédi nadorovych bunék po hypertermii je na molekularni wrovni
multifaktoridlni a komplexni (viz Obr. 2) a je kritickym zplsobem zavisld na tzv.

termalni davce. (Hildebrandt et al., 2002).

Hype rthermia -[ Increased metabolic rate ]

= Increased generation of
Protein damage reactive oxygen species
+  Oxidation ysensp

* Aggregation
* Denaturation

|

Nuclear protein damage Inhibition of cell Membrane damage

« Inhibition of DNA proliferation * Altered transport functions
repair mechanisms *  G1cell cycle arrest * Altered cell signaling mechanisms

* Mitotic catastrophe * Altered receptor functions

Tumor cell death
* Apoptosis (low heat dose)
* Necrosis (high heat dose)

Obr. 2: Schéma bunéénych zmén indukovanych hypertermii. Po aplikaci hypertermie dochazi
ke zvyseni intenzity bunééného metabolismu, kterd ma za nasledek rozvoj oxidativni stres v disledku
akumulace reaktivnich kyslikovych ¢astic (ROS, zangl. reactive oxygen species). Vlivem oxidace
dochéazi k poSkozeni struktury bunéénych proteinti — S postupnym rozvojem reakce na pfitomnost
poskozenych a $patné sbalenych proteintt (UPR, z angl. unfolded protein response), lipidt a nukleovych
kyselin — dochazi k zastavé bun&¢ného cyklu v G1fazi, béhem které dochazi k opravam poskozené DNA.
V ptipadé, Ze se bufice nepodafi poskozeni opravit,a/nebo jsou ztraty energie piili§ rozsahlé, dochazi ke
smrti buriky. Pfevzato z: (Bettaieb et al., 2013).
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3.1.2.1 Termalni davka

Osetieni vysokou teplotou je Casto definovdno prostiednictvim tzv. termalni
davky (TD), jejiz jednotkou je doba oSetfeni vyjadiena jako ekvivalent délky ohievu pii
43°C (EM43). Tento koncept poskytuje parametr, ktery umoziiuje porovnani ruznych
osetieni vysokou teplotou, které se mezi sebou lisi teplotami a délkami ptisobeni. Siroce
uznavana formulace TD navrhuje, Ze pro kazdé navyseni teploty o 1 °C by m¢l byt
pouzit polovi¢ni ¢as puisobeni pro dosazeni stejné TD (Mouratidis et al., 2015).

Utinek dané termalni davky se lisi mezi individualnimi nadory a riiznymi typy
nadord. Zda se, Ze nejvice zavisi na procentu nador - zasobujicich cév, které umoziuji

termalni regulaci (Hildebrandt et al. 2002).

3.1.2.2 Efekty mirné hypertermie

Plisobenim mirné hypertermie (mHT, z angl. mild hyperthermia), tedy teplot
nizSich neZ 43 °C dochazi k navySeni koncentrace imunogennich znakli na povrchu
nadorovych bun¢k, ke vzniku termotolerance a prechodné aktivaci kaspaz. V kone¢ném
dasledku ale prevazi zachranné procesy a ve vétSiné nadorovych bunék nedochazi
K iniciaci mechanismt vedoucich nezvratné k jejich smrti (Bettaieb et al., 2015).
Kratkodoba hypertermie < 42,5 °C mize mit navic za nésledek nejdiive vzriistajici
procento apoptotickych bun¢k, nasledované dosazenim termalni tolerance, kterd ma za
nasledek zvySeni rezistence na dalsi stresové podnéty (véetné rezistence vici radiaci a
chemoterapeuticka agens) (Bettaieb et al., 2015).

Pfi mirné hypertermii dochazi in vivo ke snizeni pritoku krve a denzity krevnich

cév. Tento d&j nasledné vede k hypoxii, acidoze a energické deprivaci (Hildebrandt et
al. 2002).

3.1.2.3 Efekty intenzivni hypertermie

Pisobeni teplot piesahujicich 43 °C, oznaCovanych jako tzv. intenzivni
hypertermie (sHT, z angl. severe hyperthermia) zplsobuje velké mnozstvi
makromolekuldrnich zmén a ovliviiuje funkce ve vSech bunéénych kompartmentech.
Hypertermie aplikovana v teplotnim rozpéti 43 — 47 °C je obecné doprovazena
postupnou exponencialni redukci v klonogennim pfezivani nadorovych bunck,
stresovou odpoveédi na Spatné sbaleni a agregaci proteint, jejichz funkce v jadie je

kriticka pro spravny prub¢h transkripce, replikace a opravy DNA (Roti et al., 2007).
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Intenzivni hypertermie indukuje stresovou odpovéd’ endoplazmatického retikula,
generaci reaktivnich kyslikovych radikala (ROS), translokaci kalretikulinu, HSP70 a
HSP90 na povrch bunky a unik ATP a HMGB1 do extracelularniho prostoru. Tato, tzv.
imunogenni bunécna smrt indukovana intenzivni hypertermii je nezavisla na receptorem
ulohu hraje aktivace molekuly PERK (z angl. doublestranded RNA-activated protein
kinase-like ER kinase), Bax/Bak proteint a kaspazy 9, ktera iniciuje kaskadu vnitini
apoptotické drahy (Hildebrandt et al. 2002).

3.1.2.3.1 Stres endoplazmatického retikula

Endoplazmické retikulum je zodpovédné za syntézu proteinii a lipidd, jejich
sbalovani a posttransla¢ni modifikace. Pokud jsou buiiky vystaveny stresovému podnétu
(oxidac¢ni ¢inidla, hypertermie, 1éky, mechanické poSkozeni, toxiny nebo infekce) dojde
k naruseni homeostdze endoplazmatického retikula nasledované stresovou odpovédi
vyvolanou mimo jiné¢ aktivaci molekuly PERK. PERK daile fosforyluje EIF-2a
(Eukaryotic initiation factor 2), ktery inhibuje proteinovou syntézu a zamezuje tak dalsi
akumulaci Spatn¢ sbalenych proteinli. Buinky déale mohou aktivovat rovnéz ER
asociovanou proteinovou degradaci. Klicovymi regulatory ER stresu jsou chaperonové
proteiny GRP78/BiP a GRP94. GRP78 protein ma antiapoptotické vlastnosti a dokaze
regulovat intenzitu a dopad stresové odpovédi (viz Obr. 3) (Saito, et al., 2011).

Stres endoplazmatického retikula spolu se zvySenymi hladinami ROS mize mit
za uritych podminek za nasledek nardst extracelularni hladiny imunogennich proteint,
jakymi jsou napf. tzv ,.eat me*“signal molekularniho chaperonu kalretikulinu (CRT) a
molekuly tzv.DAMPs (z angl.. danger-associated molecular patterns) k nimz nalezi
HMGB1 (z angl.. High mobility group box 1 protein) a rovnéz molekuly teplotniho
Soku (HSP70 a 90). Tyto molekuly se vazi na receptory pfitomné na povrchu bunék s
fagocytarni aktivitou. Dochdzi k pohlceni umirajicich nddorovych bun€k a stimulaci
antigenni prezentaci — indukci antigenné-specifické T bunééné odpovédi. Imunogenni
bunétna smrt mize byt v nadorovych bunkéach vyvoldna taktézplisobenim radiace a
vysokym hydrostatickym tlakem (HHP, z angl. high hydrostatic pressure) (Fucikova et
al., 2015). Vyse popsany mechanismus je podstatou aktivni bunéné nadorové

imunoterapie (Kroemer et al., 2013; Hou et al., 2014).
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Obr. 3: Mechanismus stresové odpovédi endoplazmatického retikula. Naruseni homeostazy
endoplazmatického retikula aktivuje senzory stresu asociované S endoplazmatickym retikulem: PERK
(PKR-like ER kinase), XBP1 (Xbox binding protein-1) a IREla (inositol-requiring enzyme-lalpha).
Tyto stresové senzory jsou udrzovany v neaktivnim stavu prostfednictvim interakce s GRP78/BIP (78
kDa glucose-regulated protein). Akumulace $patné sbalenych proteint zpisobi oddéleni GRP78/BIP od
téchto proteind a jejich naslednou aktivaci. Aktivovany PERK fosforyluje EIF-2a, ¢imZ zplsobi sniZeni
syntézy proteind. EIF-2a aktivuje ATF4 (activating transcription factor 4), ktery zprostiedkuje biosyntézu
aminokyselin. Aktivace IREla vede k nekanonickému sestiihu XBP1, jehoz vysledkem je sXBP1 forma,
ktera individualng, nebo v synergii s ATF6 (activating factor 6) aktivuje transkripcimolekularnich
chaperontl. Nasledné dochazi k translokaci aktivovaného ATF6 do jadra, provazené stimulaci pfepisu z
genll obsahujicich tzv. ERSE (ER stress response elements) a UPR elementy (napi. BiP a CHOP) (Xu et
al., 2011). Prevzato z: (Placido et al., 2014).

3.1.2.3.1.1 Stresova odpoved’ na pritomnost Spatné sbalenych proteinii

Rozvoj stresové odpovédi na Spatné sbaleni proteint (UPR, z angl. unfolded
protein response) Vv duisledku sHT je umocnén odhalovanim hydrofobnich skupin
aminokyselinovych zbytkl a kaskadou agregacnich reakei po kontaktu s jiz ptitomnymi
Spatn¢ sbalenymi proteiny. Agregace proteini ovliviiuje zejména bunécné jadro
v disledku zmén proteinit ucastnicich se tvorby replikacni vidlicky v procesu DNA
replikace. Pozménéna funkce replikacni vidlicky vede k poskozeni DNA, jakym je
napt. dvojvlaknovy zlom. Zaroven se zvySuje prostupnost membrany ER, ktera vede k
narastu iontl kalcia v cytosolu a zménam mitochondridlniho a redox potencialu (Roti et
al., 2007).
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3.1.2.3.1.2 Proteiny teplotniho Soku

Proteiny teplotniho Soku (HSPs, zangl. heat shock proteins) reprezentuji
heterogenni skupinu molekularnich chaperonti skladajici se z péti podskupin o
rozdilnych molekularnich hmotnostech (proteiny mensi nez 40 kDa, HSP60, HSP70,
HSP90 a HSP100) a s c¢astetné rozdilnymi biologickymi funkcemi. VSechny maji
chaperonovou funkci, coz znamena, ze se neselektivné vazi na hydrofobni proteinové
sekvence uvolnéné denaturaci. Zabranuji interakci se sousednimi agregovanymi
proteiny, vedouci k nevratné ztrat¢ jejich funkce. HSP27 a HSP70 jsou dnes
povazovany za proteiny s protektivnimi u¢inky vici podnétiim vedouci k bunééné smrti.
Neéktera data predpokladaji uzkou souvislost mezi expresi HSPs a inhibici

hypertermické bunééné smrti (Toraya-Brown et al., 2014; Mallory et al., 2015).

3.1.2.3.1.3 Molekularni chaperon kalretikulin

Kalretikulin (CRT) je eukaryoticky protein, ktery je lokalizovan v v lumen
endoplazmatického retikula. CRT vykazuje chaperonovou aktivitu a v interakci
s kalnexinem funguje jako regulac¢ni protein v homeostazi kalcia. CRT se rovnéz
ucastni  regulace jaderného transportu (importu 1 exportu) NFAT3 a
glukokortikoidového receptoru. Zmény v expresi CRT zvySuji odpovéd bunék na
proapoptotické signaly.

Bylo povazovano za fakt, Ze defekty v jaderné lokalizaci p53 mohou vést k
tvorbé nadoru, zatimco nadmérna produkce p53 w. t. (nebo stimulace je tvorby
vyvolanim hypoxie) ma za vysledek akumulaci proteinu v jadfe, indukci zastaveni
bunééného cyklu a prechod do apoptdozy (Mesaeli et al., 2004; Donehower, 1996). V
nepiitomnosti CRT dochazi k aktivaci pfirozeného inhibitoru p53, tzv. Mdm-2 (z angl.
mouse double minute 2 homolog) a jeho translokaci do jadra (Fang et al., 2000). V jadie
pak Mdm-2 interaguje s p53, oba proteiny jsou exportovany z jadra a degradovany

proteasomovou drahou v cytosolu (Mesaeli et al., 2004).

3.1.2.3.2 Poskozeni mitochondrii piisobenim hypertermie

Vlivem hypertermie dochazi k poskozeni mitochondrii v disledku ztraty
elektrického potencialu vnéj§i mitochondrialni membrany spojeného s tUnikem
cytochromu ¢, apoptdzu indukujiciho faktoru (AIF, z angl. apoptosis inducing factor) a
tzv. DIABLO (z angl. inhibitor of apoptosis protein (IAP)-binding protein) z

mitochondrii do cytosolu. Rodina proteinii ze skupiny Bcl je lokalizovana v
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mitochondridlni membrané a reguluje na mitochondriich zavislou apoptézu pomérem
Bax:Bcl-2 (viz Obr. 4). Hypertermie vyznamn¢ zvysuje hladiny Bax a redukuje expresi
Bcl-2, ¢imz dochazi ke zméné poméru Bax:Bcl-2, a nasledné iniciaci procesu spojenych

s buné¢nou smrti (Roti et al., 2008; Upreti et al., 2008).
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Obr. 4: Mechanismus permeabilizace vnéjs§i mitochondrialni membrany (MOMP, z angl.
mitochonrial outer membrané permeabilization). VVlivem poruSeni membranového potencialu vné&jsi
mitochondrialni membrany dochazi mimo jiné K Gniku cytochromu c. Selektivni zprosttedkovani MOMP
miZe byt zpisobeno pro-apoptotickymi proteiny Bcl-2 rodiny (naptiklad Bax a Bak), které na zakladé
proapoptotické signalizace formuji membranové kanaly, zvySujici permeabilizaci (a). Dal§i moznosti je
MPT (mitochondrial permeability transition), ke kterému dochéazi v disledku zapojeni intracelularné
zvyseného Ca** (vlivem stresu endoplazmatického retikula) a oxidativniho stresu, ktery ma za nasledek
MMP (z angl. mitochondrial membrane permeabilization) na vnitini strané mitochondrialni membrany,
¢imz dojde k otevieni PTPC (z angl. permeability transition pore complex) (b). Anti-apoptotické proteiny
Bcl-2 rodiny (napiiklad Bcl-2 a Bcl-xL) pfimo inhibuji vznik MOMP. Naopak pro-apoptotické proteiny
zprostfedkovavaji MOMP a mohou se rovnéz vazat na PTPC ¢asti jako je ANT (z angl. adenine
nukleotide translocase a VDAC (z angl. voltage dependent anion channel) a napomahat tak vzniku MPT.
BH3-only proteiny spolu s nadorovym supresorem p53 posiluji funkci MMP. Nékteré BH3-only proteiny
(naptiklad BID) mohou interagovat s Bax a Bak a spustit tak proces formovani péri. Bad je schopen
zprostiedkovat MMP naru$enim interakce mezi anti-apoptotickymi Bcl-2 proteiny a Bax, Bak nebo PTPC
komponenty. Pfevzato z: (Galluzi et al., 2009).

3.1.2.3.2.1 Tvorba reaktivnich kyslikovych radikalii v nadorovych bunkach vlivem
hypertermie
Pti tepelné indukovaném poskozeni mitochondrii a oxidativnim stresu dochazi k

postupné tvorbé a akumulaci reaktivnich kyslikovych radikala (ROS, z angl. reactive
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oxygen species). Kyslikové radikaly mohou destabilizovat proteiny uvnité jadra,
S naslednym narusenim funkce DNA oprav a replikace. Inhibice DNA replikace spojena
s tepeln¢ indukovanymi defekty v checkpointové signalizaci zapfiCinuje nekompletni
DNA replikaci pfed vstupem do mitozy, coz vede k mitotické katastrofé, v disledku
¢etnych chromozomalnich aberaci (Roti et al., 2007).

Rovnéz bylo ukdzano, ze ROS mohou fungovat jako signalizacni molekuly,
které¢ jsou schopné indukovat proces autofagie a zptisobit smrt bunky (Obr. 5)

(Badadani et al., 2012).

1, UPR

Obr. 5: Aktivace signaliza¢nich drah po hypertermii. Aplikaci intenzivni hypertermie dochazi
k amplifikaci ROS, zvyseni hladiny intracelularniho vapniku z lumen endoplazmatického retikula, Giniku
ATP do extracelularniho prostoru, vystavovani molekularnich chaperonti (CRT, HSP70, HSP90) na
povrch buiky, kolapsu mitochondridlniho potencialu doprovazeném tnikem cytochromu c¢ a aktivaci
kaspaz.

3.1.2.3.3 Indukce autofagie v nadorovych bunkach po osetreni intenzivni

hypertermii

Autofagie je proces, ktery bunky vyuzivaji v odpovédi na stresovy podét, a pri
kterém katabolizuji své vlastni nepotiebné, ¢i poSkozené komponenty. Existuji tii
zakladni typy autofagickych procest. Tato kapitola bude vénovana pouze jednomu
znich, a to procesu makroautofagie. V pribéhu makroautofagie dochazi k formaci
dvoumembranového vesiklu, ktery enkapsuluje poskozené ¢i nepotiebné proteiny a
organely a nasledné splyva s lyzozomy, ve kterych je jejich obsah vlivem plisobeni
lysozomalnich enzymt za nizkého pH rozlozen. Makroautofagie je tedy rovnéz jednou

z nedilnych komponent mechanismu bunééné signalizace (Mouratidis et al., 2015).
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Iniciace formace autofagosomu zahrnuje dva komplexy. Komplex obsahujici
ttidu III PI3K Vps34, Atg6/Beclinl, Atgl4, a Vps15/p150.73. Dalsi komplex obsahuje
serin threoninovou kinazu Atgl (Badadani et al., 2012). Autofagie blokuje indukci
apoptozy a naopak aktivace kaspdz blokuje autofagicky proces. AvSak pokud je
stresovy podnét pfili§ silny, pak proteiny zavzaté v procesu autofagie mohou naopak
stimulovat indukci apoptézy a/nebo nekrozy, coz muze vést k tzv. autofagické bunécné

smrti (Obr. 6) (Shimizu et al., 2014).
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Obr. 6: Popis signaliza¢ni drahy makroautofagie. Iniciace autofagie mtize nastat disledkem
aktivace riznych signalnich drah (naptiklad aktivaci PERK vlivem stresu endoplazmatického retikula. Za
hlavniho regulatora autofagie je povazovan mTOR, konkrétné jeho komplex mTORC1 (z angl.
mammalian target of rapamycin complex 1, kap. 3.1.3). V ptipadé vyskytu d&ja, které mohou vyustit
v autofagii (nutri¢ni deprivace) dochazi k inaktivaci komplexu mTORCI (ktery v aktivni formé inhibuje
vznik autofagie) a k nasledné aktivaci ULK komplexu (ULK1-Atg13-Atg101-FIP200) (ULK1, z angl.
uncoordinated 51-Like Kinase 1; Atg - autophagy related genes; FIP200 - focal adhesion kinase family
interacting protein of 200 kDa). Aktivni ULK komplex umoziiuje translokaci komplexu k produkei PI3P
(fosfatidylinositol-3-fosfatu), ktery je duleZity pro formovani izolaéni membrany (fagoforu). Produkci
PI3P zajistuje komplex Beclinl, ktery je lokalizovdn na fagoforu, kam jsou pfitahovany dal$i Atg
proteiny (Pyo et al., 2012). Pro expanzi a nasledné dokonéeni tvorby charakteristické dvoumembranové
struktury autofagozomu jsou potiebné LC3 proteiny. Lipidovana forma LC3, nazyvana LC3-II, je pak
pfipojovana na ob¢ strany autofagozomové membrany, kde hraje roli v jejim prodluzovéni a uzavirani
(Yang and Klionsky, 2010). Poslednim krokem vznik autofagolysozomu, pii kterém dochazi k fuzi vnéjsi
membrany autofagozomu s lysozomem, na jehoz membrané je navazan LAMPI1 a 2 (z angl. lysosome-
associated membrane protein 1 and 2), ktery reguluje splyvani lysozomu s autofagozomem. Nasleduje
degradace vnitini membrany autofagozomu vcetné jeho vnitiniho obsahu lysozomalnimi hydroldzami.
Vysledné malé molekuly jsou vypustény zpét do cytosolu, kde pfechodné zvysi dostupné mnozstvi Zivin
a tim zvysi aktivitu mTOR brzdiciho autofagii (Yu et al., 2010). Cely proces je fizen mnoha produkty
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genll Atg. Pievzato a upraveno podle:
http://media.cellsignal.com/www/pdfs/science/pathways/Autophagy.pdf.

Béhem procesu autofagie dojde k formaci izolaéni membrany (také nazvané
fagofor), nejCastéji v kontaktnich mistech mezi mitochondrii a endoplazmatickym
retikulem. Nicmén¢ plazmatické membrany nebo jiné plazmatické organely, zahrnujici
také Golgiho aparat, mohou obsahovat pfidatné membranové zdroje pro generaci
autofagosomtl. Autofagie zahrnuje prostorové a ¢asoveé koordinovanou aktivaci ¢etnych
molekularnich komponent, zahrnujici ULK1, Atgl3, Atgl01 komplex, ktery je fukéné
spojen s negativnim autofagickym regulatorem, mTOR complex 1 (mTORC1). VPS34
(z angl. vacuolar protein sorting 34) a Beclin 1 komplex jsou obvykle inaktivovany anti-
apoptotickymi proteiny Bcl-2 rodiny a dal$imi signalizatnimi slozkami. Dva
transmembranové proteiny, Atg9, a VMP1 (z angl. vacuole membrane protein 1) se
autofagosomu a nasledné fagolysosomu se ucastni v riznych fazich i dalsi proteinové
konjugacni systémy, jakymi jsou Atgl2 a proteinovy lehky fetézec 3 (LC3, z angl. light
chain 3), za Ucasti protedzy Atg4, kterd §t€pi LC3 na jeho karboxylovém konci, déle pak
Atg7 (podobny obéma predeslym konjuga¢nim systémiim) a dal$i enzymy AtglO (z
Atgl2 systému) a Atg3 (soucast LC3 systému), které spole¢né katalyzuji kovalentni
konjugaci Atgl2 k Atg5. Proteiny z rodiny SNARE-podobnych proteind, pak
zprostiedkuji splynuti mezi autofagozomy a lyzozomy v synergii s lyzozomdalnimi
enzymy, které pak hydrolyzuji proteiny, lipidy a nukleové kyseliny pii nizké hlading
pH. LC3 zlstava v priibéhu celého procesu asociovan s autofagozomy a fagolysozomy,
coZz umoznuje mapovani jednotlivych kroki vySe popsaného procesu (viz Obr. 6)

(Marino et al., 2014).

