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1. UVOD

Nadorova onemocnéni se stala jednou z nejéastéjSich pric¢in umrti a predstavuji
tak zavainy lékarsky a spolecensky problém. Klicem k uspésné lé¢bé je v€asnd diagndéza
a ucinny terapeuticky rezim. Pravidelna screeningova vysSetieni zvySuji Sanci zachytit
onemocnéni v jeho pocatku, v Iééebnych postupech se zacinaji uplatfovat poznatky,
které byly ziskany pfi studiu molekularnich mechanismi tumorigeneze. Neni vsak
pochyb o tom, Ze nejlepsi strategie v boji proti nadorovym onemocnénim spociva v
predchdzeni jejich vzniku, a proto se stdle vétsi pozornost soustfedi na prevenci vzniku
a rozvoje malignit. K preventivnim opatienim se radi napft. ockovani proti patogeniim
spojenym s tumorigenezi, vyhleddvani osob s genetickymi predispozicemi a programy
behavioralni prevence zamérené na zdravy Zivotni styl. Vyznamnou roli hraje také
chemoprevence, tj. snizeni rizika vzniku a rozvoje nadorového onemocnéni pomoci
specifickych sloZek diety nebo latek zamérenych na urcity molekularni cil.

Bunécné linie odvozené z lidskych nador( se v priibéhu druhé poloviny minulého
stoleti staly dulezitym nastrojem ve vyzkumu a vyvoji latek s protindadorovymi ucinky.
V posledni dobé si odbornici stale vice uvédomuiji, ze lidské nadory jsou mimoradné
geneticky rliznorodé a Ze tato rUznorodost ma za nasledek i rozdilnou odpovéd
jednotlivych nadord na lécebny rezim. Bunécné linie odvozené z nadorli si do znacné
miry zachovavaji vlastnosti charakteristické pro jednotlivé typy nador(i a jsou tedy
vhodnym prostfedkem pro studium vztahl mezi genotypem nadorovych bunék a
ucinnosti léCiv. National Cancer Institute zaloZil v roce 2006 platformu nazvanou CMT
1000 (Center for molecular Therapeutics 1000), zahrnujici v soucasné dobé 1200
lidskych nadorovych bunécénych linii, uréenou pro testovani a vyvoj protinddorovych
latek [1].

V predkladané préci se vénujeme studiu chemopreventivnich a protinddorovych
ucinkd seleniéitanu sodného v modelu kolorektalniho karcinomu in vitro, a to
specificky v modelu dvou izogennich bunéénych linii lisicich se pfitomnosti genu pro
tumor-supresorovy protein p53, ktery hraje vyznamnou roli pfi rozvoji tohoto

onemochéni.



Poznamky k pouZzité terminologii:

Text prace obsahuje fadu ndzvd genl a protein(. U vétSiny z nich jsme se fidili
nazvoslovim uvedenym v databazi HUGO Gene Nomenclature Committee, v nékterych
pfipadech jsme v3ak dali prednost nazviim, které se pouZivaji v odborné literature
nejcastéji a jsou svym zpUsobem vzité (napf. p53 misto TP53). Vznika tim urcita
nejednotnost, které jsme si védomi, doufame vsak, Ze pfispéje k lepsi srozumitelnosti

textu.



2. SOUCASNY STAV PROBLEMATIKY

Kolorektalni karcinom

2.1. Epidemiologie kolorektalniho karcinomu

Kolorektalni  karcinom (colorectal carcinoma, CRC) predstavuje jedno
z nejrozsitenéjSich onkologickych onemocnéni ve vyspélych zemich. Podle studie
publikované vr. 2008 je kolorektalni karcinom celosvétové tretim nejcastéjsim
nadorovym onemocnénim u muzll a druhym nej¢astéjSim u Zen. Pocet nové
diagnostikovanych pripadd byl vtomto roce odhadovan na 1233000,
s predpokladanym poétem umrti 608 000 osob. Témér 60 % pripadl se vyskytuje
v rozvinutych zemich, zejména v Severni Americe, Evropé a Austrdlii, nejvétsi mortalita
byla zjisténa ve stfedni a vychodni Evropé& [2]. Ceskd republika se bohuzel
v mezindrodnim srovnani ocitd na prednich mistech. Ro¢né je u nds diagnostikovano
kolem 8000 novych pfipadl kolorektalniho karcinomu a pfiblizné 4500 postiZzenych na
toto onemocnéni umird. NejvysSi zachyt novych ptipadd se pohybuje ve
vékovém rozmezi 60 — 75 let, 23 % nemocnych je vSak mladsich 60 let. Vice nez 50 %
novych pfipadl je bohuzel diagnostikovdano v pokrocilych klinickych stadiich

onemocnéni, coz vyznamné zhorsuje progndzu pacienta [3] .

2.2. Patogeneze CRC

Tlusté stfevo je vystlano jednovrstevnym epitelem, ktery tvofi invaginace
nazyvané Lieberkiihnovy krypty, obsahujici 2000-3000 bunék. P¥i bazi krypt se
nachazeji kmenové bunky obklopené mezenchymadlni tkani. Tyto bunky produkuji
populaci tranzitnich progenitorovych bunék, které migruji smérem k usti krypty
a diferencuji ve ¢tyri hlavni typy enterocytl: kolonocyty, poharkové bunky, endokrinni
bufiky a Panethovy bufiky. Zivotnost enterocytl je velmi kratkd, po 3 -4 dnech od
svého vzniku umiraji apoptdzou a jsou uvolnény do nitra streva.

Kolorektdlni  karcinom vznikd jako dusledek akumulace genetickych
a epigenetickych zmén, které preméni normdlni stfevni epitel v invazivni
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adenokarcinom. Nejéasnéjsi stadia tohoto procesu predstavuji aberantni kryptova
loZiska (aberrant crypt foci, ACF), které se vyvijeji v adenomy — oblasti dysplastické
tkané majici podobu polypl nebo plochych lézi. Maligni transformaci téchto lézi vznika
karcinom in situ a pozdéji invazivni karcinom, ktery pronika stievni sténou, Sifi se do
pfilehlych organ( a tkani a nakonec vede k tvorbé metastaz v regiondlnich lymfatickych
uzlinach a vzdalenych orgdnech. Pfehled mezindrodni TNM klasifikace kolorektalniho

karcinomu podava Tab. 2-1.

Tab. 2-1 Stadia kolorektdlniho karcinomu podle TNM klasifikace. [4]

TNM Stadium | Rozsah nadoru 5 let
preziva
Tis NO MO 0 Karcinom in situ 100 %
T1 NO MO I Invaze submukdzy 93,2 %
T2 NO MO I Invaze muscularis propria 90 %
T3 NO MO A Invaze do subserdzy nebo perikolické tkané 84,7 %
T4 NO MO 1B Perforace viscerdlniho peritonea nebo pfima | 72,2 %

invaze do pfilehlych organu ¢i tkani

T1-2 N1 MO A T1-2 a metastdzy v 1-3 regionalnich lymfatickych | 83,4 %
uzlindch

T3-4 N2 MO B T3-4 a metastdzy v 1-3 regionalnich lymfatickych | 64,1 %
uzlinach

Jakékoliv T N2 MO e Metastazy ve 4 nebo vice regiondlnich | 44,3%

lymfatickych uzlindch

Jakékoliv T, jakékoliv N M1 v Vzdalené metastazy 8,1%

2.3. Molekularni mechanismy patogeneze CRC

Vroce 1988 publikoval tym vedeny prof. Vogelsteinem vysledky molekularni
analyzy 172 kolorektalnich neoplazii. Soubor zahrnoval sporadické adenomy, adenomy
pacientd trpicich familidlni adenomatdzni polypdézou a rozvinuté kolorektalni
karcinomy. Autoridm se podafilo identifikovat klicové molekularni zmény
charakterizujici jednotliva stadia progrese onemocnéni [5]. Vysledky tohoto vyzkumu

vedly k formulaci tzv. ,tradic¢ni cesty” patogeneze kolorektalniho karcinomu, nazyvané
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také ,sekvence adenom-karcinom”, kdy normalni stfevni epitel je v dlsledku
akumulace genetickych a epigenetickych zmén transformovan nejprve v benigni
adenom, poté vinvazivni karcinom a nakonec vplné rozvinuty metastazujici
kolorektalni tumor. Intenzivni vyzkum, ktery nasledoval po této prilomové praci, vedl
k odhaleni dalSich mechanism( patogeneze kolorektalniho karcinomu a k doplnéni

plvodniho modelu.

2.3.1. Nejdulezité;jsi signalni drahy deregulované u CRC

Ziskané i vrozené mutace a epigenetické zmény maji za nasledek deregulaci
signalnich drah kontrolujicich bunécnou proliferaci, diferenciaci, apoptézu, angiogenezi
a invazivitu. Kli¢ovou signalni drahou v patogenezi CRC je Wnt — signalni drdha, ktera je
zodpovédna za udriovani kompartmentu nediferencovanych kmenovych bunék
stfevniho epitelu. Mezenchymalni buriky stromatu obklopujici dna stfevnich krypt jsou
zdrojem Wnt-signalizace, ktera udrZuje v kmenovych burkach vysoké hladiny f-
kateninu. Jak potomstvo kmenovych bunék migruje vzhlru smérem k usti krypty, Wnt-
signalizace slabne, hladiny volného B-kateninu v burikdch rychle klesaji, bunky ztraceji
svlj nediferencovany fenotyp, opoustéji bunécny cyklus a diferencuji ve funkéni
enterocyty. Za pokles volného B-kateninu v migrujicich progenitorovych burkach je
zodpovédna exprese genu APC, kterd je vtéchto bunkach aktivovana v dusledku
sldbnuti Wnt-signalizace. Protein APC tvoti komplex s B-kateninem a kindazou GSK-38,
coz vede k fosforylaci B-kateninu a jeho ndasledné degradaci. Mutace v genu APC,
pfipadné v genu pro B-katenin, zpUsobuji zadrZzeni nediferencovanych proliferujicich
bunék ve sténé krypty. ProtoZe tyto bunky nemigruji z krypty ven a nejsou
odstrafiovany apoptdzou, mliZze v nich dochazet k akumulaci dalSich zmén a k progresi
nadorového fenotypu. Ztohoto divodu byvaji mutace inaktivujici protein APC,
pripadné stabilizujici B-katenin, jednou z prvnich udalosti v tumorigenezi CRC [6].

Deregulace drahy epidermalniho rlstového faktoru (EGF) nastava rovnéz
v ¢asnych fazich vyvoje kolorektalniho karcinomu. Aktivace receptoru pro epidermalni
rastovy faktor (EGFR) vede prostfednictvim proteinu KRAS a jeho cile BRAF k aktivaci
MAPK signdlni drahy, ktera stimuluje proliferaci a podporuje preziti bunék. Mutace

v genu KRAS jsou pfitomny u priblizné 40 % kolorektalnich karcinomU. Typické mutace



postihuji 12. nebo 13. koddn genu a inaktivuji vnitfni GTP-azovou aktivitu proteinu
KRAS, coZz ma za nasledek jeho trvalou aktivaci a tim konstitutivni mitogenni signalizaci
[7]. Podobny ucinek maji i mutace v genu BRAF, nachdzené asi u 10-15% pripadt CRC
[8] . Pfitomnost mutace genu KRAS slouZi jako vyznamny ukazatel predikujici rezistenci
k Iéébé monoklondlnimi protilatkami proti EGFR [9].

