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SOUHRN

Kolorektalni karcinom (CRC) predstavuje jedno z nejc¢astéjSich ndadorovych
onemocnéni, spojené navic se zna¢nou mortalitou. Velka pozornost se vénuje moZnostem
prevence vzniku CRC nejrlznéjsimi faktory vnéjsiho prostiedi. Zvysledkld rady
epidemiologickych a klinickych studii vyplyvd, Ze zvySeni hladin selenu v organismu koreluje
se snizenim rizika vzniku a rozvoje nadorovych onemocnéni véetné CRC. Rovnéz v pfipadé
pokusnych zvifat a v modelech in vitro prokazaly slouéeniny selenu schopnost inhibovat
proliferaci nddorovych bunék a indukovat bunéénou smrt. Cilem této prace bylo prozkoumat
antiproliferacni ucinky selenicitanu sodného v modelu kolorektalniho karcinomu in vitro,
konkrétné u dvou modelovych linii lidského kolorektdlniho karcinomu HCT 116 liSicich se

pritomnosti funkéniho genu pro p53 protein.

Z vysledk( prace vyplyva, Ze selenicitan sodny v koncentracich 2,5 pyM — 10 uM
inhiboval proliferaci a indukoval buné¢nou smrt bunék HCT 116 v zdavislosti na koncentraci a
dobé pusobeni. Selenicitan sodny dale blokoval bunéény cyklus bunék HCT 116 v S/G2-M
fazich, indukoval produkci superoxidu v mitochondriich, poskozeni DNA, expresi proteinu
p53 a bunécnou smrt za Ucasti kaspaz. Bunécna smrt zplsobend seleni¢itanem je u téchto
bunék doprovdzena autofagii. Buriky linie HCT 116-p53KO, neobsahujici funkéni gen p53,
jsou v ramci sledovaného koncentracniho rozmezi a c¢asového intervalu méné citlivé k
plUsobeni seleniéitanu sodného nezZ bunky linie. HCT 116. Buriky linie HCT 116-p53KO0 jsou
schopné odpovédét na plsobeni seleni¢itanu sodného aktivaci kaspaz, ne vsak v takové
intenzité jako bunky divokého typu. Ziskané vysledky svédéi o tom, Ze pfitomnost funkéniho
proteinu p53 ovliviuje reakci bunék HCT 116 na toxické plsobeni selenicitanu sodného,

zaroven se vSak v tomto modelu uplatiuji i mechanismy na p53 nezavislé.



SUMMARY
Effects of sodium selenite in human colon cancer cells with different p53 status

Colorectal carcinoma (CRC) is one of the leading causes of cancer - associated mortality.
Great effort is spent on the investigation of prevention possibilities by various types of
environmental factors. Several epidemiological studies and clinical studies have shown an
inverse association between selenium intake and the risk of different types cancer including
CRC. Also in animal models and cell lines in vitro selenium compounds have shown ability to
inhibit proliferation and induce cell death. The aim of this study was to assess the
antiproliferative effects of sodium selenite in colorectal cancer cells in vitro, particularly in

two model colorectal cancer cell lines HCT 116 differing in their p53 status.

We have shown that sodium selenite in concentration range of 2.5 uM-10 uM
inhibited proliferation and induced cell death in HCT 116 cells in a time- and concentration-
dependent manner. Sodium selenite blocked the progression through the cell cycle in the
S/G2-M phases, induced superoxide production in mitochondria, DNA damage and
expression of p53 protein and activated cell death with involvement of caspases. Sodium
selenite also increased the expression of autophagy markers. The HCT 116-p53KO cells,
lacking functional p53 gene, were significantly less sensitive to sodium selenite treatment
that the wild type HCT 116 cells. The HCT 116 cells were able to activate the effector
caspases following sodium selenite treatment, but to significantly smaller extent compared
to the wild type cell line. These results suggest that p53 status affects the reaction of model
cell lines to sodium selenite treatment, however, they also indicate the presence of p53-

independent mechanisms of selenite — induced cytotoxicity.



1. UVOD DO PROBLEMATIKY

Podle studie publikované v r. 2008 je kolorektalni karcinom (CRC) celosvétové
tfetim nejcastéjSim nadorovym onemocnénim u muzl a druhym nejcastéjSim u Zen.
Pocet nové diagnostikovanych pfipadl byl v tomto roce odhadovan na 1 233 000, s
predpoklddanym poctem damrti 608 000 osob. Veské republice je rocné
diagnostikovdno kolem 8000 novych pfipadl kolorektalniho karcinomu a pfiblizné 4500
postizenych na toto onemocnéni umird. Vice nez 50 % novych pfipad( je bohuzel
diagnostikovano v pokrocilych klinickych stadiich onemocnéni, coz vyznamné zhorsuje
progndzu pacienta [1].

Kolorektalni karcinom wvznikd jako duasledek akumulace genetickych a
epigenetickych zmén, které pfeméni normalni stfevni epitel v invazivni adenokarcinom.
Klicovou signdlni drahou v patogenezi CRC je Wnt — signalni draha, ktera je zodpovédna
za udrzovani kompartmentu nediferencovanych kmenovych bunék stfevniho epitelu.
Jednou z prvnich udalosti v tumorigenezi CRC tak byvaji mutace inaktivujici protein APC,
pfipadné stabilizujici B-katenin, které maji za nasledek zadrieni nediferencovanych
proliferujicich bunék ve sténé krypty. Deregulace drahy epidermalniho ristového faktoru
(EGF) nastava rovnéZ v casnych fazich vyvoje kolorektdlniho karcinomu. Aktivace
receptoru pro epidermalni rastovy faktor (EGFR) vede prostfednictvim proteinu KRAS a
jeho cile BRAF k aktivaci MAPK signdlni drahy, kterd stimuluje proliferaci a podporuje
preziti bunék. Mutace signalni drahy fosfatidylinositol-3-kindzy (PI3K) jsou pfitomny aZ ve
40 % pripadd CRC a podporuji zfejmé prechod onemocnéni od stadia adenomu ke
karcinomu. S maligni transformaci adenom( jsou rovnéz spojeny poruchy drahy
transformacniho rlstového faktoru B (TGFB). Inaktivujici mutace postihuji receptorové
geny (TGFBR2 a TGFBR1) i geny pro transkrip¢ni faktory rodiny SMAD, zejména SMAD?2 a
SMADA4 [5, 11]. Aktivace IKK/NF-kB signalni drahy se uplatriuje zejména v patogenezi CRC
spojené s chronickym zdnétlivym onemocnénim [2, 3]