3.1.2.3.3.1 Role autofagie v rakoviné

Nékteré vyzkumy se priklani k ndzoru, Ze autofagie pfispiva ke schopnosti
organismu potlacit vznik nadoru (Mathew et al., 2007). Jiné studie poukazuji na fakt, Ze
autofagie vznik nddoru naopak zvySuje a ochraniuje nadorové buiky pifed bunécnou
smrti (Degenhardt et al., 2006). Faktem je, Ze autofagie mlze i nemusi pfispivat k
rozvoji rakoviny. Autofagie umoziuje buiice odpovidat na meénici se podminky
okolniho prostfedi, jako je napiiklad nedostatek zivin. Béhem hladovéni je autofagie
zvysSena, dovoluje bunce degradovat proteiny a organely, a tim ziskavat zdroj

makromolekularnich prekurzorti, jako jsou aminokyseliny, mastné kyseliny a
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nukleotidy. V ptipadé nadorovych bun€k to miize znamenat, ze autofagie udrzuje burnku
nazivu, kdyz omezend angiogeneze zapficifiuje nedostatecny piisun zivin a hypoxii.
Dalo by se tedy ocekavat, ze zvySend autofagie podpoii rist solidnich nadorti, zatimco
snizena autofagie by mohla pfedstavovat uzite¢ny zptisob, jak limitovat riist nadoru.
Avsak mechanismus, jakym autofagie inhibuje rozvoj nadoru je stdle nejasny. Mezi
patiici vSak rovnéz k jedném z nejCastéji mutovanych nadorové supresorovych gend.
Naproti tomu, proteiny rodiny Bcl-2 piimo interaguji s Beclinl a ptsobi inhibici
autofagie (Badadani et al., 2012; Kroemer et al., 2010; Marino et al., 2014). Ovlivnéni
bunécné signalizace na urovni regulace téchto proteinii by tedy mohlo mit zna¢ny

terapeuticky vyznam.

3.1.2.3.4 Bunécna smrt ndadorovych bunék v diisledku aplikace stresového

podnétu

Bunééna smrt a zejména pak apoptodza je obecné vzato proces, ktery eliminuje
prestarlé, poskozené nebo nechténé bunky fyziologicky kontrolovanym zptisobem. Smrt
buniky vyvoland vnéjSim stresovym podnétem, jakym miliZe byt intenzivni hypertermie
¢i aplikace chemoterapeutik Casto vykazuje zejména v zavislosti na fazi bunécného
cyklu, ve kterém se konkrétni nadorova bunka nachazi, pfechodové rysy se znaky
apoptozy, nekrozy, ptipadné mitotické katastrofy. Mezi takové znaky patti naptiklad
permeabilizace vn&j§i mitochondrialni membrany, Gnik cytochromu ¢ do cytosolu,
zvySeni intracelularni koncentrace kacia, unik naStépenych cytoplazmatickych
nukleozomi a vystaveni fosfatidylserinu na extracelularnim povrchu vné&jSiho listu
cytoplazmatické membrany (Mouratidis et al., 2015; Taylor et al., 2008). Nasledujici
obrazek predstavuje schématické zndzornéni principu aktivace vnitini a vnéjsi drahy

apoptozy (viz Obr. 7).
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Obr. 7: Schéma molekularniho mechanismu aktivace apoptozy. Vngjsi apoptoticka draha (a)
je iniciovana transmembranovymi receptory smrti (death receptory) pfitomnymi na plazmatické
membrané po navazani jejich ligandl, coz vede k asociaci receptoru s adaptorovym protein FADD (z
angl. FAS-associated dech domain protein) a nasledné vazb¢ a aktivaci kaspazy 8. Receptor smrti, FADD
a kaspaza 8 spolu dohromady tvoii tzv. DISC komplex (z angl. death-inducing signaling complex) ktery
spousi signaliza¢ni kaskadu vedouci ptes aktivaci kaspazy 3 k apoptoze. Vnitini apoptoticka draha (b) je
spuSténa po intracelularnim poskozeni zahrnujicim permeabilizaci vnéj§i mitochondridlni membrany,
tvorbu ROS a nartist Ca?* v cytosolu. Permeabilizace mitochondrialni membrany je oznaGovana jako bod,
od kterého dojde nevyhnutelné k apoptéze. Dochazi totiz k aktivaci mechanismii zavislych i nezavislych
na kaspazach, které nakonec zptisobi bunéénou smrt. Dochazi k uvolnéni cytochromu ¢ do cytosolu a jeho
nasledné interakci s APAF1 (z angl. apoptotic protease-activating factor 1), ¢imz dojde k jeho
oligomerizaci a kvytvofeni apoptosomu Vznik tohoto komplexu mél za nésledek naslednou aktivaCi

Bid, ktery mtze aktlvovat kaspazu 8. Pfevzato z: (Galluzi et al., 2009).

3.1.2.3.3.1 Nekroza

Nekroza je charakterizovdna ireverzibilnim poSkozenim buiky, vedoucim
k dysfunkci mitochondrii a disrupci cytoplazmatické membrany s naslednym tnikem
intracelularniho obsahu z bunky. (Proskuryakov et al., 2003). Podtypem nekrézy je
nedavno popsana nekroptdza, ktera byla popsdna jako novy typ neapoptotické
programované bunécné smrti (Degterev et al., 2008) Mezi projevy nekroptozy patii
zvySend produkce kyslikovych radikalti (ROS), zvySena glykolyza, aktivace fosfolipaz

nebo indukce lysozomalni membranové permeabilizace (Edinger a Thompson, 2004).

K iniciaci nekroptoézy dochazi podobné jako u apoptoézy vazbou ligandu napf.

TNF (z angl. tumour necrosis faktor) na receptor smrti napi. TNFR1 (z angl. Tumour
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necrosis factor receptor). Po vytvofeni vazby dochazi k aktivaci tvorbé komplexu I
(TRAF2-TRAF5, TRADD, clAPs, RIP1), nasledovanou deubukvitinylaci RIPK1 (z
angl. receptor interacting protein kinase 1) za ucasti proteinu cIAP. Po ubikvitinylaci
RIPK1 dochézi k pfipojeni dalSich proteini (TRADD, FADD, RIP1, kaspaza 8),
formujicich komplex II. Postup signalizace je zavisly na kaspaze 8, konkrétné na jeji
homodimerizaci, kteréd iniciuje apoptotickou signalizaci. Tento jev muze byt inhibovan
proteinem cFLIP (z angl. FLICE-like inhibitory protein), jehoZ navazani na kaspazu 8

zabrani jeji dimerizaci a nasledné inhibici apoptozy (Edinger a Thompson, 2004).

3.1.3 Regula¢ni mechanismy prezivani nadorovych bunék

PI3K/Akt/mTOR signalizacni draha reguluje mnoho bunéénych procest, mezi
jinymi 1 bunécnou proliferaci. Konstitutivni aktivace této drahy je Casto pfitomna v
lidskych malignitdich a hraje jednu z kli¢ovych roli v progresi rakoviny. Z tohoto
divodu se inhibice jednotlivych jejich komponent za pouziti nizkomolekularnich
inhibitord jevi jako jeden ze slibnych pfistupti v protinadorové terapii (Dancey et al.,
2004). Nicméné, vznik rezistenci nebo inhibici provazejici aktivace dalSich
proliferacnich signalizacnich drah spolu s pomérné malym terapeutickym oknem a
vysokou toxicitou pro builky zdravé tkané znacné limituje protinddorovou ucinnost
PIBK/Akt/mTOR inhibitord (Courtney et al., 2010). Detailnéj$i porozumnéni
molekularnim mechanismiim regulace mezi PI3K/Akt/mTOR by mohly umoznit
zvySeni protinadorového Gcinku uvedenych inhibitori (Faes et al., 2015).

Rodina PI3K se rozdéluje na tfi skupiny (tfidy), v zavislosti na rozdilném
zpusobu jejich aktivace, substratové specificity a funkce (Katso et al., 2001; Engelman
et al.,, 2006). K aktivaci PI3K tiidy 1 dochazi bud’ prostfednictvim receptor-tyrosin
kinaz (RTKs, z angl. receptor tyrosine kinase; PI3K1A podtiida) nebo skrze signalizaci
ptes receptory spojené s G-proteinem (GPCRs, z angl. G-protein coupled receptor;
PI3K1B podtiida). Strukturné se PI3K skladaji z nékolika regulacnich podjednotek
p85a/p85B/p55 — podtiida 1A, pl01/p84/p87 — podtiida 1B, avSak PI3K tiidy II
nevyzaduji pfitomnost funkéni regulacni podjednotky a skladaji se ze tii rozdilnych
isoforem pl110 (a, B, vy, d). Pravé tato podskupina patii mezi historicky nejvice
prostudovanou tfidu PI3K. Funkce PI3K ttidy 3 (tzv. Vsp proteiny) je vyznamné méné
prozkoumaéna. Jedné se vesmes o proteiny ucastnici se regulace vezikularniho transportu

(Gulati et al., 2008).
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PI3K tiidy 2 generuji fosfatidylinositol 3 fosfaty (PIP3, zangl.
phosphatidylinostitol 3 phosphate) na plazmatické membran¢, ¢imz dochazi k aktivaci
proteintl, které nesou tzv. pleckstrin homology (PH) doménu jako je PDK1 a Akt, kam
se PIP3 vazi (Thomas et al., 2002). Hladiny PIP3 jsou pfisn¢ regulované aktivitou
nadorového supresoru PTEN (z angl. phosphatase and tensin homologue deleted on
chromosome 10), ktery preménuje PIP3 zpatky na fosfatidylinositol 4,5 - bisfosfat, a
antagonizuje tak u¢inek PI3K. Translokace PDK1 a Akt k plazmatické membrané vede
k interakci obou kinaz, a fosforylaci Akt plsobenim PDKI1 na aminokyselinovém
zbytku Thr308. Plna aktivace Akt dale vyzaduje dalsi fosforylaci na aminokyselinovém
zbytku Serd73, ktera je zprostiedkovana po aktivaci mTOR prostiednictvim mTORC2 —
viz dale (Feng et al., 2004). Akt pak dale fosforyluje velké mnozstvi efektorovych
molekul jako napf. Mdm-2, GSK3p, FOXO, Bad, kaspazu 9, p27 a PRAS40, coz ma
nakonec za nasledek riast buiikya jeji proliferaci (Courtney et al., 2010). Akt rovnéz
inhibuje iniciaci apoptotické signalizace deaktivaci pro-apoptotického proteinu Bad
(Datta et al., 1997).

Protein mTOR je serin/threonin kindza skladajici se ze dvou komplext
MTORC1 a mTORC2 (Loewith et al., 2002). Komplex mTORC1 obsahuje molekulu
Raptor (z angl. regulatory associated protein of mTOR) a GBL (z angl. B - subunit G
protein like) a komplex mTORC2 obsahuje molekulu Rictor (z angl. rapamycin
insensitive companion of mTOR), GBL a MAPKAP1 (z angl. MAPK associated protein
1). Pravé fosforylace MAPKAPI vede k deaktivaci mTORC2, coZ nésledné vede k
inhibici aktivace Akt kindzy touto drahou (Liu et al., 2013). Jak jiz bylo dfive zminéno
MTORC?2 fosforyluje a aktivuje Akt, ¢imz se mTOR stava zaroven podfazenym i
nadfazenym efektorem Akt (Sarbassov et al., 2005). Komplex mTORCI1 fosforylaci
negativné ovliviiuje faktory zodpovédné za hladovéni, a inhibuje autofagii (Hosokawa
et al., 2009).

Hladina PTEN je regulovana ptimou transkrip¢ni aktivitou proteinu p53, jeho
funkce mlze vSak byt na p53 zcela nezavisla a dokonce byla popsdna zpétnovazebna
regulacni smycka, ve které PTEN piimo ovliviiuje dalsi funkce p53 (Stambolic et al.,
2001). Ptitomnost PTEN je zaroven dulezita pro spravny prubéh p53 zprostiedkované
apoptozy, regulaci skrze p53 vazebné misto v oblasti PTEN promotoru. Tento fakt
potvrzuje dulezitost role proteinu p53 v regulaci bunééného prezivani. Hladina p53 a
jeho lokalizace v buiice se vyrazné¢ méni (dochazi k jeho nabohaceni a translokaci do

jadra) v dusledku bunécného posSkozeni, které vylstuje v zastavu bunécného cyklu,
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opravu DNA, nebo vindukci bunééné smrti. p53 indukuje expresi proteinu p2l
(inhibitor cyklin dependentnich kinaz) (Stambolic et al., 2001).

p53 je regulovan Cetnymi mechanismy. V klidové buiice je p53 kratkodobé zijici
protein (polocas Zivota je pouze 20 minut). Poruseni degrada¢niho mechanismu p53 ma
za nasledek rychlou akumulaci tohoto proteinu. p53 je degradovano ptes ubikvitin-
proteazomovou drdhu. Do dneska bylo objeveno 19 E3 ubikvinin ligdz pro p53, ze
kterych je Mdm-2 (Mouse double minute 2 homolog) hlavni E3 ligazou. Kdyz Mdm-2
negativné reguluje proteinovou hladinu p53, p53 pozitivné reguluje transkripci Mdm-2.
Tohle funguje jako negativni MDM-2-p53 zpétnovazebna smycka, jejiz funkci je
udrzovat p53 na nizké hladiné v nestresovanych buikach. Tento negativni
zpétnovazebnd smycka je jadrem regulacniho odvodu stabilizace p53. Poruseni p53-
Mdm-2 interakce, naptiklad kompetici nebo posttranslaéni modifikaci, vede k rychlé
akumulaci p53 po stresu (Jiang et al., 2010).

Pokud je tato drdha regulace narusena, muze se objevit predominance
proliferativnich znakl vedouci k maligni transformaci. p53 mutace maji za vysledek
onkogenni potencial, vedouci ke vzniku genetickych zmén u lidskych solidnich nadort
(Obr. 8) (Hildebrandt et al. 2002).
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Obr.8: Mechanismus signalizace PISK/Akt/mTOR. Tato draha reguluje fadu biologickych
procest jako naptiklad je piezivani, proliferace a rist bunék. K jeji iniciaci dochazi po aktivaci lipidové
kinazy PI3K, ktera generuje PIP3 lokalizovany na plazmatické membrané. Akt se nasledné vaze na PIP3
skrze PH doménu, ¢imz dojde k translokaci Akt na plazmatickou membranu. Akt je aktivovéana
prostfednictvim dvou fosforylaci. Th308 je fosforylovan prostfednictvim PDK1 a Ser473 komplexem
mTORC2. Hlavnim negativnim regulatorem PI3K je PTEN, ktery defosforyluje PIP3 na jeho neaktivni

37



Literarni piehled

formu PIP2 a je u mnoha nadorovych onemocnéni mutovan, coz ma za nasledek zvySenou hladinu
prezivani nadorovych bunck. Akt dale fosforyluje a inaktivuje né€kolik pro-apoptotickych proteint
(naptiklad Bad) uvolnénim vazebnych mist umoziujicich vazbu proteint z rodiny 14-3-3. Pievzato z:
http://www.cellsignal.com/common/content/content.jsp?id=science-pathways-akt.

3.1.3.1 Inhibitory PI3K v kombinovanych terapiich

Na zéklad¢ poznatka uvedenych v predchéazejici kapitole, jsou v soucasné dobé
klinicky testovany piipravky inhibujici aktivitu PI3K (Courtney et al., 2010). Prvnim
selektivnim PI3K inhibitorem schvalenym FDA byl idelalisib (GS1101, produkt
spoleCnosti Gilead) ktery inhibuje pl110d podjednotku a je testovan ve tieti fazi
klinickych studiich zaméfujicich se na 1é¢bu chronické lymfoidni leukémie, malého
lymfatického lymfomu a folikularniho lymfomu v kombinaci s rituximabem (FDA
approves first PI3K inhibitor Nature Reviews Drug Discovery 13, 644645 (2014)).

Narozdil od tzv. prvni generace inhibitord PI3K, ktera zahrnovala napf.
LY294002, coz je kompetitivni inhibitor ATP, ktery se reverzibiln¢ vaze na PI3K
(Ohnishi et al., 2006) a wortmannin (C23H2408), metabolit hub, ktery znacéné
neselktivné inhibuje aktivitu PI3K ireverzibilni vazbou na vSechny podjednotky p110
(shrnuto v Hennessy et al., 2005), se dnes zejména pro vysokou toxicitu vyse
uvedenych pfistupuje k testovani inhibitort selektivné se vazajicich na pouze jednotlivé
podjednotky PI3K p110 (a, B, v, 8). Jednim z dalSich neselektivnich a¢ vyznamné vice
specifickych inhibitord PI3K aktivity je i BKM120 (Buparlisib, produkt spole¢nosti
Novartis), blokujici p110a/p/d/y podjednotky. Tento lécivy ptipravek je v soucasné
dobé testovan ve vice nez 80 klinickych studiich a to zejména v kombinaci s podani
chemoterapeutik (cisplatina, paklitaxel) v 1écbé nemalobunécnych plicnich nadort.
Z vysledku klinické studie faze II, BASALT-1 (Novartis Pharmaceuticals) vSak zatim
neni patrny klinicky piinos v terapii téchto pacientti. I pres predvybér provedeny ve
skupiné 1242 pacientl na zakladé stanoveni bazalni hladiny PI3K aktivity (13.5 % z
celkového poctu vykazovalo konstitutivni aktivaci PI3K), progrese onemocnéni byla ve
sledovaném 12-ti tydennim intervalu zaznamenidna u témétf 80 % pacientl
(Vansteenkiste et al., 2015).

Netspéch je soustavné zaznamendvan i pii pouZziti tzv. dudlnich inhibitort,
kombinujicich vlastnosti inhibitord PI3K a mTOR (PF-04691502 a PF-05212384 —
produkty spolec¢nosti Pfizer), kde byla naptiklad ukoncena i klinicka studie faze II u
pacientek s relapsujici rakovinou endometria pro nedostatek ucinnosti aplikovanych

inhibitort (NCT01420081).
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I pfes neustdvajici usili vyvijet nové inhibitory drah v ose PI3K/Akt/mTOR
(napf. nyni v klinickém testovani: Pictilisib (GDC-0941) - inhibitor PI3Ka/6; BEZ235 -
dualni PI3BK/mTOR inhibitor; Ipatasertib (GDC-0068) selektivni pan-Akt inhibitor)
dalsi a dalsi slouceniny v klinickych studiich na lidskych subjektech napii¢ riznymi
indikacemi bohuzel postupné selhavaji - napt. XL147, XL765 (produkty spolecnosti
Exelixis/Sanofi-aventis), vyse uvedeny GDC-0941 (produkt spolecnosti Genentech),
MK-2206 (produkt spole¢nosti Merck) — o to i pokud jsou aplikovany v kombinaci

S rutinné pouzivanymi chemoterapeutiky.
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4 Materialy a metody

4.1 Materialy
4.1.1 Pristroje

Tab. 1. Seznam pouzitych pFistroja

Pristroj

Vyrobce

Blotovaci systém, Trans-Blot Turbo Transfer Sys.
CO, inkubdtor, SteriCycle 371, 184 1

Cycler, CFX96 Real-Time PCR Detection System, Bio-Ra
Cycler, MyCycler 96 x 0,2 ml, Bio-Rad

Digitalni vaha KERN EW 602-3NM
Elektroforéza, B1 Minigel System, OWL
Elektroforéza, Criterion Blotter

Elektroforéza, Mini Trans-Blot Cell

GBox iChemi XR5

Chladnic¢ka, Lkv 3910, Liebherr

Chlazena centrifuga, Heraeus Megafuge 16R
Konfokalni mikroskop LCS SP5

Laminarni box, HeraSAFE KS 12, Biohazard
Magnetické michadlo s ohfevem Heidolph Hei-Standard
Mikrocentrifuga, Rotilabo mini zentrifuge Uni-fuge
Mraznicka, GG5210, Liebherr

Eclipse TS100 LED binokularni mikroskop

PCR box, BSUVT-S-AR

pH Metr 3510

Rolovaci tfepacka, Stuart Roller Mixer SRT6D
Single Tube Luminometer FB12

Sonikator Q700

Spektrofotometr, Nanodrop 2000c

Termomixér, Thermomixer comfort

Vodni lazen, TW8 Water bath

Vortex, Grant Bio PV-1

BioRad, Svycarsko
Thermo Fisher Scientific, USA
BioRad, Svycarsko
BioRad, Svycarsko
KERN, Ceska Republika
Thermo Fisher Scientific, USA
BioRad, Svycarsko
BioRad, Svycarsko
Syngene, UK
Liebherr, Némecko
Thermo Fisher Scientific, USA
Leica, Némecko
Thermo Fisher Scientific, USA
Thermo Fisher Scientific, USA
Carl Roth, Némecko
Liebherr, Némecko
Nikon, USA
Biosan, LotyS$sko
Jenway, UK
Stuart, USA
Titertek-Berthold, Némecko
Qsonica, USA
Nanodrop, USA
Sigma Aldrich, USA
Julabo, Némecko
Grant Bio, uk
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4.1.2 Roztoky, chemikalie a komerc¢ni soupravy

Tab. 2: Seznam pouZitych chemikalii a komer¢nich souprav

Chemikalie

Vyrobce

10x Permeabilization buffer

10x annexin V binding buffer
2-mercaptoethanol

30% acrylamide/Bis solution 29:1
Paraformaldehyd

SMARTpool: Accell PTEN siRNA
Albumin from bovine serum
Amonium persulfate (APS)
Annexin V binding buffer 10x
Agua pro injectione (Miniplasco)
cOmplete™, Mini, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail
CryoStor® CS10

Dimethyl sulfoxide puriss. p.a.