Mutace signdlni drahy fosfatidylinositol-3-kinazy (PI3K) jsou pfitomny aZ ve 40 %
pfipadli CRC a podporuji ziejmé prechod onemocnéni od stadia adenomu ke
karcinomu. Nejéastéji postizenymi proteiny jsou p110a (katalyticka podjednotka PI13K)
a dale PTEN, coz je tumor supresorovy protein negativné regulujici PI3K signalizaci [10].

S maligni transformaci adenom( jsou rovnéZz spojeny poruchy drahy
transformacniho rlstového faktoru B (TGFB). Inaktivujici mutace postihuji receptorové
geny (TGFBR2 a TGFBR1) i geny pro transkripéni faktory rodiny SMAD, zejména SMAD2
a SMAD4 [5, 11].

2.3.2. Protein p53 v patogenezi CRC

Protein p53 je transkrip¢ni faktor aktivovany rGznymi typy bunécéného stresu.
Specificky se vaze na DNA a indukuje expresi rady gen( hrajicich roli v regulaci
bunécného cyklu, opravé DNA a apoptdze [12]. Kromé této dllezZité ulohy v regulaci
genové exprese je p53 aktivni také v cytoplazmé, kde spousti apoptdzu a inhibuje
autofagii mechanismy nezavislymi na transkripci [13]. Za normalnich fyziologickych
podminek se p53 rovnéz ucastni regulace energetického metabolismu a antioxidaénich
mechanismd bunék [14]. VSechny tyto funkce Cini z proteinu p53 klicovy tumor-
supresorovy protein. Mutace v genu pro p53 jsou pfitomny ve vice neZ poloviné
pfipadl nddorovych onemocnéni, ve vétsiné zbylych pripadl nachazime dalsi poruchy
v ramci drahy p53, které interferuji s jeho funkci [15]. Zarodecné mutace genu pro p53
jsou zakladem dédi¢ného Li-Fraumeniho syndromu, coZ je autosomalné dominantni
onemocnéni charakterizované casnym vyskytem rlGznych typd nadorl, zejména
sarkomu, leukémii, nddorll mozku, prsu a klry nadledvin [16]. VétSina mutaci p53
v lidskych nddorech jsou zaménové mutace vedouci k syntéze stabilniho proteinu,
ktery vSak postradd schopnost indukovat genovou expresi [17]. Ztrata funkce p53

umoziuje nadorové burice uniknout apoptotické smrti a posilovat maligni fenotyp, coz



vede Ccasto krozvoji rezistence nadorovych bunék vaci béiné radioterapii
a chemoterapii, a proto se hledaji terapeutické strategie, které by byly schopné
obnovit funkénost p53 drahy u nadorl nesoucich mutovany p53 [18].

V ptipadé kolorektalniho karcinomu jsou mutace vtumor supresorovém genu
p53 nachazeny zejména v pozdnich fazich progrese onemocnéni (vyskytuji se u 4-6 %
adenomu, 50 % adenom( s invazivnimi loZisky a 50 — 75 % kolorektdlnich karcinoma) a
koreluji s agresivnéjSim fenotypem nddorovych bunék [19]. Studie nazvana ,The p53
Colorectal Cancer International Collaborative Study” shromaZzdila udaje o mutacich
v p53 u 3583 pripadl kolorektdlniho karcinomu s cilem zjistit prognosticky a prediktivni
vyznam téchto mutaci. Ze zavéra studie vyplyva, Ze mutace v p53 jsou u proximalnich
CRC spojeny se zvysenym rizikem invaze do lymfatickych tkani a u pokrocilejsich stadii
onemocnéni s celkové horsi progndézou [20, 21]. Tato problematika se nadale
intenzivné studuje, vsoucasné dobé se vSak p53 genotyp jako prediktivni

a prognosticky ukazatel v 1é¢bé CRC nevyuziva [22].

2.3.3. Genomicka nestabilita bunék CRC

Predpokladem akumulace mutaci v nadorovych bunkach je nestabilita jejich
genomu. V pfipadé CRC byly popsany dva zdkladni typy genetické nestability —
chromosomalni nestabilita (chromosomal instability, CIN) a mikrosatelitova nestabilita

(microsatellite instability, MSI), které se kombinuji s nestabilitou epigenetickou.

a) nadory s chromosomalni nestabilitou (CIN)

Priblizné 80% kolorektalnich karcinomO se wvyviji ,tradi¢ni“ cestou,
charakterizovanou chromosomalni nestabilitou ndadorovych bunék. Tento typ
nestability vede kakumulaci chromosomalnich aberaci a vzniku aneuploidnich
nadorovych bunék. Typické molekularni zmény zahrnuji mutace nebo ztratu tumor
supresorového genu APC, mutace onkogenu KRAS, ztratu oblasti 18q (geny SMAD
a DCC) a konecné ztratu genu p53 [5, 23]. Tyto zmény vSak nemusi byt v konkrétnim
nadoru pfitomny vSechny a nemusi nutné probéhnout ve stejném poradi [24].
Zarodecné mutace v jedné zalel genu APC vedou u nositell krozvoji familidlni

adenomatodzni polypdzy streva (familial adenomatous polyposis, FAP), kdy



u heterozygotnich jedincl, nesoucich mutovanou alelu APC genu, dochazi pravidelné
ke ztraté nebo inaktivaci zdravé alely genu, coZz md za ndsledek rist mnohocetnych

polypl ve stfevni sliznici a nasledny rozvoj kolorektalniho karcinomu [25].

b) nadory s mikrosatelitovou nestabilitou (MSI)

Tento typ genetické nestability je zodpovédny za rozvoj 15-20% kolorektdlnich
karcinomu. Hlavni ptic¢inou nestability jsou tu mutace nebo aberantni metylace genl
pro opravu chybného parovani bazi (mismatch repair, MMR). Typickou zménou je
epigenetické umléeni genu MLH1, dalSimi postizenymi geny byvaji MSH2, MSH6
a PMS2. Zarodecné mutace nékterého z téchto gen( jsou pric¢inou Lynchova syndromu,
zvaného také hereditarni nepolypdzni rakovina stfeva (hereditary non-polyposis colon
cancer, HNPCC) [26]. Ukolem MMR systému je oprava bazi chybné zafazenych DNA
polymerazou béhem replikace. Selhani repara¢niho mechanismu vede k dramatickému
zvy$eni chyb zejména v repetitivnich Usecich DNA, tzv. mikrosatelitech. Rada gen(,
které hraji roli v patogenezi kolorektalniho karcinomu, obsahuje mikrosatelitové
sekvence a je mutovana v dasledku MSI, napf. geny pro TGFBR2, Bax, B-katenin, APC
nebo IGF2. Sporadické, nikoli vSak dédicné MSI nddory nesou také ¢asto mutaci v genu
BRAF, ve 30% MSI nador( se rovnéz objevuji mutace PTEN [27].

Bunky nadorl typu MSI jsou diploidni, na rozdil od nador( s CIN. Pacienti
s kolorektalnim karcinomem typu MSI maji zpravidla lepsSi prognézu onemocnéni ve

srovnani s pacienty postizenymi nadory typu CIN [28].

c) epigeneticka nestabilita

Aberantni metylace promotorovych oblasti geni muzZe vést k umlceni exprese
téchto genl. To je zvlasté vyznamné v pfipadé tumor-supresorovych gen(, kde je
hypermetylace promotorovych oblasti ¢asto , druhym zasahem® vedoucim k vyfazeni
zbyvajici funkéni alely [29]. Rozsdhlé zmény v metylaci DNA v burikdch kolorektdlnich
karcinomu popsali jiz Feinberg a Vogelstein [30]. Epigenetické zmény jsou pritomny jiz
v nejcasnéjsich stadiich vyvoje CRC — v dysplastickych aberantnich kryptovych loZiscich
a polypech. Epigeneticka nestabilita se u kolorektalniho karcinomu projevuje na jedné
strané jako hypermetylace promotorovych oblasti genl (CpG Island Methylator

Phenotype, CIMP), na druhé strané jako globalni hypometylace. CIMP+ fenotyp je
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obvykle definovan jako metylace aspon tfi genl z vybraného panelu péti markera.
Podle typu pouZitych markerl ma 24 — 51 % kolorektalnich karcinom fenotyp CIMP+
[31]. VétSina CIMP+ nadorl obsahuje i mutaci v genech BRAF nebo KRAS [32]. CIMP+
fenotyp se vyskytuje ai u 75% sporadickych kolorektadlnich karcinom{

s mikrosatelitovou nestabilitou a byva spojen s horsi progndzou onemocnéni [33].

2.3.4. Role zanétu v patogenezi CRC

Zanétlivd onemocnéni stfev, jakymi jsou naptiklad Crohnova choroba
a ulcerativni kolitida, téZce poSkozuji sliznici stfeva a zvySuji riziko vzniku CRC
u postizenych jedincu. V poslednich letech byla identifikovana rada molekul spojenych
se zanétlivym procesem, které zasadnim zplsobem pfispivaji k patogenezi CRC. Jedna
se zejména o aktivaci IKK/NF-kB signalni drahy. NF-kB je dimerni transkrip¢ni faktor
sloZzeny ze ¢lenl proteinové rodiny Rel. Faktory vyvolavajici zanét ve stfevni sliznici
zpUsobuji prostfednictvim Toll-like receptord a TNF-a signalizace zvyseni exprese NF-
kB v epitelidlnich burnikdch a burnkich imunitniho systému. NF-kB stimuluje expresi
cyklinu D, c-Myc a Bcl-xl v epitelidlnich bunkach a rovnéz expresi angiogennich faktor(,
chemokini a cytokinli jako TNF-a a IL-6 v imunitnich bunkach [34]. Chronicka
produkce malych davek TNF-a podporuje vSechna stadia progrese nadorového
onemocnéni, od rastu, pres invazi aZz po metastaticky rozsev [35]. DuleZitou roli
vtomto procesu hraje cyklooxygendza-2 (COX-2), enzym katalyzujici syntézu
prostaglandint z arachidonové kyseliny. Exprese COX-2 je zvySena u pfiblizné 80 % CRC
a 40 % kolorektalnich adenom(l. Pod jejim vlivem dochazi v burikach k aktivaci Bcl-2,
matrixové metaloproteinazy-2, vaskularniho endotelidlniho faktoru a dalSich proteind,

coz vede ke zvyseni rezistence k apoptdze a stimulaci invazivity a angiogeneze [36].
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2.3.5. miRNA v patogenezi CRC

miRNA (mikroRNA) jsou nekddujici jednovldknové RNA o délce pfriblizné 22
nukleotidll, které negativné reguluji genovou expresi a ovliviuji Siroké spektrum
bunéénych procesli jako je proliferace, diferenciace a apoptéza. Nové poznatky
ukazuji, Ze miRNA a rovnéz faktory ucastnici se jejich biogeneze mohou pusobit jako
onkogeny nebo tumor supresory a prispivat tak ke vzniku a rozvoji nadorového
onemocnéni [37]. V pfipadé CRC byla popsana celd fada miRNA deregulovanych ve
srovnani s normalni tkani a ovliviiujicich klicové signalni drahy Gcastnici se vyvoje CRC

[38].