Protein p53 je kliCovy tumor supresorovy protein aktivovany rlznymi typy
bunécného stresu. Specificky se vaze na DNA a indukuje expresi fady genU hrajicich roli v
regulaci bunécného cyklu, opravé DNA a apoptdze. Mutace v genu pro p53 jsou
pfitomny ve vice neZ poloviné pfipadl nadorovych onemocnéni, ve vétsiné zbylych
pfipadd nachazime dalsi poruchy v rdmci drahy p53, které interferuji s jeho funkci. Ztrata

funkce p53 umozinuje nadorové burice uniknout apoptotické smrti a posilovat maligni
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fenotyp, coz vede Casto k rozvoji rezistence nadorovych bunék vici béZzné radioterapii a
chemoterapii [4]. V pfipadé CRC jsou mutace v tumor supresorovém genu p53 nachdzeny
zejména v pozdnich fazich progrese onemocnéni (vyskytuji se u 4-6 % adenom(, 50 %
adenom( s invazivnimi loZisky a 50 — 75 % kolorektdlnich karcinomu) a koreluji s
agresivnéjsSim fenotypem nadorovych bunék [5].

Zakladni metodou lécby kolorektdlniho karcinomu je chirurgické odstranéni
nadorové tkané, kombinované schemoterapii. VIé¢bé se uzivd5-fluorouracilu,
capecitabinu, oxaliplatiny a irinotecanu, derivatli kyseliny listové a rovnéz biologickych
|é¢iv jako bevacizumab, cetuximab a panitumimab. Pro v€asny zachyt onemocnéni se
provadi test na pritomnost okultniho krvaceni do stolice (TOKS) a pfipadné
kolonoskopické vysetreni [6]. Velka pozornost se vénuje prevenci CRC ovlivnénim faktort
vnéjsiho prostredi, zejména vyvazenou skladbou potravy, udrzovanim optimalni télesné
hmotnosti a pravidelnou pohybovou aktivitou. Pokud se hovoti o chemoprevenci CRC,
znamena to na jedné strané vylouceni Skodlivych latek z diety, na druhé strané zaclenéni
latek puasobicich proti vzniku a rozvoji nadorového bujeni, at uZ pfirodnich, nebo
syntetickych. Tyto latky a faktory jsou studovany na rtiznych urovnich, od in vitro modelt
pres studie na pokusnych zvitatech aZz po epidemiologické a klinické studie ridzného typu
a rozsahu. Spektrum testovanych faktori je velmi Siroké, od komplexnich typu
y,konzumace ovoce a zeleniny”, az po farmaka snazZici se zasahnout specificky
mechanismus v patogenezi CRC [7]. Mezi intenzivné studované chemopreventivni [atky
patfii slou¢eniny selenu.

Selen je stopovy prvek potfebny pro spravnou funkci lidského organismu.
Fyziologicka role selenu je dana jeho pfitomnosti v selenoproteinech, v nichz se vyskytuje
ve formé selenocysteinu. Selenoproteiny se Ucastni klicovych bunéénych procest véetné
biosyntézy deoxyribonukelotid(, odstrariovani peroxidd, redukce oxidovanych protein( a
membran, regulace redoxni signalizace a metabolismu hormon( Stitné Zlazy [8]. V
Sedesatych letech minulého stoleti se objevily prvni zpravy o tom, Ze nizky obsah selenu
v dieté ziejmé koreluje s vyssSim vyskytem nadorovych onemocnéni [9]. Za vyznamny
meznik je povazovana studie nazvana Nutritional Prevention of Cancer Trial, ktera
probéhla na prelomu 80. a 90. let minulého stoleti v USA a prokazala vliv selenu na

vyznamné snizeni vyskytu nddor( prostaty, plic a tlustého stfeva [10]. Od té doby



probéhla fada dalSich studii, znichz mnohé potvrdily pfiznivy vliv selenu
v chemoprevenci nadorovych onemocnéni, jiné v3ak nikoli [11, 12].

Slibné vysledky vsak pfineslo studium protinddorovych Ucinkd rliznych sloucenin selenu u
laboratornich zvifat a v modelech in vitro. Protindadorové ucinky selenu jsou zdavislé na
typu a koncentraci pouzité slouceniny a také na typu biologického modelu.
Chemopreventivni potencidl fyziologickych ddvek selenu spociva v jeho antioxida¢nim
plUsobeni prostifednictvim selenoproteini. Predpoklada se, Ze urcité kombinace
polymorfisml v genech pro selenoproteiny mohou reflektovat funkéni interakce mezi
témito proteiny a ovliviiovat tak dostupnost selenu pro rizné tkané, schopnost udrzovat
redoxni rovnovahu a kontrolovat redoxni signalizaci [13]. Slou¢eniny selenu maji rovnéz
vliv na biotransformaci karcinogennich latek [14]. Pfi pouZiti tzv. ,supranutri¢nich” ddvek
(tj. netoxickych davek vétSich nez jsou zapotiebi k zajiSténi maximalni aktivity
selenoproteinll) se uplatiiuje spiSe prooxidacni plsobeni selenu. Selen zasahuje do
bunécné signalizace modifikaci regulacnich cystein rGznych enzym( a transkrip¢nich
faktor(, napf. PKC, NF-kB, AP-1, JNK, kaspazy 3 a ASK1 [15-17]. Ovlivnéni bunééného
cyklu a indukce apoptdzy slouceninami selenu byla popsana u fady typd nadorovych
bunék. Mechanismy indukce apoptézy selenem jsou komplexni a zahrnuji produkci ROS a
aktivovaci kindz JNK1, ERK1/2, p38 MAPK a Akt a drahy p53 [18]. Selen rovnéz inhiboval
neoangiogenezi v nadorech vzniklych z xenotransplantatl nadorovych bunék prostaty
[19]. Z hlediska chemopreventivniho plisobeni selenu je dale velmi vyznamné zjisténi, ze
nadorové bunky mohou byt citlivéjsi k plsobeni sloucenin selenu nez jejich normalni
protéjsky [19, 20]. Podrobnéjsi vyzkum ucinkl sloucenin selenu v rGznych bunécénych
modelech in vitro mlZe tedy pfinést nové poznatky o mechanismu jejich plsobeni a

prispét tak k jejich budoucimu vyuZiti v klinickych aplikacich.



2. CiLE DISERTACNI PRACE

V rdmci této prace jsme si stanovili nasledujici cile:

1. Zjistit citlivost bunék linii lidského kolorektalniho karcinomu HCT 116 a HCT 116-
p53K0O na pusobeni selenicitanu sodného. Najit koncentraéni rozmezi, ve kterém
selenicitan sodny ovliviiuje bunécnou proliferaci a indukuje bunéénou smrt u téchto
linii.