DMSO

Ethanol 96%

Fixation/permeabilization concentrate

Glycerol

GLYCINE

Hydroxid sodny (NaOH)

Chlorid sodny (NaCl)

lonomycin calcium salt from Streptomyces conglobatus
Krystalova violet’ 0,5%

Collagenase D from Clostridium histolyticum

DNAse |

Lipofectamine RNAIMAX reagent

Page Ruler Prestained Protein Ladder
Paraformaldehyde

Permeabilization bufferm 10x

PMSF

Ponceau S solution

Prestained SDS-PAGE Standards

ProLong Gold antifade reagent with DAPI

TEMED

Tris(2-carboxyethyl)phosphine hydrochloride
Tris(hydroxymethyl)aminomethane

eBioscience, USA
BD pharmingen, India
Sigma Aldrich, USA
BioRad, Svycarsko
Sigma Aldrich, USA
Dharmacon, USA
Sigma Aldrich, USA
BioRad, Svycarsko
eBioScience, USA
B. Braun Medical
Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA
Merk Millipore, Némecko
eBioScience, USA
Sigma Aldrich, USA
MP Biomedicals, USA
Penta, Ceska Republika
Penta, Ceska Republika
Sigma Aldrich, USA
Penta, Ceska Republika
Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA
Invitrogen, USA
Thermo Fisher Scientific, USA
Sigma Aldrich, USA
eBioScience, USA
MP Biomedicals, USA
Sigma Aldrich, USA
BioRad, Svycarsko
Thermo Fisher Scientific, USA
BioRad, Svycarsko
Sigma Aldrich, USA
Serva, Némecko

Cell Surface Protein Isolation kit

Cell Fractionation Kit

Triton X-100 MP Biomedicals, USA
Trypanova modf (0.4%) Molecular Probes, USA
Tween 20 Promega, USA
Komer¢ni souprava Vyrobce
Apoptosis array kit R&D Systems, USA
QIAprep Spin Miniprep Kit Quiagen, Némecko

Thermo Fisher Scientific, USA
Cell Signaling, USA
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Lyzaéni pufr pro Western blot - RIPA

10 MM TRISpH 7,5

150 mM NaCl

5 mM EDTA, pH 8,0

1% Triton X-100

H,O doplnit do 50 ml

- RIPA complete:

+ roztok inhibitort protedz (Complete mini, 10x)

+ PMSF (100x)

5 x Sample buffer pro Western blot
300 mM Tris pH 6,8

5% SDS

50% glycerol

360 mM (2,5%) B-ME

0,05% bromfenolova modf

dH,0 doplnit do 40 ml

10x Proteinovy pufr pro elektroforézu v polyakrylamidovém gelu
Glycin 144,2 g

Tris 30,39
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SDS 10 g

H,O doplnit do 1000 ml

10x Blotovaci pufr pro Western blot
Glycin 144 g
Tris30g

H,O doplnit do 1000 ml

1x Blotovaci pufr pro Western blot
10x blotovaci pufr 100 ml
Methanol 200 ml

dH,0 700 ml

10x TBS
NaCl 80 g
TRIS24,1 ¢

dH,0 doplnit do 1000 ml

Upravit hodnotu pH = 7,6 piidavkem 5 M HCI.

1x TBST

10x TBS 100 ml
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dH,0 900 ml

TWEEN 20 1 ml

5% zaostirovaci gel — rozpis na 2 gely:
30% akrylamid (0,5 ml)

IM TRIS pH 6,8 (375 i)

dH20 (2,1 ml)

20% SDS (14 pl)

10% APS (22,5 pl)

TEMED (3 pl)

12% separaéni gel — rozpis na 2 gely:
30% akrylamid (4,48 ml)

1M TRIS pH 8,8 (4,2 ml)

dH.0 (2,535 ml)

20% SDS (62 pl)

10% APS (56 pl)

TEMED (7,5 pl)
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4.1.3 Média a roztoky pro tkanové kultury

Tab. 3: Seznam pouzitych roztoki pro tkanové kultury

PBS

PBS-EDTA
Penicillin-Streptomycin Solution
RPMI Medium 1640 500ml
Trypsin-EDTA (0,25%)

Média Vyrobce
Cryostor CS10 Gibco, USA
2-mercaptoerhanol Sigma Aldrich, USA
F-12K NutMix (1X) (Ham's F-12K (Kaighn's) Medium) Gibco, USA
Fetal Bovine Serum PAA Cell Culture Company, USA
Glutamax I-CTS Gibco, USA
MEM Non-Essential Amino Acids Solution Gibco, USA

Lonza, Svycarsko
Lonza, Svycarsko
Gibco, USA
Gibco, USA
Gibco, USA

Kompletni médium: (RPMI 1640, F12, MEM) + 10 % FBS + 1 % Penicilin-

Streptomycin + 1 % Glutamax.
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4.1.4 Protilatky

Tab. 4: Protilatky pouzité pii FACS analyze a konfokalni mikroskopii. Protilatky
pouzité pro extracelularni barveni byly fedény podle protokolu v PBS roztoku.
V piipadé intracelularniho barveni byly protilatky fedény do 1% permeabiliza¢niho
pufru. Sekundarni protilatky byly fedény v PBS roztoku nebo 1x permeabilizacnim

pufru v poméru 1:200.

Primarni protilatka Vyrobce

Rhodamine Phalloidin Molecular Probes, USA
Annexin V - 647 Exbio, Ceska Republika
Annexin V Binding Buffer Exbio, Ceska Republika
AnnexinV-PE Exbio, Ceska Republika
Anti-Ki67 antibody Abcam, USA
FITC Mouse Anti-Human CD227 BD Biosciences, USA
PE/Cy7 anti-human CD326 (EpCAM) Antibody Biolegend, UK
Anti-human epithelial antigen FITC antibody Dako, Dansko
Anti-Calreticulin antibody Abcam, USA
Calreticulin rabbit Cell Signaling, USA
DAPI dilactate Thermo Fisher Scientific, USA
Fluo-4, AM, cell permeant Molecular Probes, USA
DAPI (4',6-Diamidino-2-Phenylindole, Dilactate) Thermo Fisher Scientific, USA
HSP70 RD system, USA
HSP90 Enzo Life Sciences, USA
ProLong Gold antifade reagent with DAPI Molecular Probes, USA
Propidium iodide Sigma Aldrich, USA
Tetramethylrhodamine, Ethyl Ester, Perchlorate (TMRE) Thermo Fisher Scientific, USA

Sekundarni protilitka Vyrobce
Alexa Fluor 488 Goat Anti-Mouse 1gG (H+L) Antibody Invitrogen, USA
PE Mouse IgG1, k isotype Ctrl (FC) Antibody Biolegend, UK
Alexa Fluor® 488 Goat Anti-Mouse IgG2a (y2a) Thermo Fisher Scientific, USA
PerCP/Cy5.5 Mouse IgG2b, « Isotype Ctrl Antibody Biolegend, UK
Alexa Fluor 488 Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) Antibody Invitrogen, USA
Alexa Fluor 568 Donkey Anti-Rabbit IgG Antibody Invitrogen, USA
Alexa Fluor 647 Donkey Anti-Mouse IgG (H+L) Antibody Invitrogen, USA
Alexa Fluor 647 Donkey Anti-Rabbit IgG (H+L) Antibody Invitrogen, USA

Tab. 5: Protilatky pouzité pii western blotové analyze. Protilatky (vSe od vyrobce
Cell Signaling, USA) byly fedény v 5% odtu¢néném mléce rozpusténém v TBST nebo
5% BSA v TBST podle protokolu.
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Primarni protilatka Hmotnost | Specificita | Redéni
Akt (pan) (C67E7) Rabbit mAb 60 kDa Rb 1:1000
AMPKa (D5A2) Rabbit mAb 62 kDa Rb 1:1000
Anti-Calreticulin antibody 55 kDa Rb 1:1000
Bad (D24A9) Rabbit mAb 23 kDa Rb 1:1000
BAP31 Antibody 28 kDa Rb 1:1000
Bcl-2 (124) Mouse mAb 26 kDa M 1:1000
Bcl-2 (124) Mouse mAb 26 kDa M 1:1000
Caspase-3 Antibody 17, 19, 35 kDa Rb 1:200
Caspase-4 Antibody 45 kDa Rb 1:1000
Caspase-6 Antibody 15, 35 kDa Rb 1:200
Caspase-7 Antibody 20, 35 kDa Rb 1:1000
Caspase-9 (C9) Mouse mAb 47, 37, 35 kDa M 1:1000
Cyclin D1 Antibody 36 kDa Rb 1:1000
elF2a Antibody 38 kDa Rb 1:1000
FLIP (D16A8) Rabbit mAb 55 kDa Rb 1:1000
HER2/ErbB2 Antibody 185 kDa Rb 1:1000
Chkl (2G1D5) Mouse mAb 56 kDa M 1:1000
CHOP (L63F7) Mouse mAb 27 kDa M 1:1000
IREla (14C10) Rabbit mAb 130 kDa Rb 1:1000
Lamin A/C Antibody 28, 70 kDa Rb 1:500
NF-kB1 p105/p50 (D4P4D) Rabbit mAb 50, 120 kDa Rb 1:1000
Non-phospho PTEN (Ser380/Thr382/Thr383) 55 kDa Rb 1:1000
p38 MAPK Antibody 43 kDa Rb 1:1000
p44/42 MAPK (Erk1/2) Antibody 42, 44 kDa Rb 1:1000
p53 Antibody 53 kDa Rb 1:1000
PERK (C33E10) Rabbit mAb 140 kDa Rb 1:1000
P-Akt (Ser473) (193H12) Rabbit mAb 60 kDa Rb 1:1000
P-Akt (Thr308) (244F9) Rabbit mAb 60 kDa Rb 1:1000
P-AMPKa (Thr172) (40H9) Rabbit mAb 62 kDa Rb 1:1000
P-AMPK1 (Ser108) Antibody 38 kDa Rb 1:1000
P-Bad (Ser112) (40A9) Rabbit mAb 23 kDa Rb 1:1000
P-Bad (Ser136) (D25H8) Rabbit mAb 23 kDa Rb 1:1000
P-Bad (Ser155) Antibody 23 kDa Rb 1:1000
P-Bcl-2 (Ser70) (5H2) Rabbit mAb 28 kDa Rb 1:1000
P-elF2a (Ser51) Antibody 38 kDa Rb 1:1000
P-Chkl (Ser317) (D12H3) XP® Rabbit mAb 56 kDa Rb 1:1000
P-IkBoa (Ser32) (14D4) Rabbit mAb 40 kDa Rb 1:1000
P-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) Antibody 43 kDa Rb 1:1000
P-p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204) Antibody | 42, 44 kDa Rb 1:1000
P-p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204) Antibody | 42, 44 kDa Rb 1:1000
P-p53 (Ser15) Antibody 53 kDa Rb 1:1000
P-p53 (Ser20) Antibody 53 kDa Rb 1:1000
P-PERK (Thr980) (16F8) Rabbit mAb 140 kDa Rb 1:1000
P-PI3 Kinase p85 (Tyr458)/p55 (Tyr199) Antibody 60, 85 kDa Rb 1:1000
P-PTEN (Ser380/Thr382/383) (44A7) Rabbit mAb 54 kDa Rb 1:1000
P-SAPK/INK (Thr183/Tyr185) Antibody 46, 54 kDa Rb 1:1000
PI3 Kinase p110a (C73F8) Rabbit mAb 110 kDa Rb 1:1000
P13 Kinase p85 Antibody 85 kDa Rb 1:2000
Purified Mouse Anti-Cytochrome C 15 kDa Rb 1-2pg/ml
SAPK/INK Antibody 46, 54 kDa Rb 1:1000
VDAC Antibody 32 kDa Rb 1:1000
B-Actin (D6A8) Rabbit mAb 45 kDa Rb 1:1000
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4.1.5 Pouzité bunécéné linie

A549 Adenokarcinom plic

LNCap Adenokarcinom prostaty
H522 Nemalobunéény karcinom plic
H460 Velkobunéény karcinom plic
H596 Adenoskvamozni karcinom plic

SK-MES-1  Skvamozni karcinom plic

OoV-90 Adenokarcinom ovarii

4.2 Metodika

4.2.1 Prace s bunéénymi kulturami

Veskera prace s bunéénymi kulturami probihala v laminarnim boxu za pouziti
sterilnich roztokt, S$pi¢ek a pipetovacich nastavcd. Bunky byly kultivovany v

inkubatoru pti 37°C v atmosféie 5% CO..

4.2.1.1 Rozmrazovani a trypsinizace bunék

Bunky byly vyjmuty z tekutého dusiku, rozmrazeny do tkdnového média a
pfeneseny do kultivacni lahve. Takto nasazené bunky byly péstovany do 80-90%
konfluence. Z narostlych bun¢k bylo odstranéno médium, buiiky byly oplachnuty 10 ml
vytemperovaného roztoku PBS+EDTA a inkubovany ve 3 ml roztoku Trypsin+EDTA v
CO; inkubatoru, dokud se neuvolnily do média. Poté bylo k buiikkdm pfiddno 6 ml
kompletniho média vhodného pro pfisluSnou linii a buiky byly dikladné
resuspendovany. Suspenze byla centrifugovana (1200 rpm, 5 min, 4°C). Sediment
bundk byl resuspendovan v kompletnim médiu, rozdélen do kultivagnich 1ahvi (75 cm?)
a objem doplnén na vyslednych 23 ml kompletniho média. Bunky byly kultivovany v
inkubatoru pti 37°C v atmosfére 5% CO,.
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4.2.1.2 Pocitani bunék

Po dosazeni pozadované kofluence buné€k narostlych v tkanovych lahvich byly
bunky trypsinizovany (viz 4.2.1.1) a sediment bunék byl resuspendovan v objemu 20 ml
prislusného média. Od tohoto objemu bylo poté¢ odebrano 10 ul média, ke kterému bylo
ptidano 10 pl trypanové modii 0,4% (1:1). Buniky byly nasledné spocitany v Biirkerove
komurce pod svételnym mikroskopem. Z plochy komurky, rozdélené trojitymi Carami
na 9 ctverci, byl vybran jeden, ktery je dale rozdélen na 16 malych ctverci. Byly
spocitany buniky uvnitf Ctverce a rovnéz ty, které se dotykaly dvou z jeho Ctyf stran.
Vysledny pocet bunék z Biirkerovy komurky (x) byl dosazen do vzorce, ze kterého bylo

vypocteno vysledné mnozstvi bunek:
x/16/0,004x2x20%x1000
X = pocet Castic
16 = pocet ¢tverct
0,004 = hloubka komtrky
2 = 1:1 trypanova modft
20x1000 = fedéni (20 ml)

4.2.1.3 ZamraZovani bunéek

Pfi zamrazovani bunéénych linii byly buiiky sklizeny z kultiva¢nich lahvi (viz
4.2.1.1), spocitany (viz 4.2.1.2) a resuspendovany v 1 ml Cryostoru v koncentraci 5

miliont bunék/ml a zamrazeny pii -80°C.

4.2.1.4 Zpracovani primdarniho nadoru

Bunky primarniho nadoru byly ziskdny ze vzorku pochéazejiciho =z
onkologického oddéleni fakultni nemocnice Motol (informovany souhlas byl ziskan od
vSech pacientli v ramci studie sledujici infiltraci vybranych populaci imunitnich bunék u
pacientt s karcinomem plic). Pro ucely zpracovani byl nador ptenesen do 6-ti jamkové
desticky a rozstiihan na co nejmensi kousky, ke kterym byly nasledné piidany 4 ml

média RPMI 1640, smés byla promichana a rozpipetovana do nové 6-ti jamkové
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desticky. Ke smési nastfithané tkan¢ se 4 ml média RPMI 1640 bylo pfidéno 50 pl
kolagenazy D (vysledné fedéni 100x) + 5 pl DNazy I (vysledné fedéni 1 000x). Smés
bun€k v médiu byla kultivovana v inkubatoru pti 37 °C v atmosféie 5% CO; po dobu 30
minut za stalého tfepani (viz 4.1.2). Po rozvolnéni pojivové tkané byla smés prenesena
na 100 um sterilni filtr a jemnym krouzenim pistem ze sterilni sttikacky protlaena ptes
filtr do 50 ml zkumavky (n€kolikrat opakovano s proplachnutim PBS roztokem).
Suspenze byla nasledné centrifugovéana (1200 rpm, 10 min, 4 °C). Po centrifugaci byl
odlit supernatant a peleta byla resuspendovana v malém mnozstvi PBS s pfidavkem
FBS do finalni koncentrace 2 %. Bunky byly poté spocitany (viz 4.2.1.2) a rozsazeny do
novych 6-ti jamkovych desticek a kultivovany v CO, inkubdtoru pii 37 °C do
konfluence. Nasledné byly buiiky trypsinizovany (viz 4.2.1.1), spo€itany (viz 4.2.1.2) a
rozsazeny do 96-jamkové desti¢ky. U takto pfipravenych bunék byl nabarven nadorové
specificky antigen EpCam, MUC-1 a lidsky epitelidlni antigen (viz 4.1.4). Buiky byly
nasledné méfeny na prutokovém cytometru a vyhodnoceny softwarem FlowJO (viz
4.2.6).

Procentualni zisk bun€k pozitivnich na nadorové antigeny byl vSak minimalni,
pravdépodobné z malého mnozstvi zpracovaného primarniho nadoru. Z toho davodu

jsme se rozhodli nezahrnovat vysledky z toho experimentu do vyslednych dat.

4.2.2 Postup pridavku inhibitoru, aplikace hypertermie, chemoterapie

Buniky o 80-90% konfluenci byly rozsazeny do 6-ti jamkovych tkanovych
desti¢ek po 250 000 burikach na jamku a kultivovany ptes noc v inkubatoru pii 37°C v
atmosfére 5% CO,. Builky byly nésledné oSetfeny piidavkem pfislusného inhibitoru

(viz tabulka 6) nebo kombinaci inhibitorti, nebo byly ponechany bez inhibitoru.

Tab. 6: Seznam pouzitych inhibitori.

Inhibitor Vyrobce Koncentrace (uM)
LY294002 Cell Signaling Technology, USA 20, 30, 40, 50
BKM120 (NVP-BKM120, Buparlisib) Selleckchem.com, USA 1,10
Torin 1 Cayman Chemical, USA 0,1110
Z-LEHD-FMK Cell Signaling Technology, USA 25
Staurosporine from Streptomyces sp. Sigma Aldrich, USA 1
Thapsigargin Sigma Aldrich, USA 5
Z-VAD-FMK pan-caspase inhibitor Enzo Life Sciences, USA 25
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Adherentni buniky v destickdch byly inkubovany v pfitomnosti inhibitora po
dobu 1,5 hodiny. Takto pfipravené¢ bunky byly oSetfeny hypertermii nebo
chemoterapeutiky (Obr. 9).

1,5h

{ ‘J‘ 4 brid " 37°C, CO, inkubace, 37°C, CO,
r Er ridave m—)> | Analyza
I = ) e

80-90% konfluence, 37°C, CO,

Obr. 9: Schéma experimentu. Buiiky byly napéstovany do 80-90% konfluence v 6-ti jamkové
desti¢ce. Nasledné byl k adherentnim bunikam piidan inhibitor o pozadované koncentraci (viz tab. 6).
Buiiky byly s inhibitorem kultivovany v inkubatoru pii 37°C v atmosféfe 5% CO, po dobu 1,5 hodiny.
Poté byla na bunky aplikovana hypertermie ve vodni lazni (vzdy po dobu 1h), nebo byla k bunkdm
ptidana chemoterapie v koncentracich uvedenych v tabulce — viz nize.

Hypertermie byla aplikovana na adherentni buiiky prostfednictvim termostaticky
kontrolované vodni 14zn€ po dobu 1 hodiny pfi teplotach 42°C nebo 47°C. Po oSetfeni
vysokou teplotou byly buniky inkubovany v inkubatoru pti 37°C v atmosféie 5% CO, a
nasledné byly v pfedem stanovenych casech odebirany jejich alikvoty pro dalsi analyzu.

Pro oSetfeni chemoterapeutiky byla pouZita cisplatina o koncentraci 50-60

umol/l a paclitaxel o koncentraci 50 pmol/I.

4.2.3 Priprava lyzati pro Western Blot

Bunky byly sklizeny z kultivacénich lahvi (viz 4.2.1.1), spolitany (4.2.1.2)
rozsazeny na ruzné podminky a inkubovany pies noc do 80-90% konfluence. V
jednotlivych ¢asovych bodech po oSetieni byly buiky sklizeny a centrifugovany (1200
rpm, 5 min, 4°C). Sediment bunék byl resuspendovan ve 100 pl chladného RIPA
lyza¢niho pufru (viz 4.1.2) a ponechan 20 minut na ledu. Poté byla suspenze
centrifugovana (13300 rpm, 15 min, 4°C), vysledny supernatant byl odebran a

zamrazen.

4.2.3.1 Stanoveni koncentrace celkového proteinu

Koncentrace proteinti v bunécnych lyzatech byla stanovena pomoci BCA Protein
Assay kitu, zalozeného na principu metody dle Bradfordové, v 96 jamkové desticce za
pouziti fedici fady BSA pro stanoveni koncentrace proteinu v rozmezi 20-2000 pg/ml.
Bunécné lyzaty byly nafedény 5x a 10x v RIPA lyza¢nim pufru (viz 4.1.2) a ke vSem
vzorkim bylo ptfidano 200 pl smési roztokit A a B smichanych v poméru 50:1,
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dodavanych v kitu. Desti¢ka byla kultivovana v inkubatoru pii 37°C v atmostéie 5%
CO; po dobu 30 minut a nasledné byla hodnoty absorbance v jednotlivych jamkach
odec¢teny pomoci spektrofotometru Tecan (viz 4.1.1) pii 560 nm. Z naméfenych hodnot
standardu byla vytvotfena kalibra¢ni kiivka, podle které byla vypocitana koncentrace
celkového proteinu v jednotlivych vzorcich. Bunétné lyzaty byly dofedény RIPA
lyza¢nim pufrem na stejnou koncentraci a ke vSem byl pfidan vypocitany objem 5x
koncentrovaného sample pufru v poméru 4:1 na vyslednou koncentraci 1x. Vzorky byly
nakonec inkubovany v termomixéru (viz 4.1.1) pii 95°C po dobu 10-ti minut, nasledné

bud’ ihned analyzovany ¢i zamrazeny a pozd¢ji pouzity pro western blotovou analyzu.