2.4. Lécba a prevence CRC

Zakladni metodou lécby kolorektalniho karcinomu je chirurgické odstranéni
nadorové tkané. Velmi malé nadory ve stadiu polypu lze odstranit pfi kolonoskopii, u
vétSich nadorl se odstranuje i ¢ast okolni zdravé tkané a prilehlé lymfatické uzliny.
Vykonu mize predchdzet neoadjuvantni chemoterapie s cilem zmensit nddor. Po
chirurgickém odnéti nadoru nasleduje adjuvantni (zajistovaci) terapie slouzici
k eliminaci zbyvajicich nddorovych bunék a kprevenci navratu onemocnéni.
Chemoterapeutika se podavaji i pacientim v pokrocilych stadiich onemocnéni.
V pfipadé metastdz se uzivd rovnéz biologické |é¢by monoklondlnimi protilatkami
v kombinaci s chemoterapii. Pfehled pouzivanych Ié¢iv podava Tab. 2-2.

Cim dfive je onemocnéni diagnostikovdno, tim vétsi mda pacient nadéji na
Uspésnou lécbu. Idedlni je zachytit co nejéasnéjsi stadia vyvoje CRC u bezpriznakovych
jedincd. V Ceské republice se od roku 2000 provadi vramci screeningu test na
pfitomnost okultniho krvaceni do stolice (TOKS). V pfipadé pozitivniho vysledku je
potom indikovano kolonoskopické vysetieni. Diskutuje se rovnéz o potrebé zavedeni
primarniho kolonoskopického screeningu [39]. Tyto metody predstavuji tzv.

sekundarni prevenci.
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Tab. 2-2 Léky pouZivané v systémové terapii kolorektdlniho karcinomu. Pfevzato z [4].

Lék Charakteristika Zpusob Toxicita Vyuziti v Iécbé CRC
podani
5-fluorouracil | Analog Intravendzni | Prljem, Zakladni cytostatikum
fluoropyrimidinu, | (kontinudini | myelosuprese, v adjuvantni,
cytostatikum ze infuze nebo iritace neoadjuvantni a paliativni
skupiny bolusové konjunktivalni a |écbé.
antimetabolitd. podani. nosni sliznice,

hyperpigmentace
v prabéhu Zil.

Leukovorin Kyselina folinova | Intravendzni, | Potencuje Gcinek 5- | VZdy v kombinaci s 5-FU
(5-formyl peroralni. FU. (vytvafi s fluorouridinem
tetrahydrofolat) komplex, ktery blokuje

dalsi tvorbu thymidinu).

Capecitabin Derivat Peroraini PrGjem, hand-foot Ekvivalentni infuznimu
fluoropyrimidinu, syndrom, rezimu 5-FULV.VyuZiva se
cytostatikum ze myelosuprese, v adjuvanci, neoadjuvanci
skupiny nauzea. a paliaci.
antimetabolitd

Oxaliplatina Platinové Intravendzni | Akutni a chronické Lék prvni volby
cytostatikum polyneuropatie, v kombinaci

nauzea, zvraceni, s fluoropyrimidinem
mirna v adjuvantni,
myelosuprese, neoadjuvantni a paliativni
alergické reakce. terapii.

Irinotecan Inhibitor Intravendzni | Prdjem, Paliativni chemoterapie.
topoizomerazy | myelosuprese, Podava se v monoterapii

zvraceni. nebo v kombinaci s 5-FU

Bevacizumab | Rekombinantni Intarvendzni | Tromboembolie Metastazujici karcinom,
humanizovana (arteridlni’i v kombinaci
monoklondlni vendzni), s chemoterapeutickym
protilatka proti gastrointestinalni rezimem obsahujicim
VEGF perforace, zhorsené | fluoropyrimidin

hojeni ran,
hypertenze,
proteinurie.

Cetuximab Chimericka Intravendzni | Tézké alergické Metastazujici karcinom,
monoklondlni reakce, exantém, jehoZ bufiky exprimuji
protilatka proti sucha kaze, kozni EGFR a obsahuji
EGFR fisury, prdjmy, nemutovany gen K-ras,

hypomagnezemie. v kombinaci s chemoterapii
nebo samostatné, u
pacientd, u kterych selhala
|é¢ba oxaliplatinou a
irinotecanem a ktefi
nesndsi irinotecan.

Panitumumab | Humanni Intravendzni | Alergickd reakce, 3. linie paliativni terapie

monoklonalni
protilatka proti
EGFR

prajem,
hypomagnezémie,
exantém

metastatického karcinomu,
jehoz bunky exprimuji
EGFR a obsahuji
nemutovany gen K-ras.
Podava se v monoterapii
pacientd, u kterych selhala
|éCba rezimy obsahujicimi
fluoropyrimidin,
oxaliplatinu a irinotecan.
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Primdrni prevence CRC znamend predchdazeni vzniku onemocnéni ovlivnénim
faktor( vnéjsiho prostredi. Jednd se zejména o vhodny Zivotni styl, tedy o vyvazenou
skladbu potravy, udrzovani optimalni télesné hmotnosti a pravidelnou pohybovou
aktivitu. National Cancer Institute (NCI) v USA vydal pro pfedchazeni vzniku rakoviny
nasledujici doporuceni [40] :

1. UdrZovat pfimérenou télesnou hmotnost.

2. list pestrou stravu v mensich mnozstvich.

3. Denné konzumovat dostatek ovoce a zeleniny.

4. Konzumovat dostatek potravin s vysokym obsahem vlakniny, napf. obiloviny,
vyrobky z celozrnné mouky a lusténiny.

5. Omezit celkovou spotiebu tukd.

6. Omezit spotiebu alkoholu.

7. Omezit spotrfebu kuchynské soli a potravin konzervovanych dusitanovymi

solemi.

Pokud se hovofi o chemoprevenci CRC, znamena to na jedné strané vylouceni
Skodlivych latek z diety, na druhé strané zaclenéni latek pusobicich proti vzniku
a rozvoji nadorového bujeni, at uz pfirodnich, nebo syntetickych. Tyto latky a faktory
jsou studovany na rliznych drovnich, od in vitro modell pres studie na pokusnych
zviratech aZz po epidemiologické a klinické studie rizného typu a rozsahu. Spektrum
testovanych faktor( je velmi Siroké, od téch komplexnich typu ,konzumace ovoce
a zeleniny” az po farmaka snazici se zasahnout specificky mechanismus v patogenezi
CRC.

K posledné jmenovanym patfi napfiklad kyselina ursodeoxycholova, ktera snizuje
hladiny Zlucovych kyselin ve stfevé a zfejmé pulsobi chemopreventivhé zejména
u pacientl se zanétlivymi stfevnimi onemocnénimi [41]. Rozsahla pozornost se vénuje
chemopreventivnim Gcinkim nesteroidnich protizanétlivych [ékd jako aspirin,
ibuprofen, sulindac a indometacin, které inhibuji produkci prostaglandinu E2
zprostiedkovanou enzymem COX-2. Vysledky studii svéd¢i o tom, Ze dlouhodobé
pravidelné uzivani téchto farmak snizuje riziko vzniku a rozvoje CRC, je vSak tfeba brat
v Uvahu jejich vedlejsi ucinky, zejména zvySeni celkového nebo gastrointestinalniho

krvaceni [42]. COX-2 je rovnéz cilem dalsi slibné skupiny inhibitor(, tzv. COXIBU (napf.
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celecoxib, valdecoxib), které vykazuji mensi gastrointestinalni toxicitu, bohuzel vSak
zavaziné zvysuiji riziko kardiovaskularnich pfihod [43].

VétSina latek, u nichz se predpoklada chemopreventivni plsobeni je obvykle
soucasti komplexni diety, a je proto pomérné obtiZzné navrhnout a uskutecnit klinickou
studii zamérenou na zkoumani jejich chemopreventivnich Gc¢ink( tak, aby poskytla
spolehlivé Udaje. Zda se, Ze pfiznivé vysledky ptindsi podavani kalcia, vitaminu D
a kyseliny listové [44]. Rada pfirodnich latek obsaZenych v béiné zelening, ovoci,
obilovinach, korfeni a bylinach — jako polyfenoly, karotenoidy, flavonoidy, alkaloidy
a organické slouceniny siry - prokazala vin vitro a in vivo modelech schopnost
zasahovat do rlznych mechanism( tumorigeneze [45, 46]. Kyselina listova a produkty
trdveni vlakniny jako butyrdt jsou povaZovany za vyznamné chemopreventivni faktory
epigenetickych zmén [47]. Predmétem vyzkumu jsou rovnéz chemopreventivni Gcinky
antioxidantUl (napf. vitaminU E a C) [48], poly-nenasycenych mastnych kyselin (PUFAs)

[49], probiotik a prebiotik [50] a stopovych prvk(, zejména selenu.

Selen v chemoprevenci nadorovych onemocnéni

2.5. Chemické vlastnosti selenu

Selen je chemicky prvek 6. hlavni podskupiny periodické tabulky. V pfirodé
existuje v oxidacnich stavech -—ll, -I, 0, +IV a +VI, v anorganickych i organickych
formach, v tuhém, tekutém i plynném skupenstvi. Nejvice oxidovany je selen ve formé
selenanu Se0,” a selenititanu Se05%, nejvice redukované formy predstavuje kyselina
selenovodikovd H,Se a jeji soli selenidy, anorganické slouceniny selenu s kovy.
Chemické vlastnosti selenu a jeho slouéenin jsou podobné vlastnostem siry, nicméné
v biologickych systémech se chovaji ponékud odlisné. Za fyziologického pH jsou thioly
jako napf. cystein protonovany, zatimco selenohydrylové skupiny jsou disociovany.
Selenocystein je také mnohem ochotné;jsi donor elektronl nez cystein, coz zplsobuje

jeho mnohonasobné vyssi reaktivitu [51].
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2.6. Metabolismus selenu

Selen vstupuje do potravniho fetézce prostrednictvim rostlin. Rostliny pfijimaji
z pldy hlavné anorganicky selen ve formé selenanu a selenicitanu a preménuji jej na
selenomethionin, selenocystein a selenomethyl-selenocystein, které inkorporuji do
svych proteinl. MnoiZstvi selenu absorbovaného rostlinami zavisi na celé fadé faktor(,
z nichZ nejdulezitéjsi je obsah selenu v plidé, chemicka forma selenu, koncentrace
dalSich chemickych prvkd, kyselost pldy a typ péstované rostliny. Obsah selenu v pidé
se v ruznych oblastech svéta znacné lisi a ovliviiuje tak hladiny selenu u jednotlivych
lidskych populaci [52].

V potravinovych dopliicich volné dostupnych na trhu je selen pfitomen jako
anorganicky selenicitan a selenan, nebo ve formé selenem obohacenych pivovarskych
kvasnic, které obsahuji zejména selenomethionin a mensi podil dalSich forem selenu
[53].

Metabolismus selenu v organismu Zivocichl a lidi je shrnut na Obr. 2-1. Selen
vstupuje do metabolickych reakci v anorganické nebo organické formé. Anorganické
formy selenu, seleni¢éitan a selenan, jsou redukovany glutathionem na
selenodiglutathion (GS-Se-SG), jenz je dale pusobenim glutathion reduktazy nebo
thioredoxin reduktazy redukovan na hydrogen selenid H,Se za spotfeby NADPH.
Selenocystein je Stépen p-lydzou na selenol a alanin. Selenomethionin je
transsulfuracni reakci preménén na selenocystein, nebo je zného uvolnén
methyselenol plsobenim methionin-y-lyazy. Selenomethionin mulze byt také
inkorporovan nespecificky do proteini misto methioninu. Selenomethyl-selenocystein
a dalsi methylované formy selenu jsou pfimo konvertovany na methylselenol, ktery
muzZe byt demethylovan opét na hydrogen selenid. Hydrogen selenid je fosforylovan
na selenofosfat, jenz slouzi jako zdroj selenu pro syntézu selenoprotein(i. Vylu¢ovani

selenu se déje prostiednictvim jeho vysoce methylovanych forem [54].
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Obr.2-1. Metabolismus selenu. SeMet — selenomethionin, SeCys — selenocystein,
SeMeSeCys — selenomethyl-selenocystein, MSA — kyselina methylselenovd, MSC —

methylselenocyandt, GS — Se —SG selenodiglutathion. Podle [55].