2. Podrobnéji popsat mechanismus antiproliferativniho ucinku selenicitanu sodného
s ohledem na bunécny cyklus.

3. Podrobnéji popsat mechanismus bunécné smrti indukované seleni¢itanem sodnym.

4. Zjistit, zda nepfitomnost funkéniho proteinu p53 ovliviuje citlivost bunék HCT 116 na
pUsobeni selenicitanu sodného.



3. MATERIAL A METODIKA
Bunky a jejich kultivace

Buriky lidského kolorektalniho karcinomu linie HCT 116 byly zakoupeny prostifednictvim
American Type Culture Collection (ATCC No CCL-247, Manassas, VA, USA), bunky linie HCT
116-p53 KO byly laskavé poskytnuty prof. B. Vogelsteinem z Johns Hopkins University v
Baltimore. Linie byly kultivovany jako monolayer v médiu DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium) s pfidavkem 10 % fetdIniho bovinniho séra, 100 U/ml penicilinu a 100
ug/ml streptomycinu, pfi 37°C v atmosfére 5 % CO2. Bunky byly pasazovany po dosazeni 80
% konfluence 2x tydné pomoci 0,05 % trypsinu/0,53 mM EDTA. Kultury byly pravidelné

testovany na pfitomnost mykoplazmat.
Ovlivnéni bunék selenic¢itanem sodnym

Bunky v logaritmické fazi rGstu byly pfevedeny do suspenze pomoci 0,05 % roztoku
trypsinu/0.53 mM EDTA, resuspendovany v kultivaénim mediu, nasazeny do kultivac¢nich
lahvi nebo 96-jamkovych mikrotitraénich desti¢ek v hustoté 30 x 10° bunék v 1 ml média a
kultivovany po dobu 24 h v inkubatoru pfi 37°C v atmosféfe s 5 % CO2. Po 24-hodinové
inkubaci bylo médium vyménéno za Cerstvé médium v ptipadé kontrolnich vzorkd nebo za
médium obsahuijici seleni¢itan sodny a buriky byly ddle kultivovany do uplynuti stanoveného

casového intervalu.

Test metabolické aktivity (WST-1) a stanoveni celkového mnoistvi proteinti v burkach

(Coomassie Brilliant Blue)

Kontrolni a ovlivnéné buriky v mikrotitracnich destickach byly 2x oplachnuty PBS a do
jamek bylo pfidano 100 pl WST-1 v médiu (0,3 mg/ml). Absorbance byla mérena pti 450 nm
proti 650 nm (Spektrofotometr SpektraFluor Plus, Tecan, Salzburg, Austria). Poté byly
desti¢ky umistény do inkubatoru a méreni bylo opakovano po 2 h. Po méreni byly kultury 2x
oplachnuty PBS a fixovany roztokem ve sloZzeni 50 % etanol, 49 % H20 a 1 % ledova kyselina
octova. Buriky byly barveny roztokem Coomassie Brilliant Blue v koncentraci 0.4 mg/ml po
dobu 1 h. Poté byly oplachnuty roztokem ve slozeni 85 % destilovana voda, 10 % absolutni

etanol, 5 % ledova kyselina octova. Navazané barvivo bylo rozpusténo pridanim 100 pl
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desorpcéniho roztoku na jamku (98 mg octanu draselného, 700 ml etanolu a 300 ml H,0) za

mirného trepani po dobu 1 h. Absorbance byla mérena pfi 620 nm proti 450 nm.
Test DNA syntézy

Buriky byly nasazeny do cernych 96-jamkovych mikrotitraénich desticek s
transparentnim dnem v hustoté 6 x 10° bunék na jamku ve 200 pl média a kultivovany po
dobu 24 h v inkubatoru pfi 37°C v atmosféfe s 5 % CO,. Poté bylo médium v jamkdach
vyménéno za 200 ul cerstvého média v pfipadé kontrolnich vzorkd nebo za 200 ul média
obsahujiciho selenicitan sodny a bunky byly kultivovany v inkubatoru po dobu dalSich 24
resp. 48 h. Na posledni ¢tyfi hodiny inkubace bylo k burikdm pfidano 20 ul roztoku BrDU o
koncentraci 100 uM. Déle jsme postupovali podle pokyna vyrobce kitu (Cell Proliferation

Elisa BrDU Kit). Chemiluminescence byla mérena na spektrofotometru.
Casosbérna videomikroskopie

Kontrolni a ovlivnéné bunky byly umistény na stolek invertovaného mikroskopu v

prostoru s teplotou 37°C. Po dobu 72 h bylo snimano vybrané reprezentativni zorné pole.
Analyza bunééného cyklu metodou kombinovaného barveni anti-cyklin A2/7-AAD

Kontrolni a ovlivnéné burky byly prevedeny do suspenze pomoci 0,05 % trypsinu/0.53
mM EDTA a centrifugovany pfi 1000 rpm a 4°C po dobu 10 min, oplachnuty PBS a fixovany
ledovym metanolem po dobu 10 min. Alikvoty 5 x 10> bunék byly preneseny do
mikrozkumavek, oplachnuty 1 ml PBS + 5 % BSA, resuspendovany ve 100 ul PBS + 5 % BSA a
inkubovany s 20 pl anti-cyclin A2-FITC (nebo 20 ul izotypové kontroly - mysi IgG1-FITC) a 20
ul 7-AAD po dobu 60 min pfi pokojové teploté ve tmé. Poté byly vzorky oplachnuty 1 ml PBS

+5 % BSA, resuspendovany v 500 ul PBS + 5 % BSA a analyzovany na pratokovém cytometru.
Detekce proteinii Western blottingem

Bunécné lyzaty byly zahtivany po dobu 5 min pfi 95° C v SDS vzorkovém pufru (TRIS-
HCL pH 6.8, 2,B-merkaptoetanol, 10 % glycerol, SDS, 0,1 % bromfenolovd modf) a poté
naneseny na 15 % SDS/polaykrylamidovy gel. Po skonceni elektroforézy byly proteiny
pfeneseny na PVDF membranu (100 V, 250 mA, 60 min) a inkubovany pfi 25°C po dobu 1 hv

roztoku obsahujicim 5 % odtu¢néné susené mléko, 10 mmol TRIS-HCL pH 8, 150 mM NaCl a
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0,1 % Tween 20 (TBST). Membrany byly inkubovany s primarnimi protilatkami (anti-PCNA
1:100, anti-p21 1:500, anti-cyklin D1, anti-cyklin B1, anti-Cdc2 p34, anti-Baktin, anti-LC3B,
anti-LAMP1, anti-p53, anti-pH2A.X, anti-pATM 1:1000) pfi 4°C pres noc, oplachnuty 6x po 5
min TBST, inkubovdny se sekundarni protilatkou konjugovanou s peroxiddzou (polyklonaini
praseci proti-krali¢i protilatka konjugovana s kfenovou peroxidazou nebo polyklonalni
praseci proti-mysi protildtka konjugovana s kfenovou peroxiddzou 1 : °1000, 1 h, 25°C),

oplachnuty 6x TBST a signal byl vyvolan pomoci chemiluminiscenéniho detekéniho kitu.
Stanoveni sub G1 frakce bunéc¢ného cyklu