4.2.3.2 Izolace membranové frakce

Pro ziskani membranové frakce byl pouzit Cell Surface Protein Isolation kit (viz

4.1.2) (Obr. 10).

Pfenesenipelety Izolace biotinylovanych
L 5 bunék [= proteind
E— VﬁBlotlnylace bunék S Zhagecireakce do 1,5ml zkumavky ‘\:-:% NeutrAvidin agarézou
)rf"l_’ tyﬁﬁ—’ = B g B
T 30 min, 4 %C - Sklizeni bunék Zlyzovani bunék
30 minut na ledu
Eluce SDS-PAGE
1-D gel
gel pufrem gel —
Odmytiagarézy ~ +50 mM DDT Sousténi e
usteni -
—— et . — pgelu — |- T -

protein - SH SH -

S-S-protein

NeutrAvidin™ Bioti
Biotin-Binding Protein D =

Obr. ¢. 10: Schéma izolace povrchovych proteinii cytoplasmatické membrany. K buiikdm
(80-90% konfluence) v tkanové lahvi byl ptidan Sulfo-NHS-SS-Biotin a takto pfipravené buiiky byly
inkubovany po dobu 30 minut pfi 4°C za stalého kyvani. K buikam byl nasledné ptidan zhaseci roztok
pro zastaveni reakce nenavazaného biotinu. Buiiky byly poté trypsinizovany, resuspendovany v lyza¢nim
pufru a nasledné dezintegrovany sonikaci ptistrojem Sonicator 4000 (viz 4.1.1) (30 W, 3-krat 10 sekund).
V dal$im kroku byla provedena samotna izolace znacenych membranovych proteini pomoci kolonky
obsahujici roztok NeutrAvidin agar6zy, na niz byly selektivné navazany biotinem oznacené membranové
proteiny. Ostatni nenavazané proteiny byly odstranény centrifugaci (1000 x g, 1 min, 4°C) po naneseni
promyvacich roztokl. Navdzané membranové proteiny byly uvolnény po inkubaci se vzorkovym pufrem
pro western blot obsahujicim 50 mM DTT (soucasti kitu). Takto pfipraveny buiiéény lyzat byl nasledné
pouzit pro separaci proteinii pomoci elektroforézy v polyakrylamidovém gelu (viz 4.2.4).
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4.2.3.3 Bunécnd frakcionace

Bunééna frakcionace byla provedena pomoci Cell Fractionation Kitu (Cell

signaling) (viz 4.1.2). Soucasti kitu byly detergenty pro izolaci tfi bunécnych frakei:

e Cytoplasm Isolation Buffer (CIB) pro separaci cytoplazmatické frakce
e Membrane Isolation Buffer (MIB) pro separaci membranové/organelové frakce
e Cytoskeleton/Nucleus Isolation Buffer (CyNIB) pro separaci

jaderné/cytoskeletalni frakce

Bunéény lyzat byl centrifugovan (500 x g, 5 min, 4°C). Peleta bun¢k byla
resuspendovana v 500 ul CIB, vortexovana po dobu 5 sekund a nasledné inkubovéna po
dobu 5 minut pii 4 °C. Lyzat byl poté centrifugovan (500 x g, 5 min, 4°C). Supernatant
byl opét odebran (cytoplazmaticka frakce) a peleta bunék byla resuspendovana v 500 pl
MIB vortexovana po dobu 15 sekund a nésledn¢ inkubovéana po dobu 5 minut pti 4 °C.
Lyzat byl poté opét centrifugovan (8000 x g, 5 min, 4°C). Supernatant byl odebran
(membranova a organelova frakce). Peleta bun¢k byla resuspendovana v 250 ul CyNIB
a sonikovéna po dobu 5 sekund (cytoskeletalni a jadernd frakce). Takto pfipravené

frakce byly pouzity na western blotovou analyzu (viz 4.2.5).

4.2.4 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Pro separaci proteint byl pouzivan 5% zaosttovaci gel a 8, 10 a 12% separacni
gel v zavislosti na molekularni hmotnosti (kDa) analyzovanych proteint. Na gel bylo
nanaseno 5 pl Page Ruler Prestained Protein Ladder (viz 4.1.2), vzorky byly nanaseny
bud’ ve stejné koncentraci — po stanoveni koncentrace metodou dle Bradfordové (viz
4.2.3.1), ¢i v koncentraci odpovidajici stejnému vychozimu mnozstvi bunck (viz
4.2.1.2). Elektroforéza probihala v Tris-glycinovém pufru (pH 8,0) (viz 4.1.2) po dobu
75 minut pii elektrickém napéti 110 V, piipadné po dobu dokud vzorky nedoputovaly

ke spodnimu okraji separacniho gelu.

4.2.5 Western Blot

V blotovacim pufru byl slozen tzv. ,,sendvic®, ktery se sklada z blotovaci houby,
3 wvrstev filtraéniho papiru, nitrocelul6zové membrany, gelu z probéhlé elektroforézy
(viz 4.2.5), ze kterého byl odstranén zaostfovaci gel, a dalSich 3 vrstev filtratniho papiru

a blotovaci houby. Takto slozeny sendvi¢ byl vlozen do blotovaciho zatizeni a prelit
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vychlazenym blotovacim pufrem. Pfenos proteini na nitroceluldzovou membranu
probihal po dobu jedné hodiny za stalého chlazeni pii elektrickém napéti 100 V. Po
pfenosu proteinti na membranu byla membrana obarvena roztokem Ponceau-S (Viz
4.1.2) pro potvrzeni uspé$ného pienosu proteind. Obarvena membrana byla promyta
destilovanou vodou, naskenovana a odbarvena roztokem TBST. Poté byla membrana 30
minut blokovdna v 5 % odtu¢néném mléce rozpusténém v TBST a nasledné inkubovana
pfes noc s primarni protilatkou (viz 4.1.4) pii 4°C. Druhy den byla membrana promyta 3
X 10 minut v roztoku TBST a inkubovana 1 hodinu se sekundarni protilatkou (podle
specifity mysi nebo krali¢i) nafedénou v 5 % odtuc¢néném mléce. Poté byla membrana
opét oplachnuta 3 x 10 minut v roztoku TBST a inkubovédna 1 minutu ve vyvoldvacim
roztoku Super signal west femto maximum sensitivity substrate nebo Super signal west
dura extended duration substrate (viz 4.1.2). Vyvolani membrany bylo provedeno v
ptistroji G-Box (viz 4.1.1) a doba expozice se pohybovala mezi 1 - 5 min. Vyvolana
membrana byla inkubovana 5 minut s roztokem Restore Western Blot Stripping Buffer
k odstranéni navazané protilatky. Membrana byla opé&t promyta 3 x 10 minut v roztoku
TBST, zablokovana inkubaci po dobu 30-ti minut v 5 % odtuénéném mléce v TBST a

opakované pouzita pro detekci dalSich proteint. (viz 4.1.4).

4.25.1 Analyza vybranych molekuldarnich znakii apoptotické bunécné

smrti (Human apoptosis array kit, RD systems)

Soucasti Human apoptosis array kitu (RD systems) (viz 4.1.2) jsou 4
nitroceluézové membrany, z nichz kazd4 obsahuje 35 raznych protilatek v duplikatu
(viz Tab.7), dale roztok sekundarni protilatky, lyzaéni pufr, pufr pro analyzy (array
buffer), promyvaci pufr a vyvolavaci roztok.

Nejprve byly napipetovany 2 ml pufru pro analyzu do 4 - jamkové desticky,
obsahujici jednotlivé nitrocelul6zové membrany a ty byly nasledné blokovany po dobu
1 hodiny za stalého kyvani. Mezitim bylo pfidano 100 ul buné&tného lyzatu do 1,25 ml
pufru pro analyzu (maximalni objem nafedéného lyzatu 250 pl/ jamku). Ze 4 - jamkové
desticky s nitrocelul6zovymi membranami byl odpipetovan pufr pro analyzu a na
membrany byly naneseny ptipravené lyzaty. Membrany byly inkubovany pfes noc
v chladové mistnosti piti 4°C za stalého kyvani. Nasledujici den byly membrany
z desticky pteneseny do nddoby s 2 ml promyvaciho pufru. Desticky byly oplachnuty

destilovanou vodou a osuseny. Kazda membrana byla poté inkubovana v promyvacim
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pufru 3-krat 10 minut za stalého kyvani, aby doslo k odmyti nenavazanych proteint z
lyzatu. Na kazdou membranu byl nanesen nafedény objem 15 pl roztoku sekundarni
protilatky v 1,5 ml array pufru. Membrany byly nasledné¢ inkubovany 1 hodinu za
stalého kyvani. Kazda membrana byla poté znovu promyta 3-krat po dobu 10-ti minut.
Po odpipetovani promyvaciho pufru byly na kazdou membranu napipetovany 2 ml
Streptavidin-HRP, rozpusténého v pufru pro analyzu. Membrany byly inkubovany po
dobu 30-ti minut za stalého kyvani. Po inkubaci byly membrany opét promyty 3-krat po
dobu 10-ti minut. Nasledné byly membrany inkubovany ve vyvolavacim roztoku Chemi

Reagent Mix po dobu 1 minuty. Proteiny navazané na membrané byly vizualizovany

pomoci pristroje G-Box pii délce expozice 1 - 5 minut.

Tab. 7 : Schéma protilatek - Human apoptosis array Kit.
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4.2.6 Analyza priitokovym cytometrem

Bunky byly oSetfeny inhibitory a hypertermii/chemoterapii (viz 4.2.2) a
pieneseny do 96-jamkové desticky. Nasledné byly bunky promyty PBS roztokem a
centrifugovany (2 x 2200 rpm, 2 min, 4°C). Buiiky byly v pfipad¢ nutnosti fixovany 4%

55

Oblast Detekovani protilitka/kontrola Oblast Detekovand protilitka/kontrola
Al, A2 Referencni mista C13,C14 HO-2/HMOX2
A23, A24 Referencni mista C15, C16 HSP27
B1, B2 Bad C17,C18 HSP60
B3, B4 Bax C19, C20 HSP70
B5, B6 Bcl-2 C21, C22 HTRA2/Omi
B7, B8 Bcl-x C23,C24 Livin
B9, B10 Pro-Kaspaza-3 D1, D2 PON2
B11,B12  |Stdpena Kaspéaza-3 D3, D4 p21/CIP1/CDKN1A
B13, B14 Catalase D5, D6 p27/Kipl
B15,B16  |clAP-1 D7, D8 Phospho-p53 (S15)
B17, B18 clAP-2 D9, D10 Phospho-p53 (S46)
B19, B20 Claspin D11, D12 Phospho-p53 (S392)
B21, B22 Clusterin D13, D14 Phospho-p53 (S635)
B23, B24 Cytochromc D15, D16 SMAC/Diablo
C1,C2 TRAIL R1/DR4 D17, D18 Survivin
C3,C4 TRAIL R2/DR5 D19, D20 TNF RI/TNFRSF1A
C5, C6 FADD D21, D22 XIAP
C7,C8 Fas/TNFRSF6/CD95 D23, D24 PBS (Negativni kontrola)
C9, C10 HIF-1a El, E2 Referenéni mista
C11,C12 HO-1/HMOX1/HSP32
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paraformaldehydem po dobu 20 minut pii pokojové teploté (nebo 70% EtOH po dobu
15 minut pii 4°C) a permebilizovany po dobu 5 minut pii pokojové teploté
permeabilizaénim pufrem (1:9 v dH,0) v PBS, poté byly bunky promyty PBS roztokem
a centrifugovany (2 x 2200 rpm, 2 min, 4°C). Inkubace s primarni protilatkou a
nasledné sekundérni protildtkou probéhla podle nutnosti pti 4°, 37°C nebo pokojové
teplot¢. Bunky byly méfeny na pratokovém cytometru v roztoku PBS,

permeabiliza¢niho pufru nebo Annexinového pufru 1x s pfidanym DAPI dilactate (viz
4.1.4).

Data byla analyzovana za pomoci FlowJo softwaru. Z namétenych dat byl
odebran debris bun¢k a zbyld populace byla kiizem vymezena na Ctyfi populace a to
zivé buniky (AnnexivV-/DAPI-), ¢asné apoptotické bunky (AnnexinV+/DAPI-), pozdné
apoptotické buniky (AnnexinV+/DAPI+) a nekrotické buiky (AnnexinV-/DAPI+) (viz
Obr. 11)

V ptipad¢ stanoveni exprese imunogennich molekul (CRT, Hsp70, Hsp90), fazi
bunééné¢ho cyklu (PI), proliferatni aktivity (KI67), intracelularni exprese p53,
mitochondridlniho potencidlu (TMRE) a intracelularni koncentrace vapniku (FLUO4-
AM) byla naméfend data rovné€z analyzovana prostfednictvim FlowJo softwaru.
Z celkové populace byl opét odebran debris bunék. Ze zbylé populace byl stanoven
aritmeticky primér (mean) pro kazdy sledovany parametr. Vysledné hodnoty byly
intrerpretovany jako intenzity fluorescence (MFI) v grafech nebo histogramech, od

kterych byla odectena hodnota sekundarni protilatky.

Bez debris AnnexinV/DAPI
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Obr. 11: Stanoveni viability. Z naméfenych dat byl pro dalsi analyzu vyloucen debris bunék a
zbyla populace byla kiizem vymezena na &tyfi populaci, a to zivych buné€k (AnnexivV-/DAPI-), ¢asné
apoptotickych bun¢k (AnnexinV+/DAPI-), pozdné apoptotickych bunék (AnnexinV+/DAPI+) a
nekrotickych bunék (AnnexinV-/DAPI+).
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4.2.6.1 Stanoventi viability bunék pomoci AnnexinV/DAPI barveni

Bunky byly promyty PBS roztokem a centrifugovany (2 x 2200 rpm, 2 min,
4°C) a nasledné inkubovany 20 minut ve tmé v barvici smé&si (80 ul dH20, 10 ul 1x
Annexin binding buffer a 1 ul AnnexinV-AlexaFluor 647 nebo AnnexinV-PE). Po
nabarveni byly bunky promyty roztokem 1x Annexin binding buffer a centrifugovany (2
x 2200 rpm, 2 min, 4°C). Buiky byly méfeny na prutokovém cytometru v roztoku 1x
Annexin binding buffer s pfidanym DAPI dilactate. Data byla analyzovana FlowJo

softwarem (viz 4.2.6).

4.2.6.2 Analyza exprese imunogennich molekul

Bunky byly promyty PBS roztokem a centrifugovany (2 x 2200 rpm, 2 min,
4°C). V ptipad¢ intracelularniho barveni byly bunky fixovany a permeabilizovany (viz
4.2.6). Poté byly bunky inkubovany 25 minut pii 4°C s primarni protilatkou (HSP70,
HSP90, CRT) nafedénou v PBS (viz 4.1.4). Poté byly bunky promyty PBS roztokem a
centrifugovany (2x 2200 rpm, 2 min, 4°C) a nasledn¢ inkubovany 25 minut pii 4°C se
sekundarni protilatkou (viz 4.1.4) natedénou v PBS (viz 4.1.4). Bunky byly opét
promyty PBS roztokem, centrifugovany (2 x 2200 rpm, 2 min, 4°C) a méfeny na

prutokovém cytometru (viz 4.2.6).

4.2.6.3 Barveni fazi bunécného cyklu pomoci PI

Bunky byly rozsazeny do 96 jamkové desticky, promyty PBS roztokem,
centrifugovany (2 x 2200 rpm, 2 min, 4°C) a poté fixovany v 70 % etanolu po dobu 15
minut pii 4°C. Po fixaci byly buniky dvakrat promyty PBS roztokem, centrifugovany (2
x 2200 rpm, 2 min, 4°C) a poté inkubovany v barvici smési (0,5ul Propidium iodide,
1ul RNAseA a 5ul Triton X-100 1% do 100 pl PBS) po dobu 40 minut pii 37°C. Po
inkubaci byly bunky opét promyty PBS roztokem, centrifugovany (2 x 2200 rpm, 2

min, 4°C) a méfeny na prutokovém cytometru (viz 4.2.6).

4.2.6.4 Stanoveni proliferacni aktivity (K167)

Bunky byly promyty roztokem PBS a nasledné fixovany a permebilizovany (Vviz
4.2.6). Nasledné byly buiiky inkubovany s K167 protilatkou (viz 4.1.4) po dobu 30
minut pii 4°C. Bunky byly po inkubaci promyty PBS roztokem, centrifugovany (2x
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2200 rpm, 2 min, 4°C) a proliferaéni aktivita byla stanovena prostfednictvim

prutokového cytometru (viz 4.2.6).

4.2.6.5 Analyza intraceluldrni exprese P53

Buiky byly fixovany, permeabilizovany (viz 4.2.6) a inkubovany s protilatkou
proti pS3 (viz 4.1.4) po dobu 25 minut pii 4°C. Poté byly buiky promyty PBS
roztokem, centrifugovany (2 x 2200 rpm, 2 min, 4°C) a inkubovany se sekundarni
protilatkou (viz 4.1.4) nafedénou v 1x permeabiliza¢nim pufru po dobu 25 minut pii
4°C. Nasledn¢ byly buiiky promyty PBS roztokem, centrifugovany (2 x 2200 rpm, 2

min, 4°C) a zméfeny na prutokovém cytometru (viz 4.2.6).

4.2.6.6 Stanoveni mitochondridlniho potencidlu

Tetramethylrhodamine Ethyl Ester Perchlorate (viz 4.1.4) byl po dobu 30 minut
kultivovan s bunikami v inkubatoru pii 37°C v atmosféte 5% CO, Po inkubaci byly
buiikky promyty PBS roztokem, centrifugovany (2 x 2200 rpm, 2 min, 4°C) a zméfeny

na pratokovém cytometru (viz 4.2.6).

4.2.6.7 Stanoventi intracelularni koncentrace vapniku

Pro analyzu intracelularniho véapniku po oSetfeni hypertermii v case dané
podminky byla k bunikdm pfidana fluorescencni proba FLUO4-AM (viz 4.1.4), kterd
byla s buikami nasledné kultivovana po dobu 2 hodin v inkubatoru pii 37°C v
atmosféie 5% CO,. Béhem inkubace proba prostupuje bunécnou sténou a vaze se na
volny vapnik v cytosolu. Po provedeni prvniho kola méfeni byl k buikdm piidan
ionomycin, ktery zplisobi spontanni vyliti veSkerého zbytkového vapniku ze zésob
v endoplazmatickém retikulu do cytosolu. Sonda v médiu se navaze na nové vylity

vapnik v cytosolu. Vysledna data byla analyzovana pratokovym cytometrem (viz 4.2.6).

4.2.7 Priprava preparati pro konfokalni mikroskopii

Buiiky byly napéstovany na krycich sklech umisténych v 6-ti jamkové tkanové
desti¢ce a oSetfeny hypertermii (viz 4.2.2). Nasledn¢ bylo odmyto médium, buiiky byly
promyty roztokem PBS, fixovany a pfipadné permeabilizovany (viz 4.2.6). Zafixované
buiiky byly inkubovany 30 minut v roztoku 1% BSA v PBS a nésledné byly bunky

inkubovany 25 minut pii 4°C s primarni protilatkou (viz 4.1.4) natedénou v PBS nebo 1
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x permeabilizacnim pufru. Bunky byly promyty PBS roztokem (2 x 2 minuty), poté
byla k bunkam na 25 minut pfidana sekundarni protilatka (viz 4.1.4), natedéna v PBS
nebo 1 x permeabilizaénim pufru. Buniky byly opét promyty PBS roztokem (2x 2
minuty). Na podlozni skla bylo aplikovano 15 pl montovaciho média ProLong Gold
Antifade Reagent s DAPI (viz 4.1.2). Kryci skla s bunkami byla pfenesena na podlozni
sklo. Preparaty byly pozorovany konfokalnim mikroskopem LCS SP5 (viz 4.1.1).

4.2.8 Stanoveni intracelularni a extracelularni koncentrace ATP

Buiky byly sklizeny a v koncentraci 1 milion/ml (viz 4.2.1.2) rozdéleny po 1 ml
do mikrozkumavek (pro kazdy ¢as a podminku zvlast’), ve kterych byly dale oSetfeny
vybranym zptsobem (viz 4.2.2). Po osetieni byly bunky kultivovany v inkubatoru pii
37°C v atmosfére 5% CO,. V jednotlivych ¢asovych bodech byl odebran a zamrazen
supernatant bun€k (S1), buiky byly rychle zcentrifugovany (1300 rpm, 2 min, 4°C) a
byl odebran dalsi supernatant (S2). Zbytek bunck byl lyzovan 1 x permeabilizacnim
pufrem a vysledny lyzat zamrazen (L). Extracelularni koncentrace ATP byla naméfena z
S1 a intracelularni koncentrace ATP z S2+L. Mé&feni koncentrace ATP bylo provadéno

na pfistroji Single Tube Luminometer FB12 (viz 4.1.1).