2.7. Selenoproteiny

Fyziologickd role selenu je dana jeho pritomnosti v selenoproteinech, v nichz se
selen vyskytuje ve formé selenocysteinu. Syntéza selenocysteinu probiha kotranslacné,
jeho zarazeni do struktury proteinu je kddovano UGA koddnem za pomoci specifické
3’-UTR sekvence nazyvané Sec-insertion sequence (SECIS); selenocystein tak
predstavuje 21. aminokyselinu genetického kdédu [56]. Burika neobsahuje zadny volny
selenocystein, nebot selenocystein pfijaty z potravy je rychle metabolizovan na
hydrogen selenid, aby nedochdzelo k ndhodné inkorporaci této velmi reaktivni
aminokyseliny do proteind namisto cysteinu [57].

Dosud bylo popsano 25 lidskych selenoprotein(, funkce nékterych z nich vsak zatim
zGstdvd nezndmd. Ucastni se klicovych bunéénych procesi véetné biosyntézy
deoxyribonukelotidl, odstrafiovani peroxidd, redukce oxidovanych proteind
a membran, regulace redoxni signalizace a metabolismu hormon0 Stitné zlazy [58].

Prehled lidskych selenoproteint a jejich funkci podava Tab. 2-3.
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Tab. 2-3 Prehled lidskych selenoproteini a jejich funkci. Podle [59].

Nazev proteinu

Lokalizace a funkce

Glutathion peroxiddza-1

Glutathion peroxidaza-2

Cytosolicky enzym, antioxida¢ni aktivita

Hlavné gastrointestinalni trakt, jatra, antioxidacni aktivita

Glutathion peroxidaza-3

Plazma, antioxidac¢ni aktivita

Glutathion peroxidaza-4

VSeobecné rozsifend, zvlasté vysoka hladina ve varlatech, antioxidacni

aktivita, ddlezitd pro vyzravani spermii

Glutathion peroxidaza-6

Embryo, o¢ni nerv, neznama funkce

Thioredoxin reduktaza-1
Thioredoxin reduktaza-2
Thioredoxin reduktaza-3
Jodothyronin 5°dejodindza-1

Jodothyronin 5°dejodinaza-2

Jodothyronin 5’dejodinaza-3

Selenoprotein P

Selenoprotein W

Selenoprotein N

Selenoprotein S

Selenoprotein K

Selenoprotein R

Intraceluldrni (cytosol + jadro), redoxni regulace, bunécna signalizace
Mitochondrialni, redoxni regulace

Varlata, redoxni regulace

Ledviny, jatra, Stitnd Zlaza, hnéda tukova tkan, preménuje thyroxin na
trijodothyronin

Stitna 7laza, CNS, hnédd tukova tkan, kosterni svalstvo, aktivace
thyroidnich hormon(

Placenta, CNS, plod, inaktivace thyroidnich hormon(

Plazma, vétsina tkani, vysoka hladina v mozku, jatrech a varlatech,
homeostaza selenu a jeho transport, antioxidac¢ni aktivita

Vétsina tkani, hojny v mozku, stfevé, kosternim svalstvu a prostaté,
metabolické a antioxidacni funkce

Vétsina tkani, funkce neznama

Membranovy protein, v endoplazmatickém retikulu, role v zanétlivé
odpovédi, odstrariovani Spatné slozenych protein(

Membranovy protein, endoplazmatické retikulum, snad antioxidacéni
funkce

Cytosol a jadro, antioxidacni funkce, oprava proteinli, metabolismus

methioninu

Selenoprotein H

Selenoprotein |

Jadro, DNA-binding protein, regulace syntézy glutathionu, detoxifikace
fazell

Neznama lokalizace a funkce

Selenoprotein M

Endoplazmatické retikulum, skladani proteind, antioxidac¢ni aktivita

Selenoprotein O

Selenoprotein T

Neznama lokalizace a funkce

Neznama lokalizace a funkce

Selenoprotein V

Varlata, neznama funkce

15 kD selenoprotein

Selenofosfat syntetaza-2

Endoplazmatické retikulum, podobny thioredoxinu, role pti skladani
proteind

Biosyntéza selenoproteint
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Selen muZe byt v proteinech ptitomen rovnéz ve formé selenomethioninu.
Vtomto pripadé je inkorporovdn do proteinli nespecificky, namisto methioninu.
Nastdvd to zejména v pfipadech, kdy je pomér selenomethioninu k methioninu

v burikdch vysoky [60].

2.8. Vyznam selenu pro zdravi ¢lovéka

Selen jako stopovy prvek je nezbytnou soucasti lidské diety. Hlavnim zdrojem
selenu jsou potraviny s vysokym obsahem bilkovin jako maso, ryby, vejce a lusténiny,
dale mlécné vyrobky, ofechy a nékteré druhy zeleniny a ovoce [61]. Stopova mnoZstvi
selenu jsou potrebnd pro normalini funkci organismu, mirné zvySené mnoistvi lze
skladovat a vyuZzit pro udrZzeni homeostazy, avsak vysoké davky selenu mohou vyvolat
toxické ucinky [62]. Doporucend denni ddvka (Recommended Dietary Allowance, RDA)
byla stanovena na 55 pg/den jako davka, kterd maximalizuje aktivitu plazmatické
glutathion peroxidazy [63]. V soucasné dobé vsak panuji pochybnosti, zda je tento
pfistup vhodny a hledaji se dalsi relevantni biologické ukazatele [64]. FAO/WHO
navrhuje denni davku v mnozZstvi 26 ug selenu pro Zeny a 34 ug pro muze. Podobné
potize provazeji i snahu o stanoveni maximalni bezpecné denni davky, ktera je zatim
odhadnuta na 400 pg/den [65]. Jednotlivi lidé se mohou zfejmé znacné lisit v potrebé
selenu a v toleranci ke zvySenym davkam. Podle zpravy WHO, ktera shrnula dostupné
Udaje zrGznych zemi svéta, se koncentrace selenu v krvi zdravych lidi pohybuji
v rozmezi 0,5-2,5 uM, jiné prameny uvadéji koncentra¢ni rozmezi 8 — 186 ug/I [61].

Toxické davky selenu zpUsobuji selenézu projevujici se koznimi, neurologickymi a
gastrointestinalnimi pfiznaky. Typicka je ztrata vlasu, [dmavost nehtl, vyrazka, nauzea
a ,Cesnekovy” dech. Toxicita selenu je spojena i s poruchami endokrinnich funkci,
snizenou hladinou hormonu T3, nedostatkem NK bunék a poskozenim jater [66].
Zavainé priznaky byly davany do souvislosti s pfijmem 3200 — 6700 pg selenu dennég,
mirnéjsi priznaky, jako zmény kvality nehtd, s pfijmem 900 — 1260 pg selenu denné
[67].

Nedostatek selenu vede k porucham antioxidacni ochrany, redoxni regulace a

produkce energie v dlsledku suboptimalni produkce selenoproteint. Extrémnim
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pfipadem deficience selenu je tzv. Keshanskd nemoc, endemickd juvenilni
kardiomyopatie vyskytujici se v provincii Keshan v Ciné, kde byl zjistén denni piijem
selenu méné nez 10 pg/osobu/den. Nedostatek selenu se v patologii této choroby
kombinuje s infekci virem Coxsackie B3. Zda se, Ze virus silné zvySuje svoji virulenci pfi
pasazi pres hostitele s deficienci selenu [68]. Nizké hladiny selenu jsou nachazeny u
kriticky nemocnych pacientu, klinické studie vSak vétSinou neprokdzaly vyznamné
zlepseni stavu téchto pacientl po suplementaci selenem [69]. Podobna situace je
popisovdna i ve vztahu selenu a onemocnéni AIDS [70]. Nizké hladiny selenu ddle
ovliviiuji rovnovdhu hormona Stitné Zlazy. V extrémni podobé vede kombinovany
nedostatek selenu a jodu kvyvoji myxedematdézniho kreténismu, existuje vsak
podezieni, Zze i mirny nedostatek selenu mlze zplsobit vznik a vyvoj autoimunitniho

onemocnéni stitné Zlazy u geneticky predisponovanych jedinc( [71].

2.9. Selen a nadorova onemocnéni

V Sedesatych a sedmdesatych letech minulého stoleti se objevily prvni zpravy o
tom, Ze nizky obsah selenu v dieté zfejmé koreluje s vysSim vyskytem ndadorovych
onemocnéni [72, 73]. Prvni intervencni studie, které udavaly statisticky vyznamné
snizeni incidence nadorovych onemocnéni v souvislosti se suplementaci selenem, byly
provedeny v letech 1985 — 1991 v Ciné [74, 75], protoZe vak selen byl podavén spolu
s dalSimi latkami a studovana populace byla podvyZiven3, je tfeba interpretovat zavéry
téchto studii s jistou opatrnosti [76].

Za vyznamny meznik je povaZovana studie nazvana Nutritional Prevention of
Cancer Trial, ktera probéhla na prelomu 80. a 90. let minulého stoleti v USA. Byla to
randomizovand dvojité zaslepena studie, zamérend primdrné na prevenci rekurence
nadord kdze. Ucastnici studie dostavali 200 pg selenu/den ve formé& selenem
obohacenych kvasnic. Studie nepotvrdila vliv suplementace selenu na vyskyt rakoviny
kGize, avSak dalsSi analyzy ukazaly vyznamné snizeni vyskytu nddor( prostaty, plic
a tlustého streva [77, 78]. Pfi hodnoceni vysledkl této studie je tfeba mit na paméti, Zze
k vyznamnému snizeni vyskytu nadortd doslo hlavné u té ¢asti souboru, u niz byly

pocatecni hladiny selenu nizké [79].
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Ze zpravy pfripravované vroce 2005 pro FDA vyplynulo, Ze ze 36 studii,
provedenych do té doby s cilem prokazat souvislost mezi hladinou selenu a vyskytem
nadord, priblizné polovina tuto souvislost potvrdila. Nejvétsi konzistence byla zjiSténa
v pripadé rakoviny prsu a prostaty [80]. Od té doby probéhla fada dalSich studii, z nichz
opét nékteré prokazaly ptiznivy vliv selenu, jiné vsak nikoli [61, 79].

Jedna z nejrozsahlejSich intervenénich studii byla zahdjena vroce 2001 v USA.
Tato randomizovand, prospektivni, dvojité zaslepena studie dostala nazev SELECT
(Selenium and Vitamin E Cancer Prevention Trial) a ztcastnilo se ji 35 533 zdravych
muzu. Studie byla zaméfena primarné na prevenci vzniku rakoviny prostaty, vedlejsi
vystupy zahrnovaly rakovinu plic, stfeva a dalSi onemocnéni. Selen byl podavan
v mnoZstvi 200 ug L-selenomethioninu denné, samostatné nebo v kombinaci
s vitaminem E [81]. Studie méla pUvodné trvat az 12 let, byla vSak ukon¢ena po sedmi
letech (v roce 2008), protoze prlibézné vysledky neprokazaly Zaddny preventivni Ucinek
selenu ani vitaminu E, v€etné jejich kombinace, na Zadny planovany primarni ani
sekundarni vystup [82].