Kontrolni a ovlivnéné buriky byly pfevedeny do suspenze pomoci 0,05 % trypsinu/0.53
mM EDTA a resuspendovany v Cerstvém médiu. Plvodni médium bylo pred trypsinovanim
odebrdno a poté pridano k resuspendovanym burnkam, abych nedoslo ke ztraté plovoucich
bunék. Vzorky byly zcentrifugovany pfi 1000 rpm a 4°C po dobu 10 min, oplachnuty PBS a
fixovany 2 ml ledového 70 % etanolu za mirného vortexovani. Fixované vzorky byly ulozeny
pfi 4°C pfes noc. Poté byly bunky oplachnuty PBS a jejich hustota upravena na 1 x 10°
bunék/ml vzorku. Buriky byly inkubovany s 0,5 ml fosfat-citratového pufru (0.2 M Na2 HPO4,
0.1 M citrat, pH 7.8) po dobu 5 min, oplachnuty PBS a inkubovany s 0,5 ml Vindelovova
roztoku (1.2 g/l TRIS, 0,6 g/l NaCl, 0.01 g/I RNaza a 0.05 g/l propidium jodid) po dobu 1 h pfi

37°C ve tmé. Poté byly vzorky analyzovany na priatokovém cytometru.
Detekce aktivnich kaspaz 3 a 7 pomoci priitokové cytometrie

Kontrolni a ovlivnéné buriky byly prevedeny do suspenze pomoci 0,05 % trypsinu/0.53
mM EDTA a resuspendovany v ¢erstvém médiu. Plvodni médium bylo pred trypsinovanim
slito a poté pridano k resuspendovanym bunkam, aby nedoslo ke ztraté plovoucich bunék.
Hustota bunécéné suspenze byla upravena na 1 x 10° bunék/ml. K 300 pl této suspenze bylo
pfidano 10 ul roztoku FLICA (fluorescencni inhibitor kaspaz) pfipraveného podle pokynu
vyrobce (Vybrant® FAM Caspase-3 and 7-Assay Kit for Flow Cytometry, Molecular Probes) a
buriky byly kultivovany v inkubdatoru pfi 37°C v atmosféfe 5 % CO2 po dobu 1 h. Béhem
inkubace byly vzorky 3x kratce protfepdny. Po skonceni inkubace byly vzorky centrifugovany
pfi 1000 rpm a 20°C po dobu 10 min, 2x proplachnuty 1 ml promyvaciho pufru (dodaného
vyrobcem jako soucast kitu), resuspendovany ve 400 ul promyvaciho pufru a analyzovany na

pratokovém cytometru.
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Modulace tcinku seleni¢itanu sodného prooxidantem (BSO) a anti-oxidantem (MnTMPyP)

Do kazdé jamky 16-jamkové E-desticky bylo napipetovano 90 ul média a byla zmérena
zakladni hodnota impedance (pozadi) ve vSech jamkach. Poté bylo do jamek pfidano 100 pl
bunééné suspenze v hustoté 5 x 10* bunék na jamku. Po 24-hodinové inkubaci v RTCA stanici
bylo do jamek pfidano 10 pl kultivaéniho média (kontrolni jamky) nebo 10 pl média
obsahujiciho selenicitan sodny (vysledna koncentrace 10 uM), BSO (vysledna koncentrace
100 puM), MnTMPyP (vysledna koncentrace 5 uM) a kombinace BSO + selenicitan sodny a
MnTMPyP + seleni¢itan sodny v uvedenych koncentracich. Buriky byly kultivovany v RTCA

stanici po dobu dalSich 48 h, hodnota bunééného indexu byla snimana kazdou hodinu.
Modulace ucinku selenicitanu sodného pifithrinem-a

Do kazdé jamky 16-jamkové E-desticky bylo napipetovano 90 pl média a byla zméfena
zakladni hodnota impedance (pozadi) ve vSech jamkach. Poté bylo do jamek pfidano 100 pl
bunééné suspenze v hustoté 5 x 10* bunék na jamku. Po 6-hodinové inkubaci v RTCA stanici
bylo do jamek pfidano 10 pl kultivacniho média (kontrolni jamky) nebo 10 pl média
obsahujiciho selenicitan sodny (vysledna koncentrace 10 uM) nebo pifithrin-a (vysledna
koncentrace 10 puM) a kombinaci seleni¢itanu sodného a pifithrinu-a v uvedenych
koncentracich. Bunky byly kultivovany v RTCA stanici po dobu 48 h, hodnota buné¢ného

indexu (impedance) byla snimana kazdou hodinu.
Fluorescencni detekce superoxidu v mitochondriich

Buriky byly nasazeny do cytospinovych komirek v hustoté 3 x 10* bunék v 1 ml média a
kultivovany po dobu 24 h v inkubatoru pfi 37°C v atmosfére s 5 % CO2. Poté bylo médium
vyménéno za 1 ml Cerstvého média v pfipadé kontrolnich vzork(i nebo za 1 ml média
obsahujiciho seleniéitan sodny v koncentraci 10 uM a burky byly dale kultivovany po dobu
24 h. Po ukonéeni doby ovlivnéni byly bufiky oplachnuty PBS s pfidavkem Ca®" a Mg?* iontd
(37°C) a inkubovany s 1 ml média DMEM (37°C) obsahujiciho MitoTracker® Green (0,1 pl/ml)
a MitoSOX™ Red (5 uM). Poté byly bunky oplachnuty DMEM (37°C), dobarveny barvivem
Hoechst 33342 (5 uM v DMEM) po dobu 5 min, opét oplachnuty DMEM (37°C), pfikryty

krycim sklem a pozorovany ve fluorescenénim mikroskopu.
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Imunofluorescencni detekce fosforylovaného histonu H2A.X