4.2.9 Inhibice genové exprese pomoci siRNA

Nadorové bunky byly nasazeny do 24-ti jamkové desticky po 50 000 na jamku
(viz 4.2.1.2) a byly kultivovany v inkubatoru pii 37°C v atmosféte 5% CO,
Vv pfislusném médiu bez antibiotik. Po dosaZeni 70-90% konfluence bylo médium
vyménéno za 0,5 ml Cerstvého ptislusného média bez antibiotik. 1 pul PTEN siRNA o
koncentraci 0,1 pg/pl bylo natedéno 50 pl pfislusného média bez pridavku antibiotik a
séra. Dale byly natedény 2 pl Lipofectaminu RNAIMAX do 50 pl ptislusného média
bez antibiotik a séra. Takto nafedéné lipozomy byly inkubovany 20 minut pfi pokojové
teploté pro docileni enkapsulace nukleové kyseliny do lipozoml. Komplexy DNA a
lipid byly ptfidany po 100 pl do kazdé jamky s buitkami a médiem. Nésledné byly
buiiky inkubovany po dobu 6 hodin v termdlnim boxu pro docileni interakce pozitivné
nabitych lipidd s hydrofobni bunéénou membranou a nasledného vstupu do cilové
buniky. Po inkubaci bylo médium s komplexy odstranéno a k buiikdm bylo pfidano
Cerstvé médium bez antibiotik. Buiiky byly pfes noc kultivovany v inkubéatoru pii 37°C

v atmosféte 5% CO,. Druhy den bylo médium opét vyménéno poté bylo provedeno
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intracelularni barveni (viz 4.2.6) primarni protilaitkou PTEN a sekundarni protilatkou
(viz 4.1.4). U&innost inhibice PTEN byla stanovena prostfednictvim pritokového

cytometru (viz 4.2.6).

4.2.10 Klonogenni esej

Buriky byly oSetfeny vybranym zptisobem (viz 4.2.2) a spocitany (viz 4.2.1.2).
Pti sklizeni bun¢k bylo odebrané kondiciované kultivaéni médium piefiltrovano ptes
0,22 pum filtra¢ni jednotku a smichano v poméru 1:1 s novym kompletnim médiem. V
tomto kompletnim/kondiciovaném médiu (pomér 1:1) byly buniky resuspendovany na
koncentraci 56 000 bunék/ml a po 3 ml nasazeny do 6-ti jamkové desticky. Kontrolni
neosetfené bunky (pozitivni kontrola) byly nasazeny v koncentraci 30 bunék/ml. Zbytek
kompletniho/kondiciovaného média byl rozdélen po 3 ml do 6-ti jamkové destiCky
(slouzi jako negativni kontrola). Desky byly kultivovany v inkubatoru pii 37°C v
atmosféie 5% CO, po dobu 14 dnti. Po ukonéeni inkubace bylo médium opatrné z desek
vylito a do jamek byla ptikapana 0,5% krystalova violet' (cca 200 pl na jamku). Po 3
minutach byly jamky vyplachnuty vodou a ponechany uschnout. Desky byly vyfoceny v

ptistroji Gbox (viz 4.1.1) a byla odeétena tcinnost tvorby kolonii.

4.2.11 lzolace RNA

Pro izolaci RNA byly osetfené bunky (viz 4.2.2) od kazdé podminky spocitany
(viz 4.2.1.2) a rozdéleny do 1,5 ml zkumavek po 4 milionech na podminku. Izolace byla
provadéna pomoci QIAprep Spin Miniprep Kitu (Quiagen) (viz 4.1.2). Buiky byly
centrifugovany (1200 rpm, 5 min, 4°C) a peleta byla resuspendovana ve 350 pl RLT
lyza¢niho pufru. K lyzatu byl pfidan stejny dil 70% etanolu a vzorek byl peclivé
resuspendovan (Obr. 12).
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Princip izolace RNA pomoci centrifugaénich RNA vazebnych kolonek

Naneseni promyvaciho
roztoku

Naneseni homogenatu
na kolonku

Navazani RNA na kolonku
RNA-vazebna kolonka

4 centrifugaci ¢
= =] - o=
Roa R
B — —_— —
Shéma zkumavka c
\

Naneseni elu¢niho roztoku
nebo vody
Centrifugace

s promyvacim roztokem Vyvézani RNA z kolonky
centrifugaci do Cisté sbérné zkumavky

Obr. 12: Princip izolace RNA pomoci centrifuga¢nich RNA vazebnych kolonek. Celkovy
objem 700 pl vzorku byl pfenesen do RNeasy spin column umisténého ve 2 ml zkumavce a centrifugovan
pii 10000 rpm, 15 sekund. Supernatant byl nasledné odlit. V dal$im kroku bylo do kolonky piidano 700
ul RW1 pufru a vzorek byl opét centrifugovan pti 10000 rpm, 15 sekund s naslednym odlitim
supernatantu. V dalsim kroku bylo do kolonky pfidano 500 ul RPE pufru s pfidavkem etanolu a vzorek
byl opét centrifugovan pti 10000 rpm, 15 sekund s ndslednym odlitim supernatantu. Déle bylo opét
pridano 500 pl RPE pufru a vzorek byl cetrifugovan pti 10000 rpm, 2 min. Kolonka byla pfenesena do
nové 1,5 ml zkumavky a na kolonu bylo pfidano 30 pl vody bez pfitomnosti RNéaz s naslednou
centrifugaci 10000 rpm, 1 min pro izolaci RNA navdzané na kolonu. Pfevzato z:
http://labguide.cz/metody/izolace-nukleovych-kyselin/izolace-rna/.

U takto izolované RNA byla zmétfena koncentrace proteinu pomoci

spektrofotometrické analyzy prostfednictvim analyzatoru NanoDrop 2000c (viz 4.1.1).

4.2.12 Reverzni transkripce

Nasledujici proces byl provadén v 8 vialkovém stripu. K 15 pl vzorku o
koncentraci 200 ng byly ptidany 4 pl iScript pufru a 1ul reverzni transkriptazy iScript
(viz 4.1.2). Takto ptipraveny vzorek byl vlozen do PCR cycleru (viz 4.1.1) v programu
zahrnujicimnasledujici kroky: 5 min pfi 25°C, 30 min pii 42°C, 5 min pi1 85°C a
nasledné udrZovani teploty 4°C. Ziskana cDNA byla zamrazena v -20°C pro dalsi

analyzu qPCR (viz 4.2.13).

4.2.13 gPCR

qPCR je zaloZena na sledovani pribéhu PCR piimo b¢hem reakce pomoci

fluorescencnich sond, které detekuji mnozstvi PCR produktu béhem reakce zvySenim
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své fluorescencni aktivity. Pfiprava Pre-PCR mixu probihala v PCR boxu. Poté byla
mimo PCR box pfed samotnou analyzou pfidaina cDNA. Pre-PCR mix obsahoval na

jeden vzorek:
- 1,5 ul injekéni voda
- 5 ul Kapa probe fast gPCR master mix
- 0,5 ul 10 uM forward primer
- 0,5 pl 10 uM reverse primer
- 0,5 ul 4 uM sonda

Pre-PCR mix pro kazdy vzorek byl ptepipetovan do PCR 96-jamkové desticky.
K mixu byly pied analyzou pfidany 2 pl cDNA. Desticka byla ptelepena folii, vloZzena
do cycleru a spustén PCR protokol:

- 95°C, 3 min (denaturace)

- 95°C, 15 sekund

- 60°C, 1 min

- opakovani kroku 2 a 3 49x

- udrZovani teploty pii 15°C (az do vypnuti programu)

Tab. 8: Seznam pouzitych primeri.

Primer Sekvence 5°-3°
p53 Ex6_S AAggAAATTTgCgTgTggAgTA
p53 Ex6,7_R ggTACAQTCAgAgGCCAACCTCAg
PTEN F CgTTACCTQTgTgTggTgAT
PTEN A AgTgAAACATTTTOTCCTTTTTTAg
CCNBL1F (Cyclin B1) ggTgCCAQTgCCAQTgTCT
CCNBL1 R (Cyclin B1) TggAgAggCAgTATCAACCAAAAT
BIRCS S (Survivin) gACCCgTTggCAgAggT
BIRCS5 A (Survivin) CCTCggCCATCCgCTC
HSPAS F (Bip) AAATTTgAAGAGCTCAACATIATCT
HSPAS A (Bip) ggTTTATgCCACQQgATggT
PPP1R15A F (GAD34) CCCTAAAQYCCAgAAAQYTY
PPP1R15A A (GAD34) gATCCCgAgCAAQCTgCT
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5 Vysledky

5.1 Hypertermie vede ke stresové odpovédi zahrnujici zvySenou
produkci ROS, unik cytochromu c¢ a narist extracelularni hladiny

ATP vedouci k hypoxii a odpovédi na Spatné sbalené proteiny

Na zakladé predchozich vysledklti dosazenych v nasi laboratofi, jejichz cilem
bylo charakterizovat aktivaci signaliza¢nich drah po hypertermii v zavislosti na délce a
intenzité stresového podnétu jsme stanovili dvé teploty, jejichz ucinek se mezi sebou
signifikantné 1i§i. Rozhodli jsme se pro aplikaci mirné hypertermie (42 °C) a intenzivni
hypertermie (47 °C). V této sérii experimentli jsme se zaméfili na sledovani aktivace

stresové odpovédi, ke které dochazi bezprostiedné po aplikaci hypertermie.
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Obr. 13: Analyza u¢inku hypertermie na mitochondrie. Aplikace intenzivni hypertermie
vyvolava na rozdil od mirné hypertermie amplifikaci ROS (A), provazenou poklesem mitochondrialniho
potencialu (B).

V tomto experimentu jsme u nadorovych bunék linie A549 v ¢ase Oh (vychozi
¢asovy bod po aplikaci hypertermie po dobu 1h) analyzovali hladinu ROS u nadorovych
bunék bez oSetfeni hypertermie a U nddorovych bunék oSettenych 42 °C a 47 °C. Po
aplikace intenzivni hypertermie (47°C) jsme pozorovali signifikantni amplifikaci ROS a
nasledné¢ jsme analyzovali zmény mitochondridlniho potencidlu. Stanoveni zmén
mitochondrialniho potencialu bylo provedeno pomoci tetramethylrhodamin etheru
Vv Casech -30min (30minut od zacatku aplikace hypertermie) a Oh (vychozi ¢asovy bod -
po aplikaci hypertermie po dobu 1h). Mirna hypertermie (42 °C) v porovnani s buiikami
neoSetienymi  hypertermii  nevykazuje  signifikatni rozdil mezi zménami

mitochondrialniho potencidlu v obou c¢asovych bodech. Na druhou stranu aplikace

63



Vysledky

intenzivni hypertermie (47 °C) mé za nasledek snizeni mitochondridlniho potencialu

v disledku stresové reakce spojené s amplifikaci ROS (Obr. 13).
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Obr. 14: Western blotova analyza proteini ucastnicich se zmén mitochondrialniho
potencialu po hypertermii. Aplikace mirné hypertermie ma za nasledek minimalni zmény
mitochondriadlniho potencidlu (A). Po intenzivni hypertermii dochdzi ke zméndm mitochondridlniho
potencialu, které se projevuji naristem proteinové hladiny VDAC (z angl. Voltage-dependent anion
channel) doprovazeném tinikem cytochromu ¢ do cytosolu a v zavislosti na ¢asové kinetice (B).

Dale jsme se rozhodli stanoveni zmén mitochondridlniho potencidlu doplnit
western blotovou analyzou cytochromu ¢ u nadorovych bunék linie A549, ktery
v disledku kolapsu mitochondrialniho potencidlu tnika do cytosolu buinky. Bylo
provedeno porovnani mirné hypertermie (42 °C) a intenzivni hypertermie (47 °C)
vramci Casové kinetiky. Byly analyzovany builky neoSetfené hypertermii (NT) a
osetfené hypertermii v ¢asech -15 min, -30 min a Oh (vychozi ¢asovy bod po aplikaci
hypertermie po dobu 1h). Pro kazdy ¢asovy bod byl pouzit bunéény lyzat izolované
membranové frakce a lyzat cytosolické frakce.

Kolaps mitochondrialniho potencialu po aplikaci intenzivni hypertermie (47 °C)
ma za nasledek zvySeni permeability mitochondridlni membrany, které vede k tniku
cytochromu ¢ z mezimembranového prostoru mitochondrie do cytosolu a nasledné
aktivaci kaspaz, jejichz Stépeni vede ptes apoptotickou signalizaci az ke smrti bunky.
Cytochrom c hraje zasadni roli v oxidativni fosforylaci uvnitt mitochondrii. Je rovnéz
znatelna snizujici se hladina cytochromu ¢ v mitochondriich, ktera koreluje se zvysujici
se hladinou cytochromu ¢ v cytosolu. RovnéZz je zde detekovan VDAC (voltage-

dependent anion channel), ktery ma funkci mitochondridlniho porinu, ktery je
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lokalizovany na vné&j§i mitochondridlni membran¢ (Obr. 14). Interakci
S proapoptotickym proteinem Bax dochazi ke zvétSeni péru a cytochrom c se tak

dostava z mitochondrie do intracelularniho prostoru.
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Obr. 15: ZvySeni extracelularni koncentrace ATP po aplikaci hypertermie. Osetieni
nadorovych bunék mirnou nebo intenzivni hypertermii ma za nésledek poskozeni ATP4z s naslednym
unikem ATP z intracelularniho prostoru (A) do extracelularniho prostoru bunky (B).

Dale jsme se zaméfili na stanoveni koncentrace extracelularniho ATP, které bylo
analyzovano u nadorovych buné¢k linie A549 oSetienych hypertermii v ¢ase Oh (vychozi
¢asovy bod po aplikaci hypertermie po dobu 1h). Hladina extracelularniho ATP se po
osetieni bun¢k intenzivni hypertermie (47 ©°C) signifikantné zvySila. Zvyseni
extracelularniho ATP koreluje se snizenou intracelularni hladinou ATP. Naopak
extracelularni koncentrace ATP je po oSetfeni buné€k mirnou hypertermii (42 °C) oproti

neoSetfenym bunikdm nesignifikantn€ zvySena (Obr. 15).
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Obr. 16: Stresova odpovéd’ na intracelularni poskozeni zpisobené hypertermii a nasledna
iniciace Stépeni kaspaz. Aplikace intenzivni hypertermie na nadorové bunky linie A549 vyvolava
aktivaci stresovych senzorii endoplazmatického retikula a aktivaci kaspazy 4 (A). Fosforylace stresovych
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senzort muze vést az k aktivaci vnitini apoptotické drahy iniciované §tépenim kaspéz, kterd vede az
k bunééné smrti (B).

Na zéklad¢ detekovaného tiniku cytochromu c¢ z mitochondrii jsme se rozhodli
pro western blotovou analyzu aktivace stresové odpovédi a iniciaci apoptotické
signalizacni drahy. Na nadorové builky linie AS549 byla aplikovana intenzivni
hypertermie (47 °C) a nésledn¢ byla analyzovana stresovd odpoveéd’ endoplazmatického
retikula, ke které dochazi bezprostfedné po oSetfeni, jak je mozno pozorovat v kratké
Casové kinetice. V ramci stresové odpoveédi endoplazmatického retikula na hypertermii
dochazi k aktivaci senzort stresu endoplasmatického retikula a aktivace kaspazy 4.
Detekovali jsme fosforylaci stresovych senzorti (PERK, EIF-2a) a dale amplifikaci pro-
apoptickych proteini IREa a CHOP, které se ucastni iniciace apoptotické signalizace.
Analyzovali jsme rovnéz Bap31l, kjehoz Stépeni vramci apoptotické odpovédi
nedochdzi. Je tomu tak pravdépodobné z divodu denaturace celého proteinového
komplexu vlivem aplikace hypertermie. Jako kontrola byly pouzity nadorové bunky
osetfené¢ thapsigarginem, ktery indukuje stresovou odpovéd endoplazmatického
retikula.

Dale jsme analyzovali aktivaci apoptotické signalizace u nddorovych bunék linie
AS549 rovnéz pomoci western blotové metody. V ramci této analyzy jsme se zaméfili na
aktivaci a $tépeni kaspaz, které se UGcastni vnitini drahy apoptotické signalizace, ktera
muze byt aktivovana pravé prostfednictvim unikd cytochromu ¢ z mitochondrii
poskozenych po intenzivni hypertermii (47 °C). Z divodu rychlé degradace kaspaz je
zde rovnéz zobrazeno i $té€peni terminalniho produktu, v tomto ptipadé laminu. Jako
kontrolu jsme pouzili nadorové buriky oSetiené inhibitorem kaspazy 9 (Z-LEHD-FMK)
a staurosporinem, ktery indukuje spusténi apoptotické drahy (Obr. 16).
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Obr. 17: ZvySeni hladiny intracelularniho vipniku po hypertermii. Aplikace intenzivni
hypertermie v porovnani s mirnou hypertermii zpisobuje signalifikantni Gnik intracelularniho vapniku
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Zlumen endoplazmatického retikula. Pfidavek ionomycinu zplsobi uvolnéni zbytku véapniku
Z intracelularnich zéasob.

V dalsim experimentu jsme analyzovali mnozstvi intracelularniho vapniku
uvolnéného z lumen endoplazmatického retikula po aplikaci hypertermie. Jako kontrola
byly pouzity U nadorové bunky linie A549 oSetfené hypertermii a ionomycinem, ktery
iniciuje Unik veskerého vapniku zlumen endoplazmatického retikula do cytosolu.
Porovnéani naddorovych bunék, na které byla aplikovana mirna (42 °C) a intenzivni (47
°C) hypertermie vykazuje signifikantni tnik vapniku z endoplazmatického retikula
prave v piipadé aplikace intenzivni hypertermie. V tomto disledku dochézi k naruSeni
striktni vapnikové homeostazi v mitochondriich, ktera prispiva ke stresové odpovédi

mitochondrii (Obr. 17).
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Obr. 18: Nariist hladiny extracelularniho kalretikulinu po aplikaci hypertermie. Stresovou
odpoveéd nadorovych bunc€k po aplikaci intenzivni hypertermie doprovazi extracelularni vystavovani
chaperonového proteinu kalretikulinu na povrchu exponované buiiky (A, C). ZvySeni extracelularni
hladiny kalretikulinu koreluje s ubyvajici hladinou kalretikulinu v cytosolu (B).

Naruast hladiny kalretikulinu vystaveného na povrchu nadorovych bunék linie
A549 po aplikaci hypertermie jsme analyzovali pomoci metody konfokalni
mikroskopie. Na zakladé¢ ziskanych dat, je znatelna signifikatni amplifikace
extracelularniho kalretikulinu v ¢ase 0+3h po oSetfeni hypertermii. Panel byl doplnén

western blotovou analyzou srovnani lokalizace kalretikulinu v izolované membranové

frakci a cytosolu. Hladina kalretikulinu lokalizovaného na membranové frakci koreluje
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s ubyvajicim mnozstvim kalretikulinu v cytosolu. Spravnost izolace membranové frakce
byla potvrzena pozitivni detekci Her-2 a naopak nepfitomnosti proteinu PERK na

membrané. Pfitomnost PERK byla naopak prokazana v cytosolu (Obr. 18).

5.2 Castetna inhibice PI3K aktivity vede ke zvySenému pieZivani
nadorovych bunék oSetfenych hypertermii

Studium transportu kalretikulinu na povrch bunky za pouziti riznych inhibitort
nas dovedlo k zajimavému objevu. Césteéna inhibice aktivity PI3K za pouziti inhibitoru
PI3K (LY294002) vede ke zvySené rezistenci nadorovych bunéénych linii viic¢i oSetfeni
hypertermii. Je znamo, Ze nadorova transformace byva Casto spojena se zvySenou

basalni hladinou aktivity PI3K nebo ztratou jeho hlavniho negativniho regulatoru
PTEN.
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Obr. 19: Vliv inhibitord vybranych signaliza¢nich drah na viabilitu nadorovych bunék po oSeti‘eni
hypertermii. Aplikace pan-kaspazového inhibitoru (Z-VAD-FMK) s naslednym oSetfenim hypertermii u
nadorové bunééné linie A549 nevykazuje signalifikantni rozdil v porovnani s viabilitou nadorovych
bunék oSetfenymi pouze hypertermii. Inhibice PI3K (LY294002) pred aplikaci hypertermie ma za
nasledek téméf 20% benefit na piezivani v porovnani s nadorovymi buitkami, na které byla aplikovana
pouze hypertermie.

Nadorové buniky linie A549 byly nejprve oSetfeny inhibitory PI3K - LY294002
(20 uM) a apoptozy - Z-VAD-FMK (25 puM) snaslednym osetfenim intenzivni
hypertermii (47 °C). U takto oSetfené bunky byla analyzovana viabilita pomoci
prutokového cytometru v Casech 6h a 24h po aplikaci hypertermie. V porovnani

nadorovych bunék osetfenych inhibitorem LY294002 s naslednou aplikaci hypertermie
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jsme prokazali az o 30% vyssi piezivani nez u nadorovych bunék oSetfenych pouze

hypertermii (Obr. 19).

5.3 Hypertermie u nadorovych bunék vyvolava aktivaci signalizace

prezivani regulovanou pres PI3K/Akt/mTOR drahu
Hypertermii oSetiené nadorové bunky mimo apoptotické signalizace zaroven

spousti zachranné signalizacni mechanismy, které ndsledné mohou vyustit v preziti

bunky.
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Obr. 20: Western blotova analyza signalizace v 0sePI3K/Akt/mTOR po oSetieni
hypertermii ve srovnani s vysledky ziskanymi po aplikace hypertermie v kombinaci s inhibitorem
PI3K (LY294002). Inkubace bun€k v pfitomnosti 20 pM  inhibitoru LY294002 () ma za nasledek
snizeni fosforylace Akt na Thr308 se zachovanou fosforylaci na Ser473 (A). Osetieni inhibitorem
LY294002 nema vliv na aktivitu MAPK (Erk1/2) (B).

Rozhodli jsme se analyzovat vybrané proteiny v ose PI3K/Akt/mTOR na
nadorové bunécné linii A549, na kterou byl aplikovan inhibitor LY294002 (20 puM)
Snaslednym oSetfenim intenzivni hypertermii (47 °C). Nadorové buiky byly
analyzovany v Casech -30min a Oh (vychozi ¢asovy bod po aplikaci hypertermie po
dobu 1h). Inhibitor LY294002 (20 uM) v této koncentraci pouze ¢asteéné potlacuje

fosforylaci PI3K, kterd se projevuje na snizeni fosforylace Akt na aminokyselinovém
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zbytku Thr308 se zachovanou fosforylaci Akt na aminokyselinovém zbytku Ser473.