Celd fada studii se také tykala vlivu selenu na vyskyt a patogenezi kolorektalniho
karcinomu. Rané studie obvykle zahrnovaly pomérné malé soubory, napf. Clark et al.
sledovali vyskyt adenomatdznich polypl tlustého stfeva a rekta v zavislosti na
koncentraci selenu v plazmé v souboru 48 muzd, u nichz zjistili statisticky vyznamny
vztah mezi nizsi hladinou selenu v plazmé a vyskytem jednoho nebo vice polypl ve
strevé [83]. Podobné Russo et al. zjistili u souboru 73 jedincl, Ze nizké plazmatické
hladiny selenu jsou spojeny s vys$sim vyskytem mnohocetnych adenom(, ne vsak
s jejich velikosti nebo lokalizaci [84]. Naopak Nelson et al. u svého souboru 138 kontrol,
139 pacientd s adenomem a 25 pacientl s karcinomem stfeva nezjistili zadny vztah
mezi mnozZstvim selenu v séru a vyskytem téchto benignich nebo malignich nadoru
[85]. Ghadirian et al. analyzovali soubor 501 pacientl s nadory stfeva, prsu nebo
prostaty a 202 zdravych jedincu. Zjistili, Ze vyskyt rakoviny tlustého stfeva je vyssi
u pacientl s nizSim obsahem selenu v nehtech, neprokazali vsak tento vztah v pripadé
rakoviny prsu a prostaty [86]. Early et al. shromdzidili soubor 33 pacientd
s kolorektalnim karcinomem, 35 pacientd sadenomatdznimi polypy a 17
kolonoskopicky negativnich jedincl. Nezjistili Zddny rozdil mezi skupinami v mnoZstvi

selenu a selenoproteinu P v plazmé ani v aktivité extracelularni glutathion peroxidazy
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[87]. Fernandez-Banares et al. zjistovali vztah mezi mnoistvim selenu v séru
a pfitomnosti velkych kolorektalnich adenom( u lidi Zijicich v oblasti s nizkym
mnozZstvim selenu v pudé. Shromazdili soubor 28 pacientli s velkymi sporadickymi
adenomatdznimi polypy, 24 pacient( s kolorektalnim adenokarcinomem a 35 zdravych
jedinc. U pacientll sadenomatdznimi polypy a adenokarcinomy zaznamenali
vyznamné snizené hladiny selenu [88]. RovnéZ v dalSim souboru 451 ucastnik(l byla
zjiSténa souvislost mezi vyssi hladinou selenu v séru a nizsim vyskytem kolorektalnich
adenomu [89].

Dalsi poznatky ohledné vztahu selenu a rizika rozvoje CRC byly ziskany ze studie,
ktera analyzovala data shromdazdéna ze tfi predchozich studii nazvanych Wheat Bran
Fiber Trial, Polyp Prevention Trial a Polyp Prevention Study [90]. Tyto studie mély zjistit
vliv vlakniny, nizkotuc¢né diety a nékterych potravinovych doplnk( véetné vitaminu E, A
a B-karotenu na rekurenci adenomu u pacientl s pfedchozim vyskytem adenomu ve
strevé. ProtoZe byly k dispozici udaje o hladinach selenu u celkem 1763 pacientl
téchto tfi studii, bylo moiné analyzovat vztah mezi hladinou selenu a rizikem
rekurence adenomu. Vysledky skutecné prokazaly zvySené riziko rekurence adenomu
u pacientl s nizsi koncentraci selenu v krvi.

Zintervenénich studii byla jiz zminéna studie nazvanda Nutritional Prevention of
Cancer Trial, z jejihoz pozdéjsiho vyhodnoceni vyplynulo statisticky vyznamné 58%
snizeni vyskytu kolorektalniho karcinomu u skupiny suplementované selenem ve
srovnani s placebem [78]. BohuzZel, rovnéz jiz zmifiovana rozsahla studie SELECT tento

trend nepotvrdila [82].

2.10. Pfedpokladané mechanismy protinadorového pusobeni selenu

Protinadorové ucinky selenu jsou zavislé na typu a koncentraci pouzité
slouceniny. Zakladni mnozstvi selenu obsazeného v dieté by mélo pokryt pozadavky
organismu na syntézu optimdlniho mnozstvi selenoproteini. Mnohé selenoproteiny,
jako glutathion peroxidaza, selenoprotein P nebo thioredoxin reduktaza hraji dalezZitou
roli v antioxidacnich reakcich a chrani bunky pfed poSkozenim reaktivnimi formami
kysliku. Vzhledem k tomu, Ze oxidativni stres je povaZzovan za jeden z hlavnich faktort

prispivajicich ke vzniku a rozvoji nddorového onemocnéni, spocivd chemopreventivni
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potencial fyziologickych davek selenu pravé vjeho antioxidacnim pusobeni
prostfednictvim selenoproteinll. SniZzené hladiny selenoproteinu P, hlavniho
selenoproteinu plazmy, jehoz funkci je transport selenu z jater do ostatnich tkani,
koreluji s vy$Sim rizikem vzniku nadord [91]. Ztrdta heterozygozity lokusu kédujiciho
glutathion peroxidazu-1 je béznou udalosti v patogenezi mnoha typld nadord [92].
Ponékud obojetnou roli v tumorigenezi hraje thioredoxin reduktaza, jejiz exprese, na
rozdil od glutathion peroxiddzy, byva v nadorovych bunkach zvySena [93]. Velkd
pozornost je vénovana studiu polymorfism{ v genech pro selenoproteiny a jejich
asociaci sruznymi nadorovymi onemocnénimi [94]. Predpoklada se, Ze urcité
kombinace polymorfismd v genech pro selenoproteiny mohou reflektovat funkéni
interakce mezi témito proteiny a ovliviiovat tak dostupnost selenu pro rlizné tkané,
schopnost udrzovat redoxni rovnovahu a kontrolovat redoxni signalizaci [95].

Souvislost mezi snizenou hladinou selenoproteinl a rizikem vzniku nador( byla
rovnéz studovana na transgennich mysich modelech, které v disledku poruchy syntézy
selenocysteinu vykazovaly vyznamné sniZzené hladiny selenoproteinli, zejména
glutathion peroxiddzy-1 a thioredoxin reduktdzy. Tyto mysi jsou vyznamné citlivéjsi ke
karcinogenezi tlustého stfeva vyvolané azoxymethanem (AOM), nez izogenni kontrolni
kmeny. Suplementace diety selenem snizovala u téchto transgennich mysi pocet
prekancerdznich lézi indukovanych AOM, hladiny selenoprotein( vsak byly zvySeny jen
mirné, coz naznacuje, ze kromé ovlivnéni hladin selenoproteini se vtomto modelu
uplatiiuji i mechanismy chemoprevence na selenoproteinech nezavislé [96].

Slouéeniny selenu maji rovnéz vliv na metabolismus karcinogennich latek. Rada
studii in vitro a in vivo prokazala schopnost sloucenin selenu omezit tvorbu DNA
adduktl indukovanou chemickymi karcinogeny [97, 98]. Selen zvySuje expresi gen( pro
biotransformacni enzymy faze I, naopak sniZuje expresi gend biotransformacnich
enzym( faze I. K enzymUim faze | se fadi systém cytochromu P450 zodpovédny za
preménu chemickych karcinogenl na reaktivni formy schopné poskodit DNA. Selen
tedy muze pUsobit protektivné ve fazi iniciace nadoru tim, Ze omezuje tvorbu aktivnich
forem karcinogent [99].

Pfi pouziti tzv. ,supranutri¢nich” davek (tj. netoxickych davek vétsich nez jsou
zapotrebi k zajisténi maximalni aktivity selenoproteintl) se uplatiiuje spiSe prooxidacni
plUsobeni selenu. Slouceniny selenu jsou v bunkach preménovany na dva zakladni
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metabolity: hydrogen selenid H,Se a methylselenol CHsSeH. Oba tyto metabolity
vstupuji do cyklu redoxnich reakci, coZ muzZe vést az k vyCerpani bunécnych zasob
redukovaného glutathionu (GSH) a NADPH, tvorbé vysoce reaktivniho
selenodiglutathionu a zvySeni produkce reaktivnich forem kysliku (ROS), jako je

superoxid 0% a hydrogenperoxid H,0, (Obr. 2-2).

CHsSeH nebo H,Se 7
0,
(o]}
+ CH3Se’ nebo H,Se’
H* GSH
H+
L 202' Hzoz Hzo
. _ GSSG \l/
[GSSeCHs] nebo [GSSeH] Oxidacni stres
0, Vycerpani GSH
. Poskozeni DNA
20,
GSSeCH3 nebo GSSeH J

Obr. 2-2 Redoxni cyklus metabolit(i sloucenin selenu. CH3SeH — methylselenol, H,Se —
hydrogenselenid, GSH-redukovany glutathion, GSSG — oxidovany glutathion. Podle
[100].

Metabolity hydrogenselenidu a methylselenolu mohou reagovat s disulfidovymi
a thiolovymi skupinami protein( a modifikovat je za vzniku selenotrisulfidd, disulfida
a Se-adduktd [101]. Predpokladd se, Ze selen tak zasahuje do bunécné signalizace
modifikaci regulacnich cysteinl rdznych enzym( a transkripcnich faktord. V katalytické
podjednotce proteinkindzy C (PKC) zplsobuje selen tvorbu intramolekuldrnich
disulfidovych mustk( a tim PKC inaktivuje. Tato redoxni inaktivace PKC se spolupodili
na inhibici bunééné proliferace a indukci bunécné smrti [102]. Aktivity NF-kB, AP-1,
JNK, kaspdzy 3 a ASK1 jsou selenem rovnéz inhibovany prostiednictvim redoxni
regulace jejich cysteinovych zbytk( [103-106].

Ovlivnéni bunécného cyklu a indukce apoptdzy slou¢eninami selenu byla popsana

u fady typl ndadorovych bunék vcéetné nadorU prostaty, streva, jater, leukémii
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alymfom(. Zda se, Ze methylované slouceniny selenu, které jsou metabolizovany
pfimo na methylselenol, zpUsobuji zdstavu bunééného cyklu v G1 fazi, zatimco
selenicitan a selenocystein indukuji spisSe zastavu v S/G2-M fazich, spojenou s produkci
ROS a genotoxickymi ucinky [107]. Mechanismy indukce apoptdzy selenem jsou velmi
komplexni a zahrnuji produkci ROS a bunécnou signalizaci [108, 109]. Selen v in vitro
modelech aktivoval kinazy JNK1, ERK1/2, p38 MAPK a Akt a rovnéZ drahu p53
a indukoval apoptdzu za Ucasti kaspaz i bunécnou smrt na kaspazach nezavislou [110-
118].

Charakteristickou vlastnosti malignich nador(, kterd je Cini tak zhoubnymi pro
pacienta, je jejich schopnost Sifit se po organismu a vytvaret metastdzy. Ve studiich
s pokusnymi zviraty bylo prokazano, Ze slouceniny selenu inhibuji rist sekunddarnich
nadorovych lozisek [119]. Se-methyl-selenocystein ovliviioval expresi kolagenu
v bunkdch nadoru prostaty [120] a selenomethionin sekreci matrixovych
metalloproteinaz [121]. Selen rovnéz inhiboval neoangiogenezi v nadorech vzniklych
z xenotransplantatd nddorovych bunék prostaty [122].