Kontrolni a ovlivnéné buriky v cytospinovych komurkach byly oplachnuty PBS, fixovany
Cerstvym paraformaldehydem (2 % v PBS) po dobu 15 min, oplachnuty 3x PBS a blokovany
mlékem (5 % v PBS—T) po dobu 30 min pfi pokojové teploté. Poté byly buriky inkubovany s
primdrni protildtkou proti fosforylovanému histonu H2A.X v fedéni 1:100 v mléku (5 % v
PBS—T) pfi teploté 4°C po dobu 1 h. Po skonceni inkubace byly bunky 4x oplachnuty PBS a
inkubovany se sekundarni protilatkou (proti-krali¢i Alexa Fluor® 488, fedéni 1:250 v mléku - 5
% v PBS—T) po dobu 1 h pfi pokojové teploté. Vzorky byly dobarveny barvivem DAPI v
koncentraci 10 pg/ml po dobu 5 min, oplachnuty 3 x PBS, zamontovany do SlowFade® média

a pozorovany ve fluorescenénim mikroskopu).
Vliv pifithrinu-a na aktivaci kaspaz po ovlivnéni seleni¢itanem sodnym

Buriky byly nasazeny do 25 cm2 ml kultiva¢nich lahvi v hustoté 3 x 105 bunék v 10 ml
média a kultivovany po dobu 24 h v inkubatoru pfi 37°C v atmosféfe s 5% CO2. Poté bylo
médium vyménéno za 10 ml Cerstvého média v pripadé kontrolnich vzork(i nebo za 10 ml
média obsahujiciho selenicitan sodny v koncentraci 10 uM, pifithrin-a v koncentraci 10 uM,
pripadné kombinaci seleni¢itanu sodného a pifithrinu-a v uvedenych koncentracich a bunky
byly dale kultivovany po dobu 24 resp. 48 h. Vzorky byly ddle zpracovany postupem

uvedenym vyse (detekce aktivnich kaspdz 3 a 7 pomoci pratokové cytometrie).
Fluorescencni detekce monodansylcadaverinu

Kontrolni a ovlivnéni bunky byly inkubovany s 50 uM monodansylcadaverinu a vzorky
byly inkubovany 60 min pfi 37°C ve tmé. Zmény ve fluorescenci byly pozorovany ve

fluorescenénim mikroskopu.
Statistické vyhodnoceni

Predkladané vysledky jsou primérem ze tfi nezavislych méreni. Statistickd analyza dat
byla provedena statistickym programem GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software, Inc., San
Diego, USA). Byl pouZit Anova test s naslednym hodnocenim podle Dunetta ¢i Bonferroniho
(mnohocetny porovnavaci test). Vysledky byly porovnavany s kontrolou, pficemz rozdily byly

povazovany za signifikantni na hladiné vyznamnosti p<0,05.
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4. VYSLEDKY

Metabolicka aktivita a celkovy obsah proteini

Utinek seleni¢itanu sodného na buriky linii HCT 116 a HCT 116-p53KO byl nejprve
stanoven mérenim metabolické aktivity testem WST-1 a ddle mérenim celkového obsahu
proteinll metodou barveni Coomassie Brilliant Blue v priibéhu 24 h. U bunék HCT 116
doslo ke snizeni metabolické aktivity po plsobeni seleni¢itanu sodného v koncentracich
10 uM a vyssich, ke snizeni celkového obsahu proteind od koncentrace 2,5 uM. Bunky
HCT 116-p53KO byly méné citlivé k plsobeni seleni¢itanu sodného, k vyznamnému
snizeni metabolické aktivity a celkového obsahu proteind u nich doslo az od koncentrace
25 uM této latky. Na zakladé téchto vysledk( byly pro dalsi testovani zvoleny

koncentrace 2,5 uM, 5 uM a 10 uM selenicitanu sodného.

Syntéza DNA

Vliv seleniéitanu sodného na syntézu DNA u bunék HCT 116 a HCT 116-p53KO byl
stanoven metodou inkorporace BrDU s chemiluminiscenc¢ni detekci. Selenicitan sodny
snizoval mnoiZstvi inkorporovaného BrDU u obou bunécnych linii v zdavislosti na
koncentraci a dobé pusobeni. V intervalu 24 h doslo u linie HCT 116 k vyznamnému
poklesu mnozstvi inkorporovaného BrDU ve srovnani s kontrolnim vzorkem jiz od
koncentrace 2,5 uM seleniitanu sodného, u linie HCT 116-p53K0 od koncentrace 5 uM
seleni¢itanu sodného. V intervalu 48 h byla syntéza DNA vyznamné sniZzena u obou linii
od koncentrace 2,5 uM seleniéitanu sodného. Inkorporace BrDU byla méné inhibovana
seleni¢itanem sodnym u linie HCT 116-p53K0O ve srovnani s linii HCT 116, statisticky
vyznamné rozdily mezi liniemi byly zjistény v obou ¢asovych intervalech v koncentracich

2,5 uM a 5 pM selenicitanu sodného, v koncentraci 10 uM tyto rozdily vymizely.

Proliferace a morfologie bunék

Buriky linii HCT 116 a HCT 116-p53KO0 kontrolni a ovlivnéné seleni¢itanem sodnym v
koncentracich 2,5 uM, 5 uM a 10 uM byly ¢asosbérné snimany po dobu 72 h. Selenicitan
sodny inhiboval proliferaci obou bunécnych linii v zavislosti na koncentraci a dobé
pusobeni. V ovlivnénych bunkach dochazelo k tvorbé cetnych cytoplazmatickych vakuol

bunky se zakulacovaly, odpojovaly od podkladu a vytvarely dynamicky se ménici vybézky
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cytoplazmy, tzv. ,blebs”. Vyrazny rozdil v citlivosti obou linii byl patrny jiz v koncentraci 5

MM selenicitanu sodného.

Analyza bunééného cyklu metodou kombinovaného barveni anti-cyklin A2 /7-AAD

Vliv selenicitanu sodného na distribuci fazi bunécného cyklu s ohledem na expresi
cyklinu A2 u bunék linii HCT 116 a HCT 116-p53KO byl stanoven pomoci pratokové
cytometrie. Exprese cyklinu A2 byla detekovana pomoci fluorescenéné znacené
protilatky, DNA byla barvena 7-AAD (Obr. 5-4A,B). Ve srovnani s linii HCT 116 projevovaly
burky linie HCT 116-p53KO0 vyraznéjsi tendenci hromadit se v S/G2 fazich bunécného
cyklu, coz bylo patrné zejména v koncentracich 5 puM a 10 uM selenicitanu sodného.
Statisticky vyznamny rozdil v procentu bunék pozitivnich na cyklin A2 mezi liniemi HCT
116 a HCT 116-p53KO0 byl zjistén v koncentracich 5 uM a 10 uM selenicitanu sodného v

intervalu 24 h a 5 uM selenicitanu sodného v intervalu 48 h.