Vedle PI3K a Akt jsme se zaméfili i na pro-apoproticky protein Bad, jehoz fosforylace

na aminokyselinovém zbytku Serl136 (zprostiedkovana Akt) nevykazuje rozdil

V porovnani s naddorovymi builkami oSetfenymi inhibitorem LY?294002 s néslednou

hypertermii a nadorovymi bunkami, na které byla aplikovana pouze hypertermie.

Rovnéz fosforylace MAPK Erk1/2 (regulujici bunécnou proliferaci) se V porovnani

téchto dvou podminek signifikatné nelisi.
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Obr. 21: Analyza hladin proteint ucastnicich apoptozy, zastaveni bunééného cyklu, oprav

DNA a hypoxie. Horni panel piedstavuje western blotovou analyzu (Apoptosis array kit, RD Biosystems)
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analyzujici aktivaci stresové odpoveédi vedouci k apoptotické signalizaci (A), , rovoji reakce na oxidativni
stres a regulace bunééného cyklu (B). Na dolnim panelu je popis rozmisténi analyzovanych proteint.

Nasledné¢ jsme provedli analyzu intracelularnich hladin vybranych
proteinii ucastnicich se regulace bunééné smrti, zastaveni bunééného cyklu, oprav
poskozené DNA a hypoxie nddorové bunécné linie A549. Bunécny lyzat byl pfipraven
Z neoSetienych bunék (NT), nddorovych bunky osetfenych intenzivni hypertermii (47
°C) a nadorovych bung¢k, na které byl aplikovan inhibitor LY294002 (20 uM, 50 uM)
snaslednym oSetfenim intenzivni hyperterpie (47 °C) v ¢ase 0+3 po hypertermii.
V ramci stresové odpovédi na intenzivni hypertermii (47 °C) dochazi k opravam
poskozené DNA, kterd je doprovdzena zastavenim bunééného cyklu, ATM/ATR a
DNA-PK signalizaci vedouci k fosforylaci a aktivaci p53 na Serl5, kterd je posilena
sniZzenim interakce mezi p53 a jeho negativnim regulatorem Mdm-2. Snizeni hladiny
CIA-1 a XIAP signalizuje aktivaci pro-apoptotické signalizace nasledované §tépenim
kaspazy 3. Apoptotickd signalizace je rovnéz podpofena anti-apoptotickych proteinii

(survivin) a amplifikaci HSP (Obr. 21).

Nasledné byly pouzity nadorové bunky linie A549 neosetfené hypertermii (NT)
a buniky oSetfené intenzivni hypertermii (47 °C), ze kterych byl pfipraven bunécny lyzat
pro western blotovou analyzu v ¢asech -30 minut a Oh (vychozi ¢asovy bod po aplikaci
hypertermie po dobu 1h). Po aplikaci intenzivni hypertermie (47 °C) po dobu 30 minut
je znatelny signifikantni narast fosforylace AMPK na Thrl172, ke které dochazi
v disledku zvyseni poméru intraceluldrniho AMP/ATP. Paralelné¢ dochédzi rovnéz ke
stresové odpoveédi endoplazmatického retikula, kterd je detekovana fosforylaci PERK
na aminokyselinovém zbytku Tyr980. Forsforylace PERK ma za nasledek rozvoj
stresové odpovedi na Spatné sbalené proteiny. Forforylace AMPK a fosforylace PERK

mohou vést k fosforylaci a nasledné aktivaci PI3K.
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Obr. 22: Analyza iniciace stresové odpovédi, ktera vede ke spusténi zachrannych
mechanismi u nadorovych bunék po hypertermii. Vlivem intracelularniho stresu dochazi k fosforylaci
AMPK, ktera je aktivovana zménou poméru AMP/ATP. Paralelné je fosforylovan PERK, ktery tak reguje
na stres endoplazmatického retikula. Ob¢ tyto fosforylace aktivuji fosforylaci PI3K a iniciuji tak spusténi
zachrannych mechanismt v burice.

V dal§im experimentu jsme se rozhodli zjistit, jestli je pfitomnost stresového
senzoru PERK dulezita pro pteziti nadorovych bunék OV90 a OV90 PERK -/-, na které
byly oSetfeny intenzivni hypertermii (47 °C) po piedchozi inkubaci v pfitomnosti
inhibitoru LY294002 (20 pM). Ucelem experimentu bylo prokéazat, Ze u nadorové
bunécné linie OV90 dochdzi po aplikaci hypertermie ke spusténi zichrannych
mechanisml  prostiednictvim fosforylace stresového senzoru endoplazmatického

retikula PERK. Na zakladé ziskanych dat jsme prokazali vyznam aktivace proteinu
PERK ve spusténi PI3K signalizace (Obr. 23).
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Obr. 23: Viabilita nadorové bunééné linie OV90 po aplikaci inhibitoru PI3K (LY294002) a
oSetfeni hypertermii. Porovnani viability nddorové bunééné linie OV90 a OV90 PERK -/- prokazalo
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vyznam aktivaéniho signalu molekuly Perk vigi PI3K v piezivani nadorovych bunék po aplikaci
inhibitoru LY294002 s naslednou hypertermii.

Pro inhibici PI3K jsme se rozhodli provést sérii experimentd na klinicky
pouzivaném inhibitoru PI3K (BKM-120). Uéelem experimenti bylo porovnat piisobenti
inhibitord LY294002 a BKM-120 na inhibici fosforylace PI3K a nasledné fosforylaci
Akt na aminokyselinovém zbytku Ser473 u nadorové bunécné linie A549. Vysledky
poukazuji na podobné efekty ve srovnani inhibitoru BKM-120 (1 uM a 10 uM), a
LY294002 (20 uM a 50uM) u bunék neoSetienych hypertermii (NT) a oSetfenych
intenzivni hypertermii (47°C). Paralelné¢ byla zméfena rovnéz zivotnost nadorovych
bun¢k, které byly oSetfeny za stejnych podminek, jako v ptipadé western blotové

analyzy (Obr. 24, 25).
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Obr. &. 24: Analyza qPRC detekujici zmény v expresi proteinu p53, PTEN, cyklin Bl a
survivin. Na molekularni Grovni byly za pomoci metody qPCR analyzovany zmény v expresi proteinu
p53 (zastaveni bunééného cyklu a nasledna iniciace oprav DNA), PTEN (pfirozeny intracelularni
inhibitor PI3K), cyklinu Bl (regulator pfechodu z G2 do M faze) a survivinu (anti-apoptoticka
signalizace) po oSetfeni inhibitory PI3K (LY294002 a BKM-120) s naslednou aplikaci intenzivni
hypertermie.
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Obr. ¢. 25: Efekt inhibitora PI3K na Akt-P (Ser473). Analyza viability nadorové bunééné linie
A549 osetfené inhibitory PI3K (LY294002 a BKM-120) (A). Doplnénd western blotovou analyzou
srovnavajici fosforylaci Akt (Ser473) po oSetieni inhibitory s naslednou hypertermii. (B).
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Obr. ¢&. 26: Protektivni efekt na nadorové buiiky oSetfené inhibitorem LY294002
s naslednou hypertermii. Zvyseni fosforylace PTEN po aplikaci LY294002 ma za nasledek rovnéz
fosforylaci Bcl-2, ktera vede k inaktivaci tohoto pro-apoptotického proteinu (A). Nasledkem toho je
potlaen Unik cytochromu c¢ z mitochondrii (B) s vyslednym protektivnim efektem na vnitini
mitochondrialni membranu (C) a snizenou hladinu cytosolického vapniku (D).

Pro porovnani efektu PTEN v pfezivani nddorovych bun¢k po hypertermii jsme

se zam¢fili na dvé nadorové bunécné linie A549 (p53 w.t., PTEN w.t.) a LNCap (p53
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w.t., PTEN -/-). Rozdily v aktivaci signaliza¢nich drah PI3K/Akt/mTOR v zavislosti na
pritomnosti PERK byly analyzovany pomoci western blotové metody. Na zakladé
vysledkii jsme potvrdili, Ze aktivita PTEN mtize byt regulovdna proteinem p53 a
naopak. Po aplikaci intenzivni hypertermie (47 °C) spolu s ¢aste¢nou inhibici aktivity
PI3K inhibitorem LY294002 (20 uM) u nadorové bunééné linie A549. Nadorovy
supresor p53 muze byt fosforylovan ATM, ATR a DNA-PK na Serl5. Aktivace této
fosforylace snizuje intrakci MDM2 s p53 a jeho naslednou degradaci. Dochazi k
akumulaci a aktivaci p53 jako odpovéd’ na poSkozeni DNA. Na druhou stranu stejny
efekt neni vidét v pripad¢ nadorovych bunéénych linii LNCap, kterym chybi funkcni
PTEN. Na zaklad¢ téchto vysledkl jsme potvrdili podstatu ptitomnosti PTEN na ziskani
benefitu pfezivani po ¢astecné inhibici PI3K (Obr. 27).
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Obr. 27: Porovnani aktivace proteini vybranych signalizaénich drah u nadorovych
bunéénych linii, li§icich se ve statusu PTEN. Analyza aktivace signaliza¢nich drah PI3K/Akt/mTOR
Vv porovnani mezi nadorovou buné¢nou linii A549 (PTEN w.t.) a LNCap (PTEN -/-).
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5.4. Interakce p53 a PTEN hraje jednu z hlavnich roli v pieZivani
nadorovych linii po hypertermii s ¢aste¢nou inhibici PI3K.

Pomoci qPCR jsme analyzovali hladiny exprese proteinti u nadorovych
bunécnych linii A549 a LNCap. Podle ocekavani byly hladiny mRNA PTEN u
nadorové bunééné linie LNCap (p53 w. t./ PTEN -/-) signifikantné sniZzené. Na druhou
stranu hladiny mRNA PTEN byla u nadorové bunécéné linie A549 (pS3 w. t./ PTEN w.
t.) vysoka. Dale jsme provedli transfekci linie A549 PTEN siRNA (p53 w. t./ PTEN -/-),
aby bylo mozné porovnat disledky ztraty ptispévku PTEN na pfeZiti v ramci jedné
buné¢né linie po oSetfeni intenzivni hypertermii v kombinaci s ¢aste¢nou inhibici PI3K

(Obr. 27).
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Obr. 27: Analyza bazalni hladiny mRNA PTEN a p53 u nadorovych bunéénych linii.
Trasfekce nadorové bunécné linie A549 (siPTEN) s vyslednym signifikantnim snizenim mRNA PTEN
V porovnani s nidorovou bunéénou linii LNCap (PTEN -/-) (A). Analyza bazalni hladiny mRNA p53 u
nadorové bunééné linie A549 (p53 w. t.) a LNCap (w. t.) (B).

Rozhodli jsme se prokazat vyznam PTEN v porovnani mezi A549 (PTEN w. t.)
a A549 PTEN siRNA v dlouhodobém piezivani a proliferaci po oSetfeni inhibitorem
LY294002 (20 uM) s naslednou intenzivni hypertermii (47 °C). Z vyslednych dat je
patrné, ze narostlé kolonie bunc€k oSetienych inhibitorem a hypertermii u A549
nadorovych bunék v porovnani s A549 (siPTEN) jsou prikkazem fungujici spolupraci

mezi p53 a PTEN a jejich roli v proliferacni aktivité (Obr. 28).
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Obr. 28: Analyza dlouhodobého piezivani v zavislosti na pFitomnosti PTEN. Snizena
prolifera¢ni aktivita nadorové bunééné linii A549 (PTEN siRNA) je vysledkem absence spoluprace mezi
PTEN a p53, ktery iniciuje zastaveni buné¢ného cyklu a opravy poskozené DNA po hypertermii.
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Obr. 29: Analyza viability nadorové bunééné linie A549 (PTEN w. t.), A549 (PTEN siRNA) a
LNCAP (PTEN -/-) lisicich se ve statusu proteinu PTEN. Pro zisk benefitu pifeZivani po Caste¢né
inhibici PI3K (LY294002, 20 pM) s néaslednou intenzivni hypertermii (47 °C) je podstatna ptitomnost
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PTEN, jak je pozorovatelné u nadorové bunééné linie A549 a ve srovnani s nadorovymi bunéénymi

liniemi, které maji snizenou (A549 siPTEN) ¢&i téméf nulovou hladinu PTEN (LNCap PTEN -/-), kde

nedochazi ke zvysSeni viability u bunék osetfenych inhibitorem PI3K s naslednou hypertermii.
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Obr. 30: Analyza qPCR exprese proteinti p53, PTEN, cyklin B1 a survivinu. V analyze zmén
v expresi proteini p53, PTEN, cyklin B1 a survivin byly porovnany exprese dvou nadorovych buné¢nych
lini{ A549 (p53 w. t., PTEN w. t.) a LNCap (p53 w. t.,, PTEN -/-), které byly oSetfeny inhibitorem PI3K
(LY294002) s naslednou aplikaci intenzivni hypertermie (47 °C).

Pro zhodnoceni rozdilu mezi nddorovymi bunéénymi liniemi se statusem PTEN

w. t. @ PTEN -/- jsme se rozhodli porovnat rozdily efektli ¢asteéné inhibice PI3K
inhibitorem LY294002 (20 uM a 50 uM) a BKM-120 (1 uM a 10 uM) s naslednou

aplikaci intenzivni hypertermie (47 °C) na nadorové bunécné linii SK-MESI, kterd ma

status p53 -/-. Tento status byl ovéfen na proteinové Grovni rovnéz prostfednictvim

78



Vysledky

western blotové analyzy v porovnani s nadorovou bunéénou linii A549 (p53 w. t.). Na
zaklad¢ ziskanych dat jsme vyhodnotili, jak pfitomnost PTEN, tak proteinu p53 a jejich
vzajemna interakce je podstatna pro zisk benefitu pfezivani nadorovych bunék po

¢aste¢né inhibici PI3K s naslednou intenzivni hypertermii (47 °C) (Obr. 32).

47°C - Sk. Abs NT NT+LY50 NT+BKM1

47°C 47°C+LY20 47°C+LY50 47°C+BKM1

Obr. ¢. 31: Zména vnitrobunééné lokalizace PTEN a p53 po oSeti‘eni inhibitory PI3K.

Vnitrobunéénou lokalizaci PTEN a p53 po oSetteni inhibitory PI3K (LY294002
a BKM-120) s naslednou aplikaci intenzivni hypertermie (47 °C) jsme analyzovali
pomoci konfokalni mikroskopie na nadorové bunééné linii A549. OSetieni nadorovych
bunék inhibitory PI3K vede ke zméné vnitrobunétné lokalizace PTEN (bile). Dochazi

k ¢asteénému piesunu PTEN z jadra do cytosolu, kde v kombinaci s efekty hypertermie
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umoznuje buinkam pfeziti svoji interakci jak sp53 vjadie, tak s anti-
apoptotickymi proteiny rodiny Bcl-2 v cytosolu. A zatimco u bunék vystavenych pouze
ucinkiim hypertermie dochazi k uplné zastavé bunécného cyklu, u bunck osetfenych
inhibitorem je tato zastava pouze ¢astecna, umoziujici nejen opravy DNA, ale rovnéz

obnovu proliferace i diky snizené hladiné¢ ROS.

A SK-MES1 (pS3 -/-PTEN w.t.) 0+16h
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Obr. ¢. 32: Stanoveni viability nadorové bunééné linie SK-MES1 po oSetfeni inhibitory PI3K.
Aplikaci inhibitord PI3K (LY294002 a BKM-120) snaslednym oSetfenim hypertermii u nadorové
bunééné linie SK-MES1 (p53-/-, PTEN w. t) nedochazi k ziskani benefitu pifezivani po aplikaci
inhibitoru. Byla tak prokazana podstata pfitomnosti nadorového supresoru p53 na spusténi zachrannych
mechanismu (zastaveni bunééného cyklu a opravy poskozené DNA) (A). Analyza statusu p53 pomoci
western blotové analyzy na nadorové bunééné linii SK-MES (p53-/-) v porovnani s nidorovou buné¢nou
linii A549 (p53 w. t.) (B).

55 Termoprotekce po castecné inhibici PI3K ma za nasledek

stabilizaci p53 a jeho translokaci z jadra do cytosolu.

Nadorovy supresor p53 je podstatny pro iniciaci oprav DNA, se kterou je
spojeno zastaveni bunécného cyklu po aplikaci hypertermie. Nadorové bunky linie
A549 byly osetieny PI3K inhibitorem LY294002 (20 uM a 50 uM) a BKM-120 (1 uM)

S naslednou aplikaci intenzivni hypertermie (47 °C). Takto oSetfené¢ bunky byly
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analyovany pomoci konfokalni mikroskopie. Po aplikaci intenzivni hypertermie (47 °C)
dochazi k translokaci p53 do jadra, kde iniciuje zastaveni bunécného cyklu
snaslednymi opravami poskozené DNA. Caste¢na inhibice PI3K ma za nasledek
stabilizaci proteinu p53 a jeho zpétnou translokaci zjadra do cytosolu. Fosforylace
proteinu p53 na Ser20 a nasledna aktivace Chk-1 ma za nasledek snizenou interakci

mezi p53 a jeho negativnim regulatorem MDM2 (Obr. 33).
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Obr. 33: Amplifikace a nasledna stabilizace p53 v jadfe iniciuje zastaveni bunééného cyklu
a opravy poskozené DNA po hypertermii. OSetieni hypertermii u nadorové bunécné linie A549 ma za
nasledek translokaci p53 do jadra, kde dochazi k zastaveni bunééného cyklu a opravnym procestim
poskozené DNA (A). Rovnéz dochazi po zvysSené stabilizaci p53 po aplikaci LY294002 s néslednou
hypertermii (B). OSetieni inhibitorem aktivuje fosforylaci p53 (Ser20), ktery dale aktivuje fosforylaci
Chk-1. Fosforylovany Chk-1 snizuje interakci mezi p53 a jeho negativnim regulatorem MDM2, ¢imz
dochazi k amplifikaci p53 (C).

Aplikace inhibitort PI3K v kombinaci s hypertermii vede k signifikantnimu
zvySeni piezivani u nadorovych bunécénych linii A549, které je rovnéz doloZeno
analyzou bunétného cyklu. U nadorovych bunék oSetfenych pouze hypertermii lze
pozorovat ¢astecnou blokadu v G2/M fazi bunééného cyklu. Po ¢astecné inhibici PI3K a
nasledné stabilizaci p53 v cytosolu je zastaveni bunééného cyklu kompletni (Obr. 33).
Vzhledem k naslednému dlouhodobému ptezivani bun¢k osetfenych kombinaci PI3K
inhibitoru a intenzivni hypertermie (viz kap. 5.4) lze predpokladat, ze pozorovana

zéastava bunécného cyklu je u nékterych bunék pouze doCasna (inhibice progrese
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bunécného cyklu je vyvolana jiz pred aplikaci hypertermie) a je provdzena intenzivnimi

opravami teplem poSkozené DNA.
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Obr. 34: Stanoveni viability a analyza bunéfného cyklu po aplikaci inhibitori PI3K
(LY294002, BKM-120) s naslednou hypertermii. Inkubace bunék A549 v piitomnosti inhibitort PI3K
(LY294002, BKM-120) s naslednou aplikaci intenzivni hypertermie ma za nasledek zvySeny benefit
pfezivani u nadorové bunééné linie A549 (A), ktera je doplnéna paralelni analyzou buné¢ného cyklu (B).

5.6 Zachovana fosforylace Akt na aminokyselinovém zbytku Ser473
zprostiredkovana TORC2 ma stéZejni vyznam pro fuknéni signalizaci

umoznujici prezivani nadorovych bunék po hypertermii.

Pro osvétleni vyznamu fosforylace Akt na aminokyselinovém zbytku Ser473
jsme se rozhodli pro aplikaci inhibitoru torinu 1, ktery ma mimo jiné schopnost
inhibovat aktivitu mTOR, hlavné jeden zjeho komplexd, mTORC2. Na nadorové
buriky linie A549 byl aplikovan LY294002 (20 uM) a torin 1 (1 uM) s naslednym
oSetfenim intenzivni hypertermii (47 °C). Viabilita takto oSetfenych nadorovych bunék
byla analyzovana pomoci prutokové cytometrie a aktivita Akt byla dokumentovana
vysledky z western blotu. Na zaklad¢ ziskanych dat jsme prokazali, Ze mTORC?2 je
zodpovédny za fosforylaci Akt na Serd473. Castena inhibice PI3K spolu s inhibici
MTORC2 pak maji za nasledek ztratu benefitu pfezivani a pravdépodobné rovnéz

snizeni dlouhodobého piezivani a proliferace (Obr. 35).
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Obr. 35: Zachovana fosforylace Akt (Serd473) je zasadni pro preZivani u nadorovych bunék
oSetfenych inhibitorem PI3K (LY294002) s naslednou aplikaci hypertermie. Aplikace inhibitoru
MTORC2 (torin 1) spolu s inhibitorem PI3K (LY294002) a naslednou aplikaci intenzivni hypertermie
ma za nasledek signifikatni sniZeni viability v porovnani s nadorovymi buiikami oSetienymi inhibitorem
LY294002 a hypertermii (A). mTORC2 je zasadni pro zachovani fosforylace Akt na Serd73, jak je
ukazano i v kontextu western blotové analyzy (B).