Z hlediska chemopreventivniho plsobeni selenu je dale velmi vyznamné zjisténi,
Ze nadorové bunky mohou byt citlivéjsi k pdsobeni sloucenin selenu nez jejich normalni
protéjsky. Husbeck a kol. porovnavali buriky nddor( prostaty a odpovidajici normalni
bunky odebrané pacientim a zjistili, Ze nadorové bunky byly citlivéjsi k plsobeni
selenicitanu, nikoli vSak k selenomethioninu. Vyssi odolnost normalnich bunék byla
zpUsobena vyssi expresi mitochondridlni superoxid dismutazy v téchto burikdch [123].
V bunécném modelu karcinomu plic byly bunky rezistentni k doxorubicinu citlivéjsi
k pasobeni selenic¢itanu neZz bunky k doxorubicinu citlivé, coZz souviselo s vyssi
schopnosti doxorubicin-citlivych bunék po ovlivnéni seleni¢itanem indukovat expresi
thioredoxin reduktazy [124]. V dalsi podobné praci bylo prokazano, ze nadorové bunky
rezistentni k plUsobeni cytostatik v dUsledku zvySené exprese proteini MRP jsou
citlivéjsi k plisobeni selenicitanu, nebot MRP komplexy vyluuji z bunék cystein, ktery
vytvari na povrchu bunky silné redukéni prostredi a tak prispiva ke zvyseni transportu
selenu do bunky [125]. Seleniéitan sodny také prokazal schopnost obnovit citlivost
bunék rakoviny prostaty na apoptdzu indukovanou TRAIL, a to v koncentraci, ve které
sam o sobé apoptdzu nevyvolaval. Vtéchto bunkdch doslo v dusledku puasobeni

selenicitanu k aktivaci proteinu p53 a translokaci proteinu Bax do mitochondrii, cozZ
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obnovilo komunikaci mezi vnéjsi a vnitfni drahou apoptdzy [126]. V bunécném modelu
kolorektalniho karcinomu seleni¢itan sodny potencoval cytotoxické ucinky cytostatik
[127].

Z vyse uvedenych poznatkl vyplyvd, Ze slouceniny selenu maji schopnost ucinné
zasahovat do bunécné signalizace a metabolismu, ovlivihovat proliferaci nddorovych
bunék, transformaci karcinogennich latek a schopnost lidského organismu udrZovat
redoxni homeostdzu. Mechanismy plsobeni téchto sloucenin jsou komplexni a zavisi
na chemické formé zkoumané latky, jeji koncentraci a také na typu biologického
modelu. Podrobnéjsi vyzkum ucink( sloucenin selenu v rlznych bunéénych modelech
in vitro mGze prinést nové poznatky o mechanismu jejich plsobeni a prispét tak k jejich

budoucimu vyuziti v klinickych aplikacich.
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3. CILE PRACE
V ramci této prace jsme si stanovili ndsledujici cile:
1. Zjistit citlivost bunék linii lidského kolorektdlniho karcinomu HCT 116
a HCT 116-p53KO na pusobeni seleni¢itanu sodného. Najit koncentracéni

rozmezi, ve kterém selenicitan sodny ovliviiuje bunécénou proliferaci a indukuje
bunécénou smrt u téchto linii.

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

3. Podrobnéji popsat mechanismus bunécné smrti indukované selenicitanem
sodnym.

4. Zjistit, zda nepfitomnost funkéniho proteinu p53 ovliviiuje citlivost bunék
HCT 116 na pusobeni seleni¢itanu sodného.
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4. MATERIAL A METODY

4.1. Chemikalie

Beckman - Coulter:

7-amino-aktinomycin D (7-AAD), izotypova kontrola mysi IgG znacena FITC, protilatka
proti cyklinu A2 znacend FITC

Boehringer Mannheim-Roche:

5-(2,4-disulfonatofenyl)-3-(4-jodfenyl)-2-(4-nitrofenyl)-2H-tetrazolium (WST-1), Cell
Proliferation Elisa BrDU Kit, Complete™ Mini Tablets

Calbiochem:

Mnlll Tetrakis(1-methyl-4-pyridyl) porfyrin pentachlorid (MnTMPyP), pifithrin-a, mysi
1981)

monoklondlni protilatka proti fosforylované ATM (pSer

Cell Signaling Technology:

kralic¢i protilatka proti fosforylovanému H2A.X (pSer 139), mysi monoklonalni protilatka
proti PCNA, mysi monoklondlni protilatka proti cyklinu D1, krali¢i protilatka proti LC3B
DAKO:

polyklonalni praseci proti-krali¢i protilatka konjugovana s kfenovou peroxidazou,
polyklonalni praseci proti-mysi protilatka konjugovana s kifenovou peroxidazou
GIBCO:

penicilin, streptomycin, trypsin/EDTA

Molecular Probes:

sekundarni protilatky Alexa Fluor®, SlowFade® medium, Vybrant® FAM Caspase-3 and
7-Assay Kit for Flow Cytometry,MitoSOX™ Red Mitochondrial Superoxide Indicator,
MitoTracker® Green, Hoechst 33342

PAA Laboratories:

fetalni bovinni sérum (FBS)

Santa Cruz Biotechnology, Inc.:

kralic¢i protilatka proti cyklinu B1, kraliéi protilatka proti Cdc2 p34, mysi monoklonalni

protilatka proti p21, mysi monoklonalni protilatka proti LAMP-1
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Sigma-Aldrich:

4’,6-diamidino-2-fenylindol (DAPI), bovinni sérovy albumin (BSA),
bromodeoxyuridin(BrDU), Coomassie Brilliant Blue, Dulbeccovo modifikované
Eagleovo médium (DMEM), dimethylsulfoxid (DMSO), L-buthionin-sulfoximin (BSO),
mySi monoklonalni protilatka proti B-aktinu, paraformaldehyd, odtuénéné susené

mléko (non-fat dry milk), propidium jodid, ribonukleaza A, selenicitan sodny, Triton-X

Kvalita ostatnich pouzitych chemikalii odpovidala nejvyssi analytické Cistoté.

4.2. Spotrebni material pro kultivaci bunék

Nunc (Roskilde, Denmark): plastové kultivaéni lahve 25cm? a 75 cm?, 96-jamkové

mikrotitracni desticky.

Becton-Dickinson (New Jersey, USA): plastové kultivaéni lahve 12,5 cm®

Hettich (Tuttlingen, Germany): cytospinové komurky

4.3. Buriky a jejich kultivace

Buniky lidského kolorektdlniho karcinomu linie HCT 116 byly zakoupeny
prostfednictvim American Type Culture Collection (ATCC N° CCL-247, Manassas, VA,
USA), burky 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 % fetdlniho bovinniho
séra, 100 U/ml penicilinu a 100 pg/ml streptomycinu, pti 37°C v atmosfére 5 % CO,.
Bunky byly pasazovany po dosazeni 80 % konfluence 2x tydné pomoci 0,05 %
trypsinu/0,53 mM EDTA. Kultury byly pravidelné testovany na pfitomnost

mykoplazmat.

4.4. Testy v mikrotitracnich destickach

4.4.1. Nasazeni bunék a ovlivnéni seleni¢itanem sodnym
Buniky v logaritmické fazi rlstu byly pfevedeny do suspenze pomoci 0,05 %
roztoku trypsinu/0.53 mM EDTA, resuspendovany v kultivacnim mediu, nasazeny do

96-jamkovych mikrotitraénich desti¢ek v hustoté 6 x 10° bunék ve 200 pl média na
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jamku a kultivovany po dobu 24 h v inkubatoru pfi 37°C v atmosfére s 5 % CO,. Prvni
sloupec desti¢ky nebyl osazovan burikami a slouZil jako slepy pokus. Po 24-hodinové
inkubaci bylo médium v jamkach vyménéno za 200 pl ¢erstvého média v pripadé

kontrolnich vzork( nebo za 200 ul média obsahujiciho selenicitan sodny a bunky byly

kultivovany v inkubatoru po dobu dalSich 24 resp. 48 h.

4.4.2. Test metabolické aktivity (WST-1) a stanoveni celkového mnoistvi proteinti v
burikach (Coomassie Brilliant Blue)

Pro stanoveni metabolické aktivity bunék jsme postupovali podle pokynt vyrobce
(Cell proliferation reagent WST-1, Boehringer Mannheim-Roche), celkové mnozstvi
proteinl jsme stanovili postupem podle Bradfordové [128]. Po uplynuti doby ovlivnéni
byly kontrolni a ovlivnéné buriky v mikrotitracnich destickach 2x oplachnuty PBS a do
jamek bylo pfidano 100 ul WST-1 v médiu (0,3 mg/ml). Absorbance byla mérena pfi
450 nm proti 650 nm (Spektrofotometr SpektraFluor Plus, Tecan, Salzburg, Austria).
Poté byly desticky umistény do inkubdatoru a méreni bylo opakovdno po 2 h. Po méreni
byly kultury 2x oplachnuty PBS a fixovany roztokem ve sloZeni 50 % etanol, 49 % H,0 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 %
destilovand voda, 10 % absolutni etanol, 5 % ledova kyselina octovd. Navazané barvivo
bylo rozpusténo pridanim 100 ul desorpéniho roztoku na jamku (98 mg octanu
draselného, 700 ml etanolu a 300 ml H,0) za mirného tfepdani po dobu 1 h. Absorbance
byla mérena pti 620 nm proti 450 nm (Spektrofotometr SpektraFluor Plus,Tecan,

Salzburg, Austria).

4.4.3. Test DNA syntézy

Pro stanoveni intenzity DNA syntézy jsme postupovali podle pokyn( vyrobce kitu
(Cell Proliferation ELISA, BrDU, Boehringer Mannheim-Roche). Buriky byly nasazeny do
¢ernych 96-jamkovych mikrotitracnich desti¢ek 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 atmosfére s 5 % CO,. Poté bylo médium v jamkach vyménéno za 200 ul cerstvého
média v pfipadé kontrolnich vzorkl nebo za 200 pl média obsahujiciho selenicitan

sodny a bunky byly kultivovany v inkubatoru po dobu dalSich 24 resp. 48 h. Na posledni
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¢tyfi hodiny inkubace bylo k burfikdm pfidano 20 ul roztoku BrDU o koncentraci
100 uM. Poté ndsledovaly tyto kroky: oplachnuti jamek 200 ul PBS, fixace 70 %
etanolem po dobu 5 min, oplachnuti PBS, inkubace se 100 ul 2,3 M HCI po dobu
30 min, 2x oplachnuti 200 ul PBS, inkubace s 200 pl blokovaciho ¢inidla, 3x oplachnuti
PBS, inkubace s 50 pl roztoku Anti-BrDU-POD po dobu 2 h, 3x oplachnuti PBS po 5 min
a nakonec inkubace se 100 pul chemiluminiscenéniho ELISA substratu po dobu 3 min za
mirného tfepdni. Chemiluminescence byla mérena na spektrofotometru SpektraFluor
Plus (Tecan, Salzburg, Austria). Pti vSech mérenich byl pouzit integracni ¢as 1000 ms a

gain 130.