Zmény v expresi proteind spojenych s bunéénym cyklem

Vliv seleniéitanu sodného v koncentraci 10 uM na expresi proteinli spojenych s
bunéénym cyklem byl stanoven pomoci Western blottingu. Po ovlivnéni seleni¢itanem
sodnym doslo k prechodnému zvyseni a naslednému poklesu exprese proteinu PCNA u
obou sledovanych linii, u bunék HCT 116 byl prechodny vzestup exprese vyraznéjsi a
delsi. Exprese cyklinu B1 u linie HCT 116 stoupala béhem 16 h ovlivnéni, poté zacala
klesat, zatimco u linie HCT 116-p53K0 pretrvala zvySend exprese cyklinu B1 nejméné do
36 h po ovlivnéni. U obou linii doslo k poklesu exprese cyklinu D1. Exprese kinazy Cdc2
p34 (Cdk1) u linie HCT 116 po prechodném poklesu mirné stoupla, u bunék HCT 116-
p53KO0 stoupala béhem 48 h ovlivnéni. U obou linii byla indukovdna exprese proteinu

p21.

Stanoveni sub G1 frakce bunécného cyklu

Velikost sub G1 frakce bunécného cyklu u bunék linii HCT 116 a HCT 116-p53KO
byla stanovena pomoci priitokové cytometrie metodou barveni DNA propidium jodidem.
Selenicitan sodny v koncentracich 2,5 pM, 5 uM a 10 uM meénil distribuci fazi bunééného

cyklu a zpUsoboval zvySeni sub G1 frakce (Obr. 5-6A). Tento ucinek byl vyznamné silnéjsi
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u bunék linie HCT 116 a to od koncentrace 5 uM seleni¢itanu sodného v ¢asovém

intervalu 24 h a od koncentrace 2,5 uM selenicitanu sodného v intervalu 48 h.

Aktivita kaspaz3 a7

Vliv selenicitanu sodného v koncentraci 10 uM na aktivitu kaspdz 3 a 7 u bunék linii
HCT 116 a HCT 116-p53KO0 v prabéhu 24 h byl stanoven pomoci pritokové cytometrie za
pouziti fluorescencniho inhibitoru kaspaz (FLICA). Selenicitan sodny v koncentraci 10 uM
zvySoval procento bunék pozitivnich na pfitomnost aktivnich kaspaz 3 a 7. Vyznamny
narust frakce pozitivnich bunék ve srovnani s casem 0 h byl zaznamenan u linie HCT 116
od 6 h po ovlivnéni, u linie HCT 116-p53KO od 12 h po ovlivnéni. Statisticky vyznamny
rozdil mezi liniemi byl patrny v intervalu 18 h a 24 h, kdy procento bunék s aktivnimi

kaspazami 3 a 7 bylo vyssi u linie HCT 116 (Obr.1)

OHCT 116 MWHCT 116-p53KO
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Obr. 1 Procento bunék linii HCT 116 a HCT 116-p53K0O pozitivnich na pfitomnost
aktivovanych kaspaz 3 a 7, ovlivnénych seleni¢itanem sodnym v koncentraci 10 uM
béhem 24 h. * vyznamny rozdil proti kontrole (HCT 116), + vyznamny rozdil proti
kontrole (HCT 116-p53K0), ** vyznamny rozdil mezi liniemi HCT 116 a HCT 116-p53KO0,
p< 0.05.
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Produkce superoxidu v mitochondriich

Produkce superoxidu v mitochondriich bunék HCT 116 byla detekovana
kombinovanym fluorescenénim barvenim MitoTracker®Green pro detekci mitochondrii a
MitoSOX™ Red Mitochondrial Superoxide Indicator pro detekci superoxidu. Selenicitan
sodny v koncentraci 10 uM v ¢asovych intervalech 3 h, 6 h, 12 h, 18 h a 24 h stimuloval
produkci superoxidu v mitochondriich, coz se projevilo intenzivni ¢ervenou fluorescenci

mitochondrii.

Vliv prooxidantu (BSO) a antioxidantu (MnTMPyP) na proliferaci bunék ovlivnénych
selenic¢itanem sodnym

Vliv selenicitanu sodného v kombinaci s BSO (L-buthionin-sulfoximin) a MnTMPyP
(Mn(Il)tetrakis(1-Methyl-4-pyridyl)porphyrin pentachloride) na proliferaci bunék HCT
116 byl sledovan v pribéhu 48 h metodou méfeni impedance pomoci systému
xCELLigence. Kombinace 100 uM BSO + 10 uM selenicitanu sodného zplsobila nejprve
narlst a poté vyrazny pokles bunécného indexu ve srovnani se samotnym 10 uM
seleni¢itanem sodnym. Naopak MnTMPyP v koncentraci 5 pM témér eliminoval

cytotoxicky ucinek selenicitanu sodného.

Poskozeni DNA a exprese proteinu p53

Exprese proteind indikujicich posSkozeni DNA u bunék HCT 116 po ovlivnéni
seleni¢itanem sodnym v koncentraci 10 uM byla detekovdana metodou Western blottingu
a imunofluorescenénim barvenim. Selenicitan sodny v uvedené koncentraci zvysSoval
mnozstvi fosforylované ATM kindzy, fosforylovaného histonu H2A.X a proteinu p53.
Pfitomnost fosforylovaného histonu H2A.X byla detekovdna rovnéZz pomoci

imunofluorescencniho barveni.

Vliv pifithrinu-a na antiproliferacni a proapoptotické ucinky selenicitanu sodného

Vliv pifithrinu-a na proliferaci bunék linie HCT 116 po ovlivnéni 10 uM selenicitanu
sodného byl sledovdn v pribéhu 48 h metodou méfeni impedance pomoci systému
xCELLigence a dale mérenim aktivity kaspaz 3 a 7 metodou FLICA pomoci pratokové
cytometrie. Pifithrin-a v koncentraci 10 uM nezabranil snizeni bunééného indexu u

bunék ovlivnénych seleni¢itanem sodnym rovnéz nemél vliv na aktivaci kaspaz 3 a 7.
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Detekce autofagie

Markery autofagie u bunék HCT 116 po ovlivnéni seleni¢itanem sodnym v
koncentraci 10 uM byly sledovany metodou imunofluorescencni detekce a Western
blottingu. Selenicitan sodny zpUsoboval vakuolizaci cytoplazmy ovlivnénych bunék a
zvyseni intenzity barveni monodansylcadaverinem indikujicim pritomnost autofagickych
vakuol. U ovlivnénych bunék doslo také ke konverzi cytosolického LC3B-I proteinu na

lipidovany LC3B-II protein a k zvySeni exprese proteinu LAMP1 (Obr. 2).