5.7 Castena inhibice aktivity PI3K miiZe zvysit preZivani u

vybranych plicnich nadorovych linii rovnéz po oSeti‘eni cisplatinou

Zaveérem jsme porovnali efekt ¢aste¢né inhibice PI3K na vybrané nadorové linie
po aplikaci hypertermie a chemoterapie. V nasledujicim expertimentu jsme sledovali
viabilitu vybranych plicnich nadorovych liniich (A549, H460, H522), které maji status
p53 w. t. a PTEN w. t. (rdzné publikované hladiny) (Blanco et al., 2009) po castecné
inhibici PI3K inhibitorem LY294002 (20 uM a 50 uM) a nasledné aplikaci intenzivni
hypertermie (47 °C). V pfipadé¢ nddorové bunétné¢ linie A549 dochazi kjiz
o¢ekavanému benefitu piezivani bun€k s ¢asteCnou inhibici PI3K a néslednou
hypertermii v porovnani s nadorovymi buinikami oSetfenymi pouze hypertermii.
Nédorové bunécné linie H460 a H522 za stejnych podminek zadny signifikantni benefit

ve viabilité nevykazuji.
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Obr. 36: Porovnani viability vybranych nadorovych plicnich linii po pfidani inhibitoru
PI3K a nasledné hypertermii. Caste¢na inhibice PI3K s naslednou hypertermii vyvolava u nadorové
bunécné linie A549 zvySené ptezivani v porovnani v buiikami oSetfenymi pouze hypertermii. Na druhou
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stranu nadorové linie H460 a H522 tento benefit prezivani za stenych podminek nevykazuji.
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Obr. 37: Analyza viability nadorovych bunéénych linii A549, H522 a H460 po aplikaci
inhibitoru PI3K (LY294002) a nasledném oSetfeni cisplatinou. Nadorova linie A549 nevykazuje
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benefit pfezivani jako tomu tak bylo v ptipadé hypertermie. Naopak inkubace nadorovych buné¢nych linii
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H522 a H460 v pfitomnosti inhibitoru LY294002 s naslednou aplikaci cisplatiny vede ke zvySenému

prezivani.

Vyse popsany benefit prezivani vybranych nadorovych bunéénych linii

s ¢asteCnou

inhibici PI3K (LY294002, 20 uM a 50 uM) a naslednou aplikaci intenzivni hypertermie
(47 °C) se odrazi v rozdilnych hladinach exprese proteinu GADD34, jehoz amplifikace

je indukovana poskozenim DNA. Dale je analyzovana hladina exprese chaperonu BiP,

ktery je indukovany vlivem stresu endoplazmatického retikula (Obr. 37).
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Obr. 38: Analyza qPCR exprese proteinii ucastnicich se odpovédi na poSkozeni DNA a

stresu endoplazmatického retikula.

GADD34 a BiP reaguji na poskozeni DNA a stres

endoplazmatického retikula svoji amplifikaci. Byla analyzovana exprese téchto proteinii u nadorovych
bunécnych linii A549, H460 a H522 po aplikaci inhibitoru LY294002 a nasledném oSetieni hypertermii.
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Obr. 39: Schéma signaliza¢nich drah navrzené na zakladé vysledki vySe uvedenych
experimentii. Stres endoplazmatického retikula vyvolava aktivaci Perk a v soucinnosti s AMPK
aktivovanou v dasledku uniku ATP do extracelularniho prostoru vyvolava fosforylaci PI3K, Nasledné
dochazi k fosforylaci Akt (Thr308) a aktivaci zachrannych bunéénych mechanismti. Pro plnou aktivitu
Akt je rovnéz nutna ptitomnost fosforylace Akt (Ser473), stimulovana aktivitou mTORC2, ktery je
aktivovan skrze mitochondridlni poskozeni a naslednou fosforylaci AMPK. Podstatnou je rovnéz
interakce mezi PTEN a proteinem p53, jehoz aktivita je dualeZitd pro opravy poskozené DNA
termorezistenci. PTEN relokalizuje z jadra do cytosolu, kde  fosforyluje Bcl-2, jehoZz nasledna
inaktivace vede k mitoprotektivnimu efektu. Vyznamna je i skute¢nost, ze samotna aplikace vybranych
inhibitord PI3K vyvolava inhibici bunééného cyklu a pravdépodobné dava nadorovym buikam vyhodu
vhodného vychoziho bodu pro energeticky vyhodnéjsi opravy poskozené DNA:
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6 Diskuze

Jiz od Hippokratovych dob byla po tisice let hypertermie vyvolana horeckou na
pozadi infekéniho onemocnéni pouzivana k 1é¢bé mnoha typli onemocnéni vcetné
rakoviny (Hobohm et al., 2005). Jedinym vyznamnym problémem byla nemoznost
cilené¢ aplikace vysSich nez hrani¢né fyziologickych teplot, ktera by umozinovala
eliminaci solidnich nadort in situ. Prilomovym byl v podstaté aZ objev a pouziti
magnetickych nanopartikuli injikovanych pfimo do oblasti nddorové tkané s naslednou
regulovatelnou hladinou pouzitého tepla v disledku indukce magnetického vInéni
radiofrekvenci (Pissuwan et al., 2006; Ito et al., 2006). Nehledé¢ na tyto pokroky
v praktickém pouziti, zlstavala hypertermie z pohledu znalosti bunééné biologickych
procest a jejich regulace dlouhou dobu zna¢né opomijena.

V poslednich dvou desetiletich byl definovan pojem termalni davky vyjadiujici
mnozstvi tepelné energie, které je vystaven cilovy objekt, definované jeho intenzitou a
délkou jeho trvani (Mouratidis et al., 2015). V piipadé buné¢k lidské tkang, nebo nadort
z nich odvozenych musi byt jejich piivod zavzat do Gvahy nad vyslednym stanovenim
termalni davky vzhledem k vyrazné odlisné citlivosti nékterych z nich. Rovnéz byly
podrobné popsany mnoh¢ déje, k jejichz aktivaci dochéazi s postupné se rozvijejici
odpovédi na plsobici hypertermicky stresovy podnét. Mezi tyto déje patii zejména
uvolnéni ATP do extracelularniho prostoru buiniky v disledku kolapsu vnéjsi
mitochondridlni membrany, provazené pritomnosti molekul SMAC/Diablo a
cytochromu ¢ Vv cytosolu a naslednou aktivaci vnitini apoptotické kaskady ftizené
kterd zahrnuje uvolnéni vépnikovych rezerv do cytosolu, doprovazené aktivaci
vapnikem-regulovanych signalizac¢nich drah, aktivaci kaspazy 4, stresovych proteinli
(PERK, BiP, ATF6, IREla) a zvySenim hladiny molekularnich chaperonti (napf.
proteiny teplotniho Soku, kalretikulin). Paraleln¢ dochazi vlivem PERK-indukované
fosforylace EIF-2a k utlumeni aktivity translacniho aparatu a k aktivaci makroautofagie
(Milleron a Bratton, 2007).

U bunécné linie A549 lidského adenokarcinomu plic jsme v predeslé studii
ustanovili teplotu intenzivni hypertermie (47 °C), pfi niz jsme schopni v dostate¢né

dlouhém casovém useku (az 24h po aplikaci stresového podnétu) pozorovat rozvoj
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vSech vyse uvedenych znaki teplem indukované bunééné smrti (viz Obr. 21) (Adkins et
al., manuskript v revizi do zurnalu Cancer Research).

Paralelné dochédzi kiniciaci signalizacnich drah fizenych aktivitou
PI3/Akt/mTOR a umoziujicich skrze slozitou sit vnitrobunéénych mechanismii
spusténi zachrannych procesti ve snaze buiiky o pieziti. Vysledny efekt stresového
podnétu na bunku je kritickym zplisobem zéavisly na fazi bunééného cyklu, ve které se
bunika nachézi. Nejvice citlivé jsou buniky v mitotické fazi (nasledna neucinna mitoza) a
S fazi (moznost vzniku chromozomalniho poSkozeni) naproti tomu za nejméné citlivé
jsou povazovany bunky v Gl fazi (Hildebrandt et al., 2002). Témét okamzité¢ po
zacatku pusobeni hypertermie o teploté vyssi neZz nefyziologické dochazi k inaktivaci
cyklin-dependentnich kinaz a na né navazanych efektorovych proteinti (cyklin BI,
survuvin a dal§i) a zastavé bunééného cyklu v jednom z moznych kontrolnich boda
(G1/S, ¢i G2/M, respektive). V regulaci bunécného cyklu hraje vyznamnou roli i
aktivita proteinu p53 a to v rozsahu odpovidajicim mife poskozeni DNA. V piipadé
mensiho poskozeni DNA protein p53 podpoii zastavu bunécného cyklu a opravu
poskozené DNA, zatimco v pfipadé rozsahlého poskozeni aktivuje apoptotickou drahu
(Chen et al., 1996). Kinazy Chk1 a Chk2 se pak jednak podileji na stabilizaci proteinu
p53, ale zejména inhibuji funkci fosfataz cdc25A a c¢dc25C zodpovédnych za prichod
ptes G1/S a G2/M kontrolni body a zabratuji tak progresi bunééného cyklu.

V nasi praci jsme po aplikaci intenzivni hypertermie pozorovali aktivaci PI3K
s naslednou fosforylaci Akt na aminokyselinovych zbytcich Thr308 plisobenim PDK-1
a Ser473 po aktivaci mMTORC2. K aktivaci PI3K dochazi v disledku aktivace PERK a
AMPK po stresu endoplazmatického retikula a zmény intraceluldrniho poméru
ATP/AMP, respektive (viz Obr. 15). Jak zde bylo ukazano v experimentech s PERK -/-
OV90 nadorovou bunécénou linii, je signal PI3K vyvolany fosforylaci PERK na
aminokyselinovém zbytku Thr980 vyznamny pro zachovani piezivani nadorovych
bunck po oSetieni intenzivni hypertermii v pfitomnosti inhibitoru PI3K — viz dale (viz
Obr. 23).

Tato prace je zalozena na pozorovani ucinku vybranych inhibitorti pravé PI3K
(LY294002 a BKM120), které v suboptimalnich koncentracich (zachovana fosforylace
PI3K na aminokyselinovém zbytku Ser473) maji schopnost antagonizovat uc¢inek
aplikované intenzivni hypertermie a umoznit vyssi prezivani nadorovych bunck ve

srovnani s hypertermii samotnou (viz Obr. 25).
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Mnohé zcela nové typy slouCenin jsou v soucasné dobé¢ testovany v ruznych
fazich klinickych zkousek na pacientech napfi¢ riznymi typy naddorovych onemocnéni.
Rovnéz nizkomolekularni inhibitory PI3K se diky lepsi specificité nové generace téchto
1é¢iv jevi jako molekuly s vyznamnym terapeutickym potencidlem. A to zejména proto,
ze bazélni hladina signalizace v ose PI3K/Akt/mTOR je vyrazné zvySena az v 50 %
pacientli napf. s rakovinou prostaty. Zmény v bazdlnich hladinach PI3K/Akt/mTOR
odliSuji zdravé bunky od nadorovych a maji rovnéz prognosticky vyznam v predikci
dalsiho vyvoje nadorového onemocnéni, nebot’ jsou asociovany s agresivitou tumoru a
rizikem biochemického relapsu (Morgan et al., 2009). Na trhu vSak vzhledem
k mnohym selhanim v klinickych studiich existuje pouze nedavno schvaleny PI3K
inhibitor idelalisib (r. 2014, Zydelig, produkt spole¢nosti Gilead Sciences) uréeny pro
1écbu chronické lymfocytarni leukémie v kombinaci s rituximabem (Furman et al.,
2014). Je zfejmé, ze hlubsi porozumnéni molekuldrnim mechanismim regulace
selhanim PI3K inhibitorii v 1é€bé nadorovych onemocnéni, ale mohlo by vést k rozvoji
zcela novych strategii v této oblasti. Velka pozornost je v sou€asnosti vénovana rovnéz
studiu molekuly PTEN, tedy pfirozeného inhibitoru PI3K a jeho pisobeni na protein
p53 (viz dale).

Bylo popsano, ze PTEN se pfitomen zejména v cytosolu, kde funguje jako
lipidova fosfataza negativné regulujici PI3K/Akt. PTEN se ale mize u diferencovanych
bunck, nebo bunék v klidové fazi (GO, ¢i bunky se zastavou bunécného cyklu)
vyskytovat rovnéz v jadre, kde dochézi k jeho vazbé na p53, ¢imz reguluje hladinu a
transkripéni aktivitu tohoto proteinu. V pfipadé, Zze je dojde v buiice k rozvoji
oxidativniho stresu, je znemoznéna relokalizace PTEN do cytosolu (proces zéavisly na
fosforylaci jeho aminokyselinového zbytku Ser380). Nasledné¢ dochazi k p53-
indukované zastavé bunécného cyklu v G1-fazi a redukci produkce ROS (Chang et al.,
2008). Nekteré vysledky poukazuji na skutecnost, Ze nuklearni lokalizace PTEN je
regulovana soucinnosti nékolika faktord, mimo jiné i zpétnovazebnou regulaci skrze
hladiny PI3K. Pfechod PTEN z jadra do cytosolu pak rovnéZz provazi uvolnéni bunék
z blokady v G0/G1 fazi do G1/S faze (Liu et al., 2007).

S pouzitim konfokalni mikroskopie a qPCR jsme ukazali, Ze po vystaveni bunck
intenzivni hypertermii dochazi béhem 30 minut po ohfevu k amplifikaci PTEN a jeho
retenci v jadre bunky. V pfipadé bunék osSetfenych obéma zde pouzivanymi inhibitory

PI3K dochézi jest¢ pired ohfevem ke zméndm ve vnitrobunééné distribuci PTEN a
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poklesu jeho hladiny (viz Obr. 31 a 32). Dochazi rovnéz k nabohaceni p53 a jeji
relokalizace do cytosolu buriky (viz Obr. 33).

Na zaklad¢ uvedenych pozorovani je pravdépodobné, Ze nejen specifické
hladiny PI3K, PTEN a p53, ale i lokalizace poslednich dvou je nezbytnym parametrem
umoznujicim dosazeni dlouhodobého pieziti nddorovych bunék.

Tuto skuteCnost jsme prokazali i v experimentech Snadorovymi liniemi
vykazujicimi deficit bud’ na strané¢ PTEN pfi zachované funkci p53 (LNCap, siPTEN
A549), ¢i p53 pti zachované funkei PTEN (SK-MES-1). Kdy u Zadné z uvedenych linii
nebylo mozné dosahnout pfeziti bun€k po jejich vystaveni hypertermii v pritomnosti
ihibitord PI3K (viz Obr. 29, 32). V piipadé SK-MES-1 muze hrat vyznamnou roli jeden
ze znamych protektivnich mechanismi proteinu p53, kterym je jeho schopnost
indukovat pfes aktivaci proteinu p21 zastavu bunééného cyklu v G2 f4zi a umoznit tak
opravu poskozené DNA. Ackoli buniky bez proteinu p53 jsou schopny po poskozeni
DNA vyvolat zastavu bunééného cyklu, tato zastava obvykle neni dostatecné dlouha a
vede k pfedcasnému vstupu bunék do mitdzy, coz usti v bunécnou smrt (Chen et al.,
1996). Stejné tak byt’ ze zcela jiného diivodu nebylo mozné dosahnout pieZiti bunck pfi
soucasné inhibici makroautofagie (pfekroceni unosné hladiny stresu akumulaci
denaturovanych proteinti) a blokddou mTORC2 aktivace vedouci k eliminaci
fosforylace na Ser473 — viz dale.

Makroautofagie, ¢asto nazyvana pouze autofagie, je procesem, kdy dochézi
k odbouravani intracelularnich organel a nadbyte¢nych proteintt jejich vakuolizaci
s naslednou lysozomalni degradaci. Tento d¢€j umoziuje ziskavat buiice nové zdroje
energie a to zejména za nepiiznivych podminek (hladovéni, plsobeni stresu apod.).
Bazalni nastaveni rychlosti autofagického aparatu je striktné regulovano, mimo jiné téz
prostfednictvim proteinli zapojenych do fizeni vstupu do apoptdzy (napt. proteiny
z rodiny Bcl-2). Z tady pozorovani se zda byt ziejmé, ze autofagie muze za urcitych
okolnosti (napt. pfiliSna hladina stresu) vést ke smrti bunky, zatimco za jinych
podminek je jednim ze stézejnich mechanismii preziti (Galluzzi et al., 2008). Stejn¢ tak
je tomu i v pfipadé aplikace hypertermie na nadorové bunky, kdy se schopnost
odstraniovat denaturované proteiny hromadici se v cytosolu bunky stava kritickym
parametrem rozhodujicim o pfeziti zasazené bunky.

Z experimenttl s ptidavkem inhibitoru mTORC2 torinu-1 k bunkam AS549
v kombinaci s hypertermii po provedené preinkubaci s LY294002 jasné vyplynulo, ze

vyznam zachovani fosforylace Akt na aminokyselinovém zbytku Ser473 je naprosto
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kriticky pro pteziti nddorovych bunék (Obr. 35). Nicmén¢, ani pouziti tzv. dudlnich
inhibitort. PI3K a mTOR nezaznamenalo v klinickych testech vyznamny uspéch
(Sabbah et al., 2011). V kontextu vySe uvedeného se nabizi mySlenka, zda diky
dokonale vyrovnanému zpétnovazebnému regulacnimu  mechanismu mezi
PI3K/Akt/mTOR a potazmo PTEN a p53, lze vibec alespon v urCitém procentu
pacient dosahnout trvalejSiho t¢inku terapie s minimalnim rizikem vyskytu toxickych
efekti v disledku podani pftiliS vysokych davek pouzitych inhibitord. Zejména
pochybnosti vtomto ohledu vedly kzavedeni kombinované terapie S pouZitim
inhibitorii PI3K/Akt/mTOR a vybranych chemoterapeutik. Jednim z nejéastéji
pouzivanych preparatii v terapiirtiznych typti nadort je cisplatina.

Cisplatina je jednim z nejuinnéjSich a nejbéZnéji pouZivanych cytostatik v
1écbé tfady karcinomi, zejména karcinomu varlat, ovaria, hlavy, krku, mocového
méchyfe a malobunééného karcinomu plic. Jednd se o celkem jednoduchou
anorganickou slouceninu — [CiSPt(NH3)2CI2], tedy cisdiamino-dichlor platnaty
komplex, fadici se mezi tzv. alkylacni cytostatika. Hlavni mechanismus
protinddorového ucinku cisplatiny spocivd v jeji interakci s DNA a v tvorbé
kovalentnich vazeb s purinovymi bazemi, nejCastéji s guaninem. Vzniklé kovalentni
vazby mezi fetézci brani jejich separaci pii replikaci a zaroven dochézi k inhibici
transkripce.

OSetfeni cisplatinou vyvolava transkripci genu pro protein p21, ktery pisobi
jako inhibitor cyklin dependentnich kinaz Cdk2 a Cdk4, a evokuje tak zéstavu
bunécéného cyklu. Déle protein pS3 indukuje expresi proapoptotickych ¢lent rodiny Bel-
2, jako jsou Bax, Puma a Noxa, které jsou odpoveédné za spusténi mitochondrialni
apoptotické drahy (Kuwahara et al., 2000). Signélni drahou proteinu p53 muize dojit i k
inhibici stresové JNK kindzy, kterd se podili na indukci apoptozy, coz vede také k
ochran¢ bunky ptfed apoptéozou. Pro vétSinu bunécnych linii vystavenych plisobeni
cisplatiny je charakteristickd zastava bunééného cyklu v G2 fazi, vyznamna akumulace
bun¢k v G1 fazi se vyskytuje velmi zfidka (Sorenson et al., 1988). VysSe uvedené
poznatky poskytuji jistou nadéji na Uspéch kombinované terapie PI3K/Akt/mTOR a
cisplatiny.

Z naSich poznatkd nicméné vyplyva, ze za urcitych okolnosti muze ptidavek
inhibitoru PI3K antagonizovat rovnéz U€inky oSetfeni cisplatinou, jak bylo ukazano na
nartstu dlouhodobého pieziti bun€k linii plicniho adenokarcinomu H522 a H460 (Obr.

37). V piipadé téchto linii narozdil od linie A549 nebyl antagonizujici ¢inek dosazen
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v kombinaci s hypertermii, ale pouze s oSetfenim cisplatinou. VSechny uvedené linie
byly vybrany cilené, protoze maji funkéni p53 i PTEN. Tento vysledek by pak mohl byt
al., 2010).

Zavérem je tedy mozné shrnout, ze moznosti pouziti inhibitori hlavnich
komponent v ose PIBK/Akt/mTOR se ve svétle prezentovanych vysledkl a v kontextu
s klinickymi daty zdaji byt oproti ptivodnim piedpokladiim pomérné¢ omezené. Nalezeni
specifickych biomarkerti by mohlo vyrazn€ napomoci uspéchu tohoto typu lécby a to

zejména v nastaveni davky a  monitorovani prubéhu  vlastni terapie.
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7 Z.avér

1.) Na zaklad¢ charakterizace stresové odpovédi bunck osetfenych definovanou
termalni davkou bylo zjisténo, ze dochazi k aktivaci signaliza¢nich drah vedouci k
bunééné smrti zejména v dusledku ubytku energetickych zasob, akumulace
denaturovanych proteini v cytosolu bunky a nevratného poskozeni DNA. Toto

pozorovani je zaloZeno na nize uvedenych vysledcich:

e Hypertermie indukuje Unik ATP do extracelularniho prostoru. V dusledku
stresové odpovédi endoplazmatického retikula dochazi k aktivaci kaspaz, uniku
vapniku do cytosolu a fosforylaci PERK. Paraleln¢ dochazi k poklesu
mitochondrialniho potencialu provazeného tinikem cytochromu ¢ do cytosolu a
amplifikaci ROS. Vitalni stav bunky odrdzi pfitomnost molekuly kalretikulinu
na povrchu bunék.

e V dasledku zmén poméru ATP/AMP a stresu endoplazmatického retikula
dochdzi k aktivaci PI3K s naslednou iniciaci zachrannych mechanismti bunék
vystavenych  plsobeni hypertermie. Aktivace vybranych komponent
signaliza¢nich drah regulovanych PI3K byly analyzovany metodou western blot
(PERK, PTEN, p53, mTOR, Akt, Erk1/2, Bad).