4.5. Casosbérna videomikroskopie

Buriky byly nasazeny do 12,5 cm? kultivaénich lahvi v hustoté 1,5 x 10° bunék
v 5 ml média a kultivovany po dobu 24 h v inkubatoru pfi 37°C v atmosfére s 5 % CO,.
Poté bylo médium vyménéno za 5 ml Cerstvého média v pfipadé kontrolnich vzork(
nebo za 5 ml média obsahujiciho seleni¢itan sodny v koncentracich 2,5 uM, 5 uM
al1l0 uM. Po vyméné média byly burnky ponechany 20 min vinkubdtoru a poté
umistény na stolek invertovaného mikroskopu v prostoru s teplotou 37°C (Invertovany
mikroskop Olympus 1X-70, Olympus Optical Co, Ltd., Tokyo, Japan opatfeny kamerou
Mitsubishi CCD-100E, Mitsubishi Corporation, Tokyo, Japan). Po dobu 72 h bylo
snimdano vybrané reprezentativni zorné pole v rezimu 480, zpomaleni 160. Casosbérné
sekvence byly prevedeny do digitalni formy pomoci programu Adobe Premiere 6.0

a analyzovany.

4.6. Pratokova cytometrie

vv s

4.6.1. Analyza bunééného cyklu metodou kombinovaného barveni anti-cyklin A2/7-
AAD
Postupovali jsme podle doporuceni vyrobce protilatky proti cyklinu A2 (Beckman
Coulter). Buriky byly nasazeny do 25 cm? kultivacnich lahvi v hustoté 3 x 10> bunék
v 10 ml média a kultivovany po dobu 24 h v inkubatoru pfi 37°C v atmosféfe s 5 % CO,.
Poté bylo médium vyménéno za 10 ml Cerstvého média v pripadé kontrolnich vzorku

nebo za 10 ml média obsahujiciho selenic¢itan sodny v koncentracich 2,5 uM, 5 uM a
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10 uM a bunky byly dale kultivovany po dobu 24 resp. 48 h. Kontrolni a ovlivnéné
bunky 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 pfeneseny 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 pl izotypové kontroly - mysi 1gG1-FITC) a 20 pl 7-
AAD po dobu 60 min pfi pokojové teploté ve tmé. Poté byly vzorky oplachnuty 1 ml
PBS + 5 % BSA, resuspendovany v 500 pul PBS + 5 % BSA a analyzovany na pritokovém
cytometru Cell Lab Quanta SC MPL Flow Cytometer (Beckman Coulter, USA)
s argonovym laserem 488 nm ve FL1 kandlu pro detekci FITC a v kandlu FL3 pro detekci

7-AAD.

4.6.2. Stanoveni sub G1 frakce bunécného cyklu

Pouzili jsme modifikovany postup podle Vindelovova [129]. Bunky byly nasazeny
do 25 cm? kultivagnich lahvi v hustoté 3 x 10° bunék v 10 ml média a kultivovany po
dobu 24 h v inkubatoru pti 37°C v atmosfére s 5 % CO,. Poté bylo médium vyménéno
za 10 ml cerstvého média v prfipadé kontrolnich vzorkl nebo za 10 ml média
obsahujiciho selenicitan sodny v koncentracich 2,5 uM, 5 uM a 10 uM a bunky byly
déle kultivovany po dobu 24 resp. 48 h. Kontrolni a ovlivnéné bunky byly prevedeny do
suspenze pomoci 0,05 % trypsinu/0.53 mM EDTA a resuspendovany v ¢erstvém médiu.
Pdvodni médium bylo prfed trypsinovanim odebrdno a poté pridano
k resuspendovanym burnikdm, abych nedoslo ke ztraté plovoucich bunék. Vzorky byly
zcentrifugovany pti 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 bufky 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 Na,
HPO,4, 0.1 M citrat, pH 7.8) po dobu 5 min, oplachnuty PBS a inkubovény s 0,5 ml
Vindelovova roztoku (1.2 g/l TRIS, 0,6 g/I NaCl, 0.01 g/| RN4za a 0.05 g/| propidium
jodid) po dobu 1 h pfi 37°C ve tmé. Poté byly vzorky analyzovdny na pr(itokovém
cytometru Cell Lab Quanta SC MPL Flow Cytometer (Beckman Coulter, Fullerton, CA,

USA) s argonovym laserem 488 nm ve FL2 kanalu.
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4.6.3. Detekce aktivnich kaspaz 3 a 7 pomoci prtitokové cytometrie

Postupovali jsme podle doporuceni vyrobce kitu (Vybrant® FAM Caspase-3 and 7-
Assay Kit for Flow Cytometry, Molecular Probes). Bufiky byly nasazeny do 25 cm?
kultivaénich lahvi v hustoté 3 x 10° bunék v 10 ml média a kultivovany po dobu 24 h
v inkubatoru pfi 37°C v atmosfére s 5% CO,. Poté bylo médium vyménéno za 10 ml
Cerstvého média v pfipadé kontrolnich vzorkll nebo za 10 ml média obsahujiciho
selenicitan sodny v koncentraci 10 uM a buriky byly dale kultivovany po dobu 6—-24 h.
Kontrolni a ovlivnéné bunky byly prevedeny do suspenze pomoci 0,05 %
trypsinu/0.53 mM EDTA a resuspendovany v ¢erstvém médiu. Pivodni médium bylo
pred trypsinovanim slito a poté pfidano k resuspendovanym burikdm, aby nedoslo ke
ztraté plovoucich bunék. Hustota bunéiné suspenze byla upravena na 1x 10°
bunék/ml. K 300 pl této suspenze bylo pfidano 10 ul roztoku FLICA (fluorescenéni
inhibitor kaspaz) pfipraveného podle pokyni vyrobce (Vybrant® FAM Caspase-3 and 7-
Assay Kit for Flow Cytometry, Molecular Probes) a buriky byly kultivovany v inkubatoru
pfi 37°C v atmosféfe 5% CO, po dobu 1 h. Béhem inkubace byly vzorky 3x kratce
protfepany. Po skonceni inkubace byly vzorky centrifugovany pti 1000 rpm a 20°C po
dobu 10 min, 2x proplachnuty 1 ml promyvaciho pufru (dodaného vyrobcem jako
soucdst kitu), resuspendovany ve 400 pl promyvaciho pufru aanalyzovany na
pratokovém cytometru Cell Lab Quanta SC MPL Flow Cytometer (Beckman Coulter,

Fullerton, CA, USA) s argonovym laserem 488 nm ve FL1 kanalu.

4.6.4 Vliv pifithrinu-a na aktivaci kaspaz po ovlivnéni selenic¢itanem sodnym

Buriky byly nasazeny do 25 cm? ml kultivaénich lahvi v hustoté 3 x 10° bunék v 10
ml média a kultivovany po dobu 24 h v inkubatoru pfi 37°C v atmosfére s 5% CO,. Poté
bylo médium vyménéno za 10 ml cerstvého média v pripadé kontrolnich vzork(l nebo
za 10 ml média obsahujiciho selenic¢itan sodny v koncentraci 10 uM, pifithrin-a
v koncentraci 10 uM, pfipadné kombinaci seleniéitanu sodného a pifithrinu-a
v uvedenych koncentracich a bunky byly dale kultivovany po dobu 24 resp. 48 h.

Vzorky byly ddle zpracovany postupem uvedenym v bodu 4.6.3.
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4.7. Detekce proteinti Western blottingem

Kontrolni a ovlivnéné bunky byly prevedeny do suspenze pomoci 0,05 %
trypsinu/0.53 mM EDTA, oplachnuty PBS a centrifugovany pfi 1300 rpm a 4°C po dobu
10 min. Sediment byl resuspendovan v 5 ml ledového lyzaéniho pufru (137 mmol Nacl,
10 % glycerol, 1 % n-oktyl-B-D-glukopyranosid, 50 mmol NaF, 20 mmol TRIS, 1 mmol
ortovanadicitan sodny, Complete™ Mini 1 tbl). Lyzaty byly inkubovany 30 min na ledu,
poté centrifugovany po dobu 30 min pfi 14000 rpm a 4°C. Supernatan byl slit do
kryozkumavek a zamrazen pfi -80°C.
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. Kazdy vzorek lyzatu obsahoval stejné
mnozstvi proteinu (40 ug). Po skonceni elektroforézy byly proteiny preneseny na PVDF
membranu (100V, 250 mA, 60 min) a inkubovany pfi 25°C po dobu 1 h vroztoku
obsahujicim 5% odtu¢néné susené mléko, 10 mmol TRIS-HCL pH 8, 150 mM NaCl
a 0,1 % Tween 20 (TBST). Membrany byly inkubovany s primarnimi protildtkami (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, inkubovany se sekundarni protildtkou konjugovanou
s peroxidazou (polyklonalni praseéi proti-krali¢i protilatka konjugovana s kfenovou
peroxiddzou nebo polyklondlni praseci proti-mysi protilatka konjugovana s kfenovou
peroxiddzou 1: 1000, 1 h, 25°C), oplachnuty 6x TBST a signdl byl vyvoldn pomoci
chemiluminiscenéniho (ECL) detekéniho kitu (Boehringer, Mannheim-Roche, Basel,
Switzerland). Jako nanaseci kontrola byl pouzit B-aktin. Intenzita proteinové
specifickych signall v danych ¢asovych intervalech byla stanovena pomoci programu
GelQuant 2.7 (DNR Bio-Imaging Systems, Jerusalem, Israel) a byla vyjadiena

v nasobcich hodnoty zjisténé v ¢ase O h.
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4.8. Dynamické méreni bunécné proliferace pomoci systému xCELLigence

4. 8. 1. Modulace ucinku selenicitanu sodného prooxidantem (BSO) a anti-oxidantem
(MnTMPyP)

Do kazdé jamky 16-jamkové E-desticky bylo napipetovdno 90 ul média a byla
zmérena zakladni hodnota impedance (pozadi) ve viech 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 pfiddno 10 ul kultivaéniho média (kontrolni
jamky) nebo 10 ul média obsahujiciho selenic¢itan sodny (vyslednd koncentrace 10 uM),
BSO (vysledna koncentrace 100 uM), MnTMPyP (vyslednda 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

bunécného indexu (impedance) byla snimdna kazdou hodinu.

4.8.2. Modulace ucinku selenicitanu sodného pifithrinem-a

Do kazdé jamky 16-jamkové E-desti¢ky bylo napipetovdano 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 6-hodinové
inkubaci v RTCA stanici bylo do jamek pridano 10 ul kultivaéniho média (kontrolni
jamky) nebo 10 ul média obsahujiciho selenicitan sodny (vysledna koncentrace 10 uM)
nebo pifithrin-a (vysledna koncentrace 10 uM) a kombinaci selenic¢itanu sodného
a pifithrinu-a v uvedenych koncentracich. Bunky byly kultivovany v RTCA stanici po

dobu 48 h, hodnota bunécného indexu (impedance) byla snimana kazdou hodinu.

4.9. Fluorescencni mikroskopie

4.9.1. Detekce superoxidu v mitochondriich
Buriky byly nasazeny do cytospinovych komurek 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% CO,. Poté

bylo médium vyménéno za 1 ml Cerstvého média v pfipadé kontrolnich vzork( nebo za
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1 ml média obsahujiciho seleniéitan sodny v koncentraci 10 uM a bunky byly ddle
kultivovany po dobu 24 h. Po ukonceni doby ovlivnéni byly bunky oplachnuty PBS
s pfidavkem Ca®* a Mg®* iontli (37°C) a inkubovany s1ml média DMEM (37°C)
obsahujiciho MitoTracker® Green (0,1 pl/ml) a MitoSOX™ Red (5 uM). Poté byly burky
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 Nikon Eclipse E 400 (Nikon Corporation, Kanagawa, Japan).
Fotografie byly potizeny pomoci programu LUCIA DI Image Analysis systém (Laboratory

Imaging Ltd., Ceska Republika) a analyzovany.