Oh 3h 6h 12h 24h

Obr. 2 Exprese proteind LC3B a LAMP1 u bunék HCT 116 ovlivnénych seleniéitanem

sodnym v koncentraci 10 uM v intervalu 24 h.
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5. DISKUSE

Slouceniny selenu prokazaly v celé tadé klinickych studii schopnost pfiznivé
ovliviiovat vyskyt nadorl u sledovanych jedinci a staly se jednémi z nejintenzivnéji
studovanych chemopreventivnich latek. Biologické ucinky selenu jsou zavislé na
koncentraci a chemické formé slouceniny a také, jak se stdle vice ukazuje, na typu
bunééného modelu. Nadorové bunky jsou velmi heterogenni, maligniho potencidlu
dosahuji rdznymi mechanismy a obsahuji aktivacni ¢i inhibi¢ni mutace a epigenetické
zmény v rliznych signalnich drahach, coz mlze ovlivnit jejich reakci na plsobeni selenu.
Na druhou stranu slouceniny selenu nepulsobi v bufice na jeden izolovany déj nebo
kompartment, jejich ucinek je spiSe komplexni a proto vysledek studie zavisi na konkrétni
kombinaci chemické formy selenu a studovaného bunécného modelu.

Selenicitan sodny byl jednou z prvnich forem selenu pouzivanych s Uspéchem v
chemoprevenci, pozdéji byla vSak zdUrazfovana jeho vys$si toxicita a proto byl v
klinickych studiich opomijen. Negativni vysledek projektu SELECT, rozsahlé klinické studie
zamérené na chemoprevenci nadorll prostaty selenem a vitaminem E, pfinesl znacné
roz€arovani a zaroven dal podnét k diskusi o mozZnych pfi¢indch neulspéchu. Jednim z
nejvice diskutovanych faktor( je volba selenomethioninu, organické slouceniny selenu
poddvané v této studii samostatné nebo v kombinaci s vitaminem E. V této souvislosti
doslo k znovuobjeveni selenicitanu jako vhodné formy selenu pro pouziti v klinickych
studiich a to tim spiSe, Ze i pokusy in vitro pfinesly dalsi fadu dikazi o jeho
protinddorovém plisobeni [21].

Selenicitan sodny prokazal schopnost inhibovat proliferaci a indukovat bunéénou
smrt u rdznych typl nadorovych bunécnych linii, zejména u bunék nadoru prostaty[22],
délozniho Cipku [23], plic [24]a leukémii [25]. Relativné malo praci se vSak zabyvalo
ucinky selenicitanu sodného v modelu kolorektalniho karcinomu, prestoze pravé tento
typ nadoru v klinickych studiich ptiznivé reagoval na suplementaci selenem [10]. V této
souvislosti rovnéz nebyly k dispozici informace o roli proteinu p53 vreakci bunék
kolorektalniho karcinomu na bunécny stres zpUlsobeny seleni¢itanem sodnym. Proto
jsme v ramci této prace provedli sérii experimentl vyuZivajicich izogenni bunécné linie
HCT 116 a HCT 116-p53K0 lisici se pouze pfitomnosti genu pro p53 protein, s cilem zjistit,
jaka je citlivost téchto linii na selenicitan sodny a zda rozdil v genotypu bude hrat roli v

jejich odpovédi na ovlivnéni touto latkou.
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Zjistili jsme, Ze selenicitan sodny inhibuje proliferaci a indukuje bunéénou smrt u
obou modelovych linii, a to v zavislosti na koncentraci a dobé plsobeni. Koncentracni
rozmezi, v némz selen projevoval inhibi¢ni Ucinky na proliferaci bunék bylo pomérné
Uzké. Zatimco koncentrace 2,5 UM u sledovanych linii vykazovala relativné mirny toxicky
ucinek, koncentrace 10 uM jiz vyrazné inhibovala proliferaci a indukovala bunécnou
smrt. Pokud uvazujeme klinickou relevanci téchto davek, koncentrace 2,5 uM
selenicitanu sodného predstavuje 200 pg/l selenu, je tedy mirné vyssi neZ obvykle
udavané koncentrace selenu v krvi zdravych jedincl, které se nejcastéji pohybuji v
rozmezi 76-151 pg/l [26]. Zprdva WHO nicméné udava jako horni hranici zjiSténou u
zdravych jedincd pravé koncentraci 2,5 uM [27], zatimco koncentrace selenu v séru
Ucastnikd klinické studie SELECT dosahovaly pfi dlouhodobé suplementaci selenem
hodnot az 250 pg/l [11]. Koncentrace 5 uM odpovida ptiblizné maximalni bezpeéné denni
davce, jak byla predbéiné stanovena WHO [28]. Koncentrace 10 uM se jiz blizi hranici,

kdy se u citlivych jedincl projevuji priznaky selendzy [27].

Z nasich vysledkl dale vyplyva, Ze selenicitan sodny stimuluje v burnkach linii HCT
116 a HCT 116-p53KO produkci superoxidu, zplsobuje oxidativni stres, inhibuje
proliferaci zastavou bunécného cyklu v S/G2 fazich a indukuje bunéénou smrt za Ucasti
kaspaz. Tato zjisténi jsou v souladu s udaji publikovanymi kolektivem cinskych autor(
soucasné s nasi praci, které popisuji redox-dependentni aktivaci proteinu Bax, aktivaci
kindzy JNK-1 indukci apoptdzy seleni¢itanem sodnym u bunécnych linii kolorektalniho
karcinomu SW 480, HCT 116 a HT29 [29, 30]. Nase vysledky dale ukazaly, Ze bunky linie
HCT 116-p53KO jsou méné citlivé k plsobeni seleniditanu sodného nez plvodni linie
divokého typu a Ze tedy pritomnost funkéniho proteinu p53 muze hrat roli v reakci bunék
na ovlivnéni selenic¢itanem sodnym. V bunééném modelu promyelocytické leukémie linie
NB4 bylo zjisténo, Ze selenicitan sodny indukuje translokaci p53 do mitochondrii a
aktivuje mitochondridlni cestu apoptdzy [31]. Ddle bylo prokazano, Ze bunky lidského
karcinomu prostaty linie LNCaP obsahujici funkcni protein p53 jsou citlivéjsi k plsobeni
selenicitanu sodného nez bunky linii p53-null PC3 a DU 145 a Ze aktivace p53 je nutnd
pro dlouhodobé udrieni zvySené produkce superoxidu v mitochondriich. U bunék
karcinomu prostaty postradajicich funk¢ni protein p53 tato zpétna vazba mezi p53 a