2.) V ramci zhodnoceni vlivu vybranych inhibitori PI3K na pfeZivani
nadorovych bunécnych linii po aplikaci hypertermie bylo zjiSténo, Ze Castecna inhibice
PI3K se zachovanou aktivitou na Akt (fosforylace na aminokyselinovém zbytku
Ser473) v rozporu s ocekdvanim antagonizuje protinaddorovy efekt hypertermie u
Sirokého spektra nadorovych linii. U nékterych nadorovych bunécénych linii navic

dokonce podporuje jejich prezivani.

e Inhibitory PI3K (LY294002 a BKM120) o stanovené koncentraci byly titrovany
na zéklad¢ inhibi¢niho efektu na fosforylaci Akt (Thr308, Ser473). Vyznam
aktivity mTOR na zachovéani aktivace Akt (Ser473) byl prokazén inhibici
(rapamycin, torin) jeho komplext, mTORCI1 a mTORC?2.

e K piezivani nadorovych bunék po cCastecné inhibici PI3K pfispivd snizeni
hladiny stresu vlivem aktivity PTEN a p53. Dochazi ke zméné jejich
subcelularni lokalizace vedouci k zastaveni bunééného cyklu, snizeni hladiny

oxidativniho stresu a aktivaci anti-apoptotickych proteinti z rodiny Bel. PTEN
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ma zasadni roli v dlouhodobém piezivani nddorovych bunécnych linii po
aplikaci hypertermie v kombinaci s ¢astecnou inhibici PI3K.
e Bunky izolované z primarniho nddoru nebylo mozné vzhledem k jejich nizkému
poctu pouzit pro sledovani efektu vybraného klinicky pouzivaného inhibitoru
PI3K.
3.) Casteéna inhibice aktivity PI3K v kombinaci s b&zné klinicky pouZivanymi
chemoterapeutiky rovnéz vede podobné jako v piipadé¢ hypertermie u nékterych
nadorovych bunéénych linii k jejich zvySenému piezivani a to v zavislosti na

intracelularnich hladinach molekul p53 a PTEN.

94



Seznam literatury

8 Seznam literatury

Ahmed, K., & Zaidi, S. F. (2013). Treating cancer with heat: Hyperthermia as
promising strategy to enhance apoptosis. Journal of the Pakistan Medical Association.

Badadani, M. (2012). Autophagy Mechanism, Regulation, Functions, and Disorders.
ISRN Cell Biology, 2012(2), 1-11. http://doi.org/10.5402/2012/927064.

Bettaieb, A., & Averill-Bates, D. A. (2015). Thermotolerance induced at a mild
temperature of 40°C alleviates heat shock-induced ER stress and apoptosis in HelLa
cells. Biochimica et Biophysica Acta - Molecular Cell Research, 1853(1), 52—
62. http://doi.org/10.1016/j.bbamcr.2014.09.016.

Bettaieb, A., Paulina, K., Diana A. Hyperthermia: Cancer Treatment and
Beyond. Cancer Treatment - Conventional and Innovative Approaches. InTech, 2013
[cit. 2016-05-01]. DOI: 10.5772/55795. ISBN 978-953-51-1098-9.

Blanco R, Iwakawa R, Tang M et al A gene-alteration profile of human lung cancer cell
lines. Hum Mutat 2009; 30: 1199-206.

Brada, M., Ford, D., Ashley, S., Bliss, J. M., Crowley, S., Mason, M., Rajan, B., &
Traish, D. (1992). Risk of second brain tumour after conservative surgery and
radiotherapy for pituitary adenoma. BMJ, 304(6838), 1343-1346.

Courtney, K. D., Corcoran, R. B., & Engelman, J. A. (2010). The PI3K pathway as drug
target in human cancer. Journal of Clinical Oncology : Official Journal of the American
Society of Clinical Oncology, 28(6), 1075-83.
http://doi.org/10.1200/JC0.2009.25.3641.

Dancey J. E. (2004). Molecular targeting: PI3 kinase pathway. Ann. Oncol. 15, iv233-
iv239. 10.1093/annonc/mdh932.

Datta, S. R., Dudek, H., Xu, T., Masters, S., Haian, F., Gotoh, Y., & Greenberg, M. E.
(1997). Akt phosphorylation of BAD couples survival signals to the cell- intrinsic death
machinery. Cell, 91(2), 231-241. http://doi.org/10.1016/S0092-8674(00)80405-5.

95



Seznam literatury

Degenhardt, K., Mathew, R., Beaudoin, B., Bray, K., Anderson, D., Chen, G,
Mukherjee, C., Shi, Y., Gélinas, C., Fan, Y., Nelson, D. A., Jin, S., and White, E., 2006:
Autophagy promotes tumor cell survival and restricts necrosis, inflammation, and
tumorigenesis. Cancer Cell, 10(1): 51-64.

Degterev A, Hitomi J, Germscheid M, Ch’en IL, Korkina O, Teng X, Abbott D, Cuny
GD, Yuan C, Wagner G, et al. Identification of RIP1 kinase as a specific cellular target
of necrostatins. Nat Chem Bio0l.2008;4:313-321. doi: 10.1038/nchembio.83.

Delaney, G. et al. (2005). The Role of Radiotherapy in Cancer Treatment: Estimating
Optimal Utilization from a Review of Evidence-Based Clinical Guidelines. Cancer,
104(6), S. 1129-1137. http://doi.org/10.1002/cncr.21324.

Donehower, L.A. (1996). The p53-deficient mouse: a model for basic and applied

cancer studies. Semin. Cancer Biol. 7, 269-278.

Edinger AL, Thompson CB. Death by design: Apoptosis, necrosis and autophagy. Curr
Opin Cell Biol.2004;16:663-669. doi: 10.1016/j.ceb.2004.09.011.

Engelman, J. A., Luo, J., Cantley, L. C. (2006): The evolution of phosphatidylinositol 3
kinases as regulators of growth and metabolism. Nat Rev Genet 7: 606-19.

Faes, S., & Dormond, O. (2015). PI3K and AKT: Unfaithful partners in cancer.
International Journal of Molecular Sciences. http://doi.org/10.3390/ijms160921138.

Fang, S., Jensen, J.P., Ludwig, R.L., Vousden, K.H., and Weissman, A.M. (2000).
Mdm2 is a RING finger-dependent ubiquitin protein ligase for itself and p53. J. Biol.
Chem. 275, 8945-8951.

Feng J., Park J., Cron P., Hess D., and Hemmings B.A. 2004. Identification of a
PKB/Akt hydrophobic motif Ser-473 kinase as DNA-dependent protein kinase. J. Biol.
Chem. 279: 41189-96.

Fucikova, J.,Bartunkova, J., gpi§ek, R. The Concept of Immunogenic Cell Death in
Antitumor Immunity. Klinicka onkologie [online]. 2015, 28(Suppl 4), 4548-4S55 [cit.
2016-05-01]. DOI: 10.14735/amko20154S48. ISSN 0862495x. Dostupné z:

96



Seznam literatury

http://www.linkos.cz/klinicka-onkologie-journal/search-for-
articles/skupina/a/zobrazit/ids/4842/.

Furman RR1, Sharman JP, Coutre SE, et al. Idelalisib and rituximab in relapsed chronic
lymphocytic leukemia. N Engl J Med. 2014;370:997-1007.

Galluzzi L, Morselli E, Vicencio JM, Kepp O, Joza N, Tajeddine N, et al. Life, death
and burial: multifaceted impact of autophagy. Biochem Soc Trans. 2008;36:786—790.
doi: 10.1042/BST0360786.

Galluzzi, L., Blomgren, K., & Kroemer, G. (2009). Mitochondrial membrane
permeabilization in neuronal injury. Nature Reviews. Neuroscience, 10(7), 481-494.
http://doi.org/10.1038/nrn2665.

Gulati P, Gaspers LD, Dann SG, Joaquin M, Nobukuni T, Natt F, Kozma SC, Thomas
AP, Thomas G. Amino acids activate mTOR complex 1 via Ca2+/CaM signaling to
hVps34. Cell Metab. 2008;7(5):456—465.

Hanahan, D., & Weinberg, R. A. (2011). Hallmarks of cancer: the next generation. Cell,
144(5), 646-674.

Hennessy B. T., Smith D. L., Ram P. T., Lu Y. & Mills G. B. Exploiting the PISK/AKT
pathway for cancer drug discovery. Nature reviews. Drug discovery 4, 988-1004,
(2005).10.1038/nrd1902.

Hildebrandt, B., Wust, P., Ahlers, O., Dieing, A., Sreenivasa, G., Kerner, T., ... Riess,
H. (2002). The cellular and molecular basis of hyperthermia. Critical Reviews in
Oncology/Hematology. http://doi.org/10.1016/S1040-8428(01)00179-2.

Hosokawa N, Hara T, Kaizuka T, Kishi C, Takamura A, Miura Y, lemura S, Natsume
T, Takehana K, Yamada N, Guan JL, Oshiro N, Mizushima N. Nutrient-dependent
mTORC1 association with the ULK1-Atgl3-FIP200 complex required for
autophagy. Mol Biol Cell. 2009;20:1981-1991. doi: 10.1091/mbc.E08-12-1248.

Hou, C.-H., Lin, F.-L., Hou, S.-M., & Liu, J.-F. (2014). Hyperthermia Induces

Apoptosis through Endoplasmic Reticulum and Reactive Oxygen Species in Human

97



Seznam literatury

Osteosarcoma Cells. International Journal of Molecular Sciences, 15(10), 17380-17395.
http://doi.org/10.3390/ijms151017380.

Chang CJ, Mulholland DJ, Valamehr B, Mosessian S, Sellers WR, Wu H. PTEN
nuclear localization is regulated by oxidative stress and mediates p53-dependent tumor
suppression. Mol Cell Biol.2008;28(10):3281-3289. doi: 10.1128/MCB.00310-08.

Chen X, Ko LJ, Jayaraman L, Prives C. p53 levels, functional domains and DNA
damage determine the extent of the apoptotic response of tumor cells. Genes
Dev. 1996;10:2438-2451. doi: 10.1101/gad.10.19.2438.

Chichel, A., Skowronek, J., Kubaszewska, M., & Kanikowski, M. (2007). Hyperthermia
— description of a method and a review of clinical applications. Reports of Practical
Oncology & Radiotherapy, 12(5), 267-275. http://doi.org/10.1016/S1507-
1367(10)60065-X.

Jiang, L., Sheikh, M. S., & Huang, Y. (2010). Decision Making by p53: Life versus
Death. Molecular and Cellular Pharmacology, 2(2), 69-77.
http://doi.org/10.4255/mcpharmacol.10.10.

Jung IL, Kang HJ, Kim KC, Kim IG. PTEN/pAkt/p53 signaling pathway correlates with
the radioresponse of non-small cell lung cancer. Int J Mol Med. 2010;25(4):517-23.
Epub 2010/03/04.

Katso R., Okkenhaug K., Ahmadi K., White S., Timms J., Waterfield M. D. Cellular
function of phosphoinositide 3-kinases: implications for development, immunity,
homeostasis, and cancer. Annual Review of Cell and Developmental
Biology. 2001;17:615-675. doi: 10.1146/annurev.cellbio.17.1.615.

Kepp, O., Galluzzi, L., Martins, 1., Schlemmer, F., Adjemian, S., Michaud, M., ...
Kroemer, G. (2011). Molecular determinants of immunogenic cell death elicited by
anticancer chemotherapy. Cancer and Metastasis Reviews, 30(1), 61—
69. http://doi.org/10.1007/s10555-011-9273-4.

98



Seznam literatury

Koido, S., Ohkusa, T., Homma, S., Namiki, Y., Takakura, K., Saito, K., ... Tajiri, H.
(2013). Immunotherapy for colorectal cancer. World Journal of Gastroenterology,
19(46), 8531-8542.http://doi.org/10.3748/wjg.v19.i46.8531.

Kroemer, G., Galluzzi, L., Kepp, O., & Zitvogel, L. (2013). Immunogenic Cell Death in
Cancer  Therapy. Annual Review  of Immunology, 31(1), 51—
72. http://doi.org/doi:10.1146/annurev-immunol-032712-100008.

Kroemer, G., Marino, G., & Levine, B. (2010). Autophagy and the Integrated Stress
Response. Molecular Cell. http://doi.org/10.1016/j.molcel.2010.09.023.

Kuwahara D, Tsutsumi K, Kobayashi T, Hasunuma T, Nishioka K. Caspase-9 regulates
cisplatin-induced apoptosis in human head and neck squamous cell carcinoma
cells. Cancer Lett. 2000;148:65-71. doi: 10.1016/S0304-3835(99)00315-8.

Liu JL, Mao Z, LaFortune TA, Alonso MM, Gallick GE, Fueyo J, Yung WKA. Cell
cycle-dependent nuclear export of phosphatase and tensin homologue tumor suppressor
is regulated by the phosphoinositide-3-kinase signaling cascade. Cancer
research. 2007;67:11054-11063.

Liu P, Gan W, Inuzuka H, Lazorchak AS, Gao D, Arojo O, et al. Sinl phosphorylation
impairs mMTORC2 complex integrity and inhibits downstream Akt signalling to suppress
tumorigenesis. Nat Cell Biol(2013) 15:1340-50.10.1038/ncb2860.

Loewith R, Jacinto E, Wullschleger S, Lorberg A, Crespo JL, Bonenfant D, Oppliger
W, Jenoe P, Hall MN. Two TOR complexes, only one of which is rapamycin sensitive,
have distinct roles in cell growth control. Mol Cell. 2002;10:457-468. doi:
10.1016/S1097-2765(02)00636-6.

Mallory, M., Gogineni, E., Jones, G. C., Greer, L., & Simone, C. B. (2016). Therapeutic
hyperthermia: The old, the new, and the upcoming. Critical Reviews in
Oncology/Hematology. http://doi.org/10.1016/j.critrevonc.2015.08.003.

Marino, G., Niso-Santano, M., Baehrecke, E. H., & Kroemer, G. (2014). Self-
consumption: the interplay of autophagy and apoptosis. Nat Rev Mol Cell Biol, 15(2),
81-94. http://doi.org/10.1038/nrm3735.

99



Seznam literatury

Martins, F. C., & de Oliveira, C. F. (2008). Chemotherapy and the future: microdialysis
as a local administration technique. European Journal of Gynaecological Oncology,
30(1), 5-8.

Mathew, R., Karantza-Wadsworth, V., & White, E. (2007). Role of autophagy in
cancer. Nature Reviews. Cancer, 7(12), 961-7. http://doi.org/10.1038/nrc2254.

Mesaeli, N., & Phillipson, C. (2004). Impaired p53 expression, function, and nuclear
localization in calreticulin-deficient cells. Molecular Biology of the Cell, 15(4), 1862—
1870.http://doi.org/10.1091/mbc.E03.

Miller, D. L., Smith, N. B., Bailey, M. R., Czarnota, G. J., Hynynen, K., & Makin, I. R.
S. (2012). Overview of therapeutic ultrasound applications and safety considerations.
Journal of Ultrasound in Medicine : Official Journal of the American Institute of
Ultrasound in Medicine, 31(4), 623-34.http://doi.org/10.1016/j.biotechadv.2011.08.021.

Mocna, M. (2007). Hyperthermia in oncology. In AIP Conference Proceedings (Vol.
958, pp. 256-257). http://doi.org/10.1063/1.2825805.

Morgan TM, Koreckij TD, Corey E.. Targeted therapy for advanced prostate cancer:
inhibition of the PI3K/Akt/mTOR pathway. Curr Cancer Drug Targets (2009) 9:237—
49.10.2174/156800909787580999

Mouratidis, P. X. E., Rivens, ., & ter Haar, G. (2015). A study of thermal dose-induced
autophagy, apoptosis and necroptosis in colon cancer cells. International Journal of
Hyperthermia, 31(5), 476-488. http://doi.org/10.3109/02656736.2015.1029995.

Ohnishi, K., Yasumoto, J. I., Takahashi, A., & Ohnishi, T. (2006). LY294002, an
inhibitor of P1-3K, enhances heat sensitivity independently of p53 status in human lung

cancer cells. International Journal of Oncology, 29(1), 249-253.

Placido A. 1., Pereira C. M. F., Duarte A. 1., Candeias E., Correia S. C., Santos R. X., et
al. (2014).The role of endoplasmic reticulum in amyloid precursor protein processing
and trafficking: implications for Alzheimer’s disease. Biochim.  Biophys.
Acta 1842 1444-1453. 10.1016/j.bbadis.2014.05.003.

100



Seznam literatury

Proskuryakov S. Y., Konoplyannikov A. G. & Gabai V. L. Necrosis: a specific form of
programmed cell death? Exp. Cell Res. 283, 1-16 (2003).

Pyo JO, Nah J, Jung YK. Molecules and their functions in autophagy. Experimental &
molecular medicine. 2012;44(2):73-80. doi: 10.3858/emm.2012.44.2.029.

Roti Roti, J. L. (2008). Cellular responses to hyperthermia (40-46°C): Cell killing and
molecular events. International Journal of Hyperthermia, 24(1), 3-15.
http://doi.org/10.1080/02656730701769841.

Sabbah D. A.; Brattain M. G.; Zhong H. Dual inhibitors of PI3K/mTOR or mTOR-
selective inhibitors: which way shall we go?. Curr. Med. Chem. 2011, 18, 5528-5534.

Saito, A., Ochiai, K., Kondo, S., Tsumagari, K., Murakami, T., Cavener, D. R., &
Imaizumi, K. (2011). Endoplasmic reticulum stress response mediated by the PERK-
elF2(alpha)-ATF4 pathway is involved in osteoblast differentiation induced by BMP2.
The Journal of Biological Chemistry, 286(6), 4809—
18.http://doi.org/10.1074/jbc.M110.152900.

Sarbassov D. D., Guertin D. A., Ali S. M. & Sabatini D. M. Phosphorylation and
regulation of Akt/PKB by the rictor-mTOR complex. Science 307, 1098-1101 (2005).

Sarker, D., Reid, A. H. M., Yap, T. a, & de Bono, J. S. (2009). Targeting the PI3K/AKT
pathway for the treatment of prostate cancer. Clinical Cancer Research : An Official
Journal of the American Association for Cancer Research, 15(15), 4799-
805. http://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-08-0125.

Sebag-Montefiore, D., Stephens, R. J., Steele, R., Monson, J., Grieve, R., Khanna, S.,
. Parmar, M. (2009). Preoperative radiotherapy versus selective postoperative
chemoradiotherapy in patients with rectal cancer (MRC CR07 and NCIC-CTG C016): a
multicentre, randomised trial. The Lancet, 373(9666), 811-820.
http://doi.org/10.1016/S0140-6736(09)60484-0.

Shimizu, S., Yoshida, T., Tsujioka, M., & Arakawa, S. (2014). Autophagic cell death
and cancer. International Journal of Molecular
Sciences. http://doi.org/10.3390/ijms15023145.

101



Seznam literatury

Sorenson CM, Eastman A. Mechanism of cis-diamminedichloroplatinum(ll)-induced
cytotoxicity: role of G2 arrest and DNA double-strand breaks. Cancer
Res. 1988;48:4484-4488.

Stambolic, V., MacPherson, D., Sas, D., Lin, Y., Snow, B., Jang, Y., ... Mak, T. W.
(2001). Regulation of PTEN transcription by p53. Molecular Cell, 8(2), 317-325.
http://doi.org/10.1016/S1097-2765(01)00323-9.

Sudhakar, A. (2009). History of cancer, ancient and modern treatment methods. Journal
of Cancer Science & Therapy, 1(2), 1.

Taylor RC, Cullen SP, Martin SJ. Apoptosis: controlled demolition at the cellular
level. Nat Rev Mol Cell Biol. 2008;9(3):231-241.

Thiesen, B., & Jordan, A. (2008). Clinical applications of magnetic nanoparticles for
hyperthermia. International Journal of Hyperthermia : The Official Journal of European
Society for Hyperthermic Oncology, North American Hyperthermia Group, 24(6), 467—
474, http://doi.org/10.1080/02656730802104757.

Thomas C.C., Deak M., Alessi D.R., and van Aalten D.M. 2002. High-resolution
structure of the pleckstrin homology domain of protein kinase b/akt bound to
phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate. Curr Biol. 2002 12:1256-62.

Toraya-Brown, S., & Fiering, S. (2014). Local tumour hyperthermia as immunotherapy
for metastatic cancer. International Journal of Hyperthermia, 30(8), 531-539.
http://doi.org/10.3109/02656736.2014.968640 .

Upreti M, Chu R, Galitovskaya E, Smart SK, Chambers TC. Key role for Bak activation
and Bak-Bax interaction in the apoptotic response to vinblastine. Mol Cancer
Ther. 2008;7:2224-2232.

Van der Zee, J. (2002). Heating the patient: A promising approach? Annals of
Oncology. http://doi.org/10.1093/annonc/mdf280.

Van der Zee, J., Z., V., M., K., & T., S. (2008). The Kadota Fund International Forum
2004 - Clinical group consensus. International Journal of Hyperthermia.
http://doi.org/10.1080/02656730801895058.

102



Seznam literatury

Vansteenkiste J, Canon JL, De Braud F, et al. Safety and efficacy of buparlisib
(BKM120) in patients with PI3K pathway-activated non-small cell lung cancer
(NSCLC):  results from the phase Il BASALT-1 study.J Thorac
Oncol. 2015;10(9):1319-1327.

Waust, P., Hildebrandt, B., Sreenivasa, G., Rau, B., Gellermann, J., Riess, H., ... Schlag,
P. M. (2002). Hyperthermia in combined treatment of cancer. The Lancet Oncology,
3(8), 487-497. http://doi.org/10.1016/S1470-2045(02)00818-5.

Xu, X., Gupta, S., Hu, W., McGrath, B. C., & Cavener, D. R. (2011). Hyperthermia
induces the ER stress pathway. PLoS ONE,
6(8). http://doi.org/10.1371/journal.pone.0023740.

Yang Z, Klionsky DJ. Mammalian autophagy: core molecular machinery and signaling

regulation.Current opinion in cell biology. 2010 Apr;22:124.

Yu L. et al. . Termination of autophagy and reformation of lysosomes regulated by
mTOR. Nature 465, 942-946 (2010).

Internetové zdroje
http://media.cellsignal.com/www/pdfs/science/pathways/Autophagy.pdf.

http://www.cellsignal.com/common/content/content.jsp?id=science-pathways-akt.

103



Seznam literatury

104