mitochondriemi neexistuje a selenicitan zde indukuje buné¢nou smrt v mensim rozsahu a
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na kaspazach nezavislou [32, 33]. V naSem bunécném modelu jsme vsak po ovlivnéni
selenic¢itanem sodnym detekovali aktivované kaspazy 3 a 7 i v ptipadé linie HCT 116-
p53KO0. Selenicitan sodny v koncentraci 10 uM zvysil expresi proteinu p53 v burikdch HCT
116, pouziti inhibitoru p53 pifithrinu-a vSak nemélo zadny vliv na snizeni bunécéné
proliferace ani na aktivaci kaspdz. Buriky linii HCT 116 jsou tedy zfejmé schopné reagovat
na seleni¢itan sodny aktivaci kaspdz bez ohledu na p53 status, tato reakce je vSak u
bunék divokého typu rychlejsi a vyraznéjsi. Vzhledem k vySe zminéné nové odhalené roli
proteinu Bax v apoptdze indukované seleni¢itanem u bunék HCT 116 [30] je moZné se
domnivat, Ze redoxni aktivace Bax se uplatiiuje i v pfipadé bunék HCT 116-p53KO a je
pfi¢inou aktivace apoptotické odpovédi téchto bunék i v nepfitomnosti funkéniho p53.
Touto hypotézou se chceme zabyvat v nasi dalsi praci. Na druhou stranu vyzkum v
bunééném modelu mesotheliomu odhalil, Ze pifithrin-a sice nezabranil apoptdze
indukované selenic¢itanem u ovlivnénych bunék, snizoval vak vyznamné zakladni hladinu
apoptézy u selenem neovlivnénych kontrol. Autofi predpokladaji, Zze p53 je pfimo
inaktivovan seleni¢itanem a diskutuji mozné mechanismy této inaktivace véetné
vytésnéni atomu zinku v p53 selenic¢itanem nebo redoxni inaktivace jeho cysteinovych
zbytkl [24].

Vyznamnym bunéénym mechanismem, ktery by mohl hrat roli v odpovédi bunék na
selenic¢itan sodny, je také autofagie. Je zndmo, Ze regulace apoptdzy a autofagie je
vzdjemné provazana a ze tyto dva mechanismy mohou v nékterych pripadech operovat
spolecné v procesu vedoucim k bunécné smrti, v jinych naopak plsobi proti sobé [34].
Informace o roli autofagie v bunécné smrti indukované slou¢eninami selenu jsou zatim
skrovné. V bunkach gliomu indukoval selenicitan sodny v koncentraci 7 uM autofagickou
bunéénou smrt charakterizovanou zkracovanim, zakulacovdanim a bobtnanim
mitochondrii, snizenim hladin mitochondridlnich proteini a pohlcovanim mitochondrii
autofagickymi vakuolami. Zaroven nebyly pozorovany zadné znamky apoptdzy, reakce
TUNEL byla negativni a proces bunééné smrti nebyl ovlivnén inhibitory kaspaz [35]. V
burnikach promyelocytické leukémie selenicitan sodny naopak inhiboval autofagii zrejmé
prostfednictvim PI3K/Akt drdhy a indukoval apoptdézu, navic inhibice autofagie
specifickymi inhibitory dale zvysila rozsah apoptotické smrti indukované selenicitanem
[36]. V nasi praci jsme jako prvni detekovali markery autofagie u bunék kolorektalniho

karcinomu po ovlivnéni seleni¢itanem sodnym. Bunky linie HCT 116 v pfitomnosti 10 uM
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seleni¢itanu sodného vytvarely cetné cytoplazmatické vakuoly viditelné ve fazové
kontrastnim mikroskopu. Jejich jednoznacna identifikace a analyza jejich obsahu v
soucasné dobé probiha, nicméné fluorescencni mikroskopie dale potvrdila pozitivitu
téchto vakuol na barveni monodansylcadaverinem. Zaroven doslo ke zvySeni hladin
modifikovaného proteinu LC3B, jenZ je markerem casnych autofagosomu a ke zvyseni
exprese lysosomdlniho proteinu LAMP-1. Zd3 se tedy, Ze apoptoticka smrt indukovand
seleni¢itanem sodnym je u bunék HCT 116 doprovdzena autofagii. ProtoZe bylo
prokadzano, ze p53 status bunék ovliviiuje rozsah autofagie a ze burnky HCT 116-p53KO
maji zvySené zakladni hladiny autofagickych marker( [37], neni vylouceno, Ze rozdily v
citlivosti bunék HCT 116 a HCT 116-p53K0O mohou byt ¢astecné ovlivnény také interakci
mezi apoptotickymi a autofagickymi programy v téchto burikdch. Pokud by selenicitan
skutecné zasahoval do mechanismu autofagie, znamenalo by to rozsifeni jeho bunécnych

cil o dalsi oblast, z hlediska terapie nador( potencidlné vyznamnou.
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6. ZAVERY

1. Selenicitan sodny inhiboval proliferaci a indukoval bunécnou smrt bunék HCT 116 a
HCT 116-p53KO v zavislosti na koncentraci a dobé pusobeni. Toxicita selenicitanu
sodného se projevovala od koncentrace 2,5 uM, vyrazny toxicky ucinek byl spojen s

koncentraci 10 uM.

2. Selenicitan sodny v koncentra¢nim rozmezi 2,5 uM - 10 pM meénil distribuci fazi
bunécného cyklu a expresi proteinl spojenych s bunécnym cyklem. Ziskané vysledky

svédci o zastavé bunécného cyklu v S/G2-M fazich.

3. Selenicitan sodny v koncentraci 10 uM indukoval u bunék linie HCT 116 produkci
superoxidu v mitochondriich, poSkozeni DNA, expresi proteinu p53 a bunéénou smrt za
Ucasti kaspaz. Bunécnd smrt zplUsobend seleniditanem je u téchto bunék doprovazena

autofagii.

4. Bunky linie HCT 116-p53KO jsou v ramci sledovaného koncentra¢niho rozmezi a
casového intervalu méné citlivé k pasobeni selenicitanu sodného nez burky linie. HCT
116. Buriky linie HCT 116-p53KO jsou schopné odpovédét na plsobeni selenicitanu
sodného aktivaci kaspaz, ne vsak v takové intenzité jako burky divokého typu. PouzZiti
pifithrinu-a neovlivnilo reakci bunék HCT 116 na toxické pusobeni selenicitanu sodného.
Ziskané vysledky svéd¢i o tom, Ze pritomnost funkéniho proteinu p53 ovliviiuje reakci
bunék HCT 116 na toxické puUsobeni seleni¢itanu sodného, zaroven se vsak v tomto

modelu uplatfuji i mechanismy na p53 nezavislé.
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