4.9.2 Imunofluorescencni detekce fosforylovaného histonu H2A.X

Buriky byly nasazeny do cytospinovych komdrek v hustoté 3 x 10* bunék v 1 ml
média a kultivovany po dobu 24 h v inkubatoru pfi 37°C v atmosféfe s 5 % CO,. Poté
bylo médium vyménéno za 1 ml Cerstvého média v pripadé kontrolnich vzork( nebo za
1 ml média obsahujiciho selenicitan sodny v koncentraci 10 uM a bunky byly dale
kultivovany po dobu 24 h. Kontrolni a ovlivnéné buriky 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 primarni protilatkou proti fosforylovanému histonu H2A.X v fedéni
1:100 v mléku (5 % v PBS—T) pfi teploté 4°C po dobu 1 h. Po skonéeni inkubace byly
buriky 4x oplachnuty PBS a inkubovany se sekundarni protilatkou (proti-krali¢i Alexa
Fluor® 488, redéni 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 Nikon Eclipse E 400 (Nikon Corporation, Kanagawa, Japan).
Fotografie byly potizeny pomoci programu LUCIA DI Image Analysis systém (Laboratory

Imaging Ltd., Ceska Republika) a analyzovany.

4.9.3. Detekce monodansylcadaverinu
Buriky byly nasazeny do cytospinovych komurek v hustoté 3 x 10* bunék v 1 ml
média a kultivovany po dobu 24 h vinkubatoru pfi 37°C v atmosféfe s 5% CO,. Poté

bylo médium vyménéno za 1 ml cerstvého média v pfipadé kontrolnich vzorkd nebo za
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1 ml média obsahujiciho seleniéitan sodny v koncentraci 10 uM a bunky byly ddle
kultivovany po dobu 24 h. Po skonceni inkubace bylo médium slito a nahrazeno
Cerstvym médiem s 50 uM monodansylcadaverinu a vzorky byly inkubovany 60 min pfi
37°C ve tmé. Zmény ve fluorescenci byly pozorovany ve fluorescenénim mikroskopu
Nikon Eclipse E 400 (Nikon Corporation, Kanagawa, Japan). Fotografie byly pofizeny
pomoci programu LUCIA DI Image Analysis systém (Laboratory Imaging Ltd., Ceska

Republika) a analyzovany.

4.10. Statistické vyhodnoceni

Predkladané vysledky jsou prlmérem ze tfi nezdvislych méreni. Statisticka
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 porovnavéany s
kontrolou, pficemzZ rozdily byly povazovany za signifikantni na hladiné vyznamnosti

p<0,05.
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5. VYSLEDKY

5.1. Metabolicka aktivita a celkovy obsah proteini

Uginek seleni¢itanu sodného na buriky linii HCT 116 a HCT 116-p53K0 byl nejprve
stanoven mérenim metabolické aktivity testem WST-1 a dale méfenim celkového
obsahu proteini metodou barveni Coomassie Brilliant Blue v pribéhu 24 h (Obr. 5-1A-
D). U bunék HCT 116 doslo ke sniZzeni metabolické aktivity po pusobeni selenicitanu
sodného v koncentracich 10 uM a vyssich, ke snizeni celkového obsahu proteint od
koncentrace 2,5 uM. Buriky HCT 116-p53KO byly méné citlivé k plsobeni seleni¢itanu
sodného, k vyznamnému snizeni metabolické aktivity a celkového obsahu proteint
u nich doslo az od koncentrace 25 uM této latky. Na zakladé téchto vysledkl byly pro

dalsi testovani zvoleny koncentrace 2,5 uM, 5 uM a 10 uM selenicitanu sodného.

5.2. Syntéza DNA

Vliv seleni¢itanu sodného na syntézu DNA u bunék HCT 116 a HCT 116-p53KO0 byl
stanoven metodou inkorporace BrDU s chemiluminiscencni detekci. Selenicitan sodny
snizoval mnoiZstvi inkorporovaného BrDU u obou bunécnych linii v zavislosti na
koncentraci a dobé plsobeni. 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 selenicitanu sodného, u linie HCT 116-p53KO od koncentrace
5 uM selenicitanu sodného. Vintervalu 48 h byla syntéza DNA vyznamné sniZena u
obou linii od koncentrace 2,5 uM selenicitanu sodného. Inkorporace BrDU byla méné
inhibovéna selenic¢itanem sodnym u linie HCT 116-p53K0 ve srovnani s linii HCT 116,
statisticky vyznamné rozdily mezi liniemi byly zjistény v obou casovych intervalech
v koncentracich 2,5 uM a 5 uM selenicitanu sodného, v koncentraci 10 uM tyto rozdily

vymizely (Obr. 5-2A,B).
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Obr. 5-1A,B Metabolicka aktivita bunék HCT 116 (A) a HCT 116-p53KO (B) ovlivnénych
selenic¢itanem sodnym po dobu 24 h stanovena testem WST-1. * statisticky vyznamny

rozdil proti kontrole, p< 0.05.
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Obr. 5-1C,D Celkovy obsah proteind u bunék HCT 116 (C) a HCT 116-p53KO (D)
ovlivnénych selenic¢itanem sodnym po dobu 24 h stanoveny pomoci barveni Coomassie

Brilliant Blue. * statisticky vyznamny rozdil proti kontrole, p< 0.05.
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Obr. 5-2A,B Vliv selenic¢itanu sodného v koncentracich 2,5uM, 5uM a 10 uM na
inkorporaci BrDU u linii HCT 116 a HCT 116-p53KO0 v intervalech 24 h (A) a 48 h (B).

* statisticky vyznamny rozdil proti kontrole (HCT 116), + statisticky vyznamny rozdil
proti kontrole (HCT 116-p53K0), ** statisticky vyznamny rozdil mezi liniemi HCT 116

a HCT 116-p53KO, p< 0.05.
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5.3. Proliferace a morfologie bunék

Buriky linii HCT 116 a HCT 116-p53KO kontrolni a ovlivnéné selenicitanem
sodnym v koncentracich 2,5 uM, 5 uM a 10 uM byly ¢asosbérné snimdany po dobu 72 h
(Obr. 5-3A,B). Bunky téchto linii jsou epiteloidni, s ovalnymi jadry a vyraznymi jadérky,
proménlivého tvaru a velikosti, coZ je vidét zejména pfi nizké hustoté kultury. Maji
tendenci rozrlstat se ve shlucich a jsou schopné pohybu v kultute. Jak je patrné
z Casosbérnych snimkd, kontrolni kultury obou linii pti dané hustoté nasazeni dosahuji
konfluence béhem 48 h kultivace. Selenicitan sodny inhiboval proliferaci obou
bunécénych linii v zavislosti na koncentraci a dobé plsobeni. V ovlivnénych burkach
dochazelo ktvorbé cetnych cytoplazmatickych vakuol (viz téZ oddil 5.12), buriky se
zakulacovaly, odpojovaly od podkladu a wvytvarely dynamicky se meénici vybézky
cytoplazmy, tzv. ,blebs”. Vyrazny rozdil v citlivosti obou linii byl patrny jiz v koncentraci
5 uM selenic¢itanu sodného. V koncentraci 10 uM selenicitan sodny vyrazné omezil
proliferaci linie HCT 116 béhem 24 h, zatimco bunky linie HCT 116-p53KO0 proliferovaly

jesté nejméné v intervalu 48 hodin plsobeni selenicitanu sodného.

5.4. Analyza bunécného cyklu metodou kombinovaného barveni anti-cyklin
A2 /7-AAD
Vliv seleniéitanu sodného na distribuci fazi bunééného cyklu s ohledem na expresi

cyklinu A2 u bunék linii HCT 116 a HCT 116-p53KO byl stanoven pomoci pritokové
cytometrie. Exprese cyklinu A2 byla detekovdana pomoci fluorescenéné znacené
protilatky, DNA byla barvena 7-AAD (Obr.5-4A,B). Ve srovndani slinii HCT 116
projevovaly buriky linie HCT 116-p53K0 vyraznéjsi tendenci hromadit se v S/G2 fazich
bunééného cyklu, coz bylo patrné zejména v koncentracich 5 uM a 10 uM seleniéitanu
sodného. Statisticky vyznamny rozdil v procentu bunék pozitivnich na cyklin A2 mezi
liniemi HCT 116 a HCT 116-p53KO byl zjistén v koncentracich 5uM a 10 uM
selenic¢itanu sodného v intervalu 24 h a 5 uM selenicitanu sodného v intervalu 48 h

(obr. 5-4C,D).
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Obr. 5-3 A Proliferace bunék HCT 116 po ovlivnéni seleni¢itanem sodnym v koncentracich 2,5 uM, 5 uM a 10 pM

v v/

v pribéhu 72 h zaznamenana metodou ¢asosbérné mikroskopie. Méfitko - 100 um.
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Obr. 5-3B Proliferace bunék HCT 116-p53KO po ovlivnéni seleni¢itanem sodnym v koncentracich 2,5 uM, 5 uM a 10 uM

v pribéhu 72 h zaznamenana metodou ¢asosbérné mikroskopie. Méfitko — 100 um.
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Obr. 5-4A Distribuce fazi bunécného cyklu bunék HCT 116 a HCT 116-p53KO po ovlivnéni selenicitanem sodnym v koncentracich 2,5 uM, 5 uM

a 10 uM vintervalu 24 h, analyzovana pomoci kombinovaného barveni fluorescenéné znacenou protilatkou proti cyklinu A2 (svislé osy)

a propidium jodidem (vodorovné osy).
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Obr. 5-4B Distribuce fazi bunécného cyklu bunék HCT 116 a HCT 116-p53KO0 po ovlivnéni seleni¢itanem sodnym v koncentracich 2,5 uM, 5 uM

a 10 uM v intervalu 48 h, analyzovand pomoci kombinovaného barveni fluorescenéné znacenou protilatkou proti cyklinu A2 (svislé osy)

a propidium jodidem (vodorovné osy).
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Obr. 5-4C,D Procento bunék pozitivnich na cyklin A2 u linii HCT 116 a HCT 116-p53KO
po ovlivnéni seleni¢itanem sodnym v intervalu 24 h (C) a 48 h (D). * vyznamny rozdil
proti kontrole (HCT 116), + vyznamny rozdil proti kontrole (HCT 116-p53K0),

** vyznamny rozdil mezi liniemi HCT 116 a HCT 116-p53KO, p< 0.05.
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5.5. Zmény v expresi proteinti spojenych s bunéénym cyklem

Vliv selenicitanu sodného v koncentraci 10 uM na expresi proteinl spojenych
s bunécnym cyklem byl stanoven pomoci Western blottingu. (Obr. 5-5). 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-p53KO0 pretrvala zvySena exprese
cyklinu B1 nejméné do 36 h po ovlivnéni. U obou linii doslo k poklesu exprese cyklinu
D1. Exprese kinazy Cdc2 p34 (Cdkl) u linie HCT 116 po prechodném poklesu mirné
stoupla, u bunék HCT 116-p53KO stoupala béhem 48 h ovlivnéni. U obou linii byla

indukovana exprese proteinu p21 (Obr. 5-5).

HCT 116 HCT 116-p53KO
PCNA —_——— . S —
W1.00 186 217 19 037 013 100 143 09 0.5; 049 003
Cyklin B1 P———— - R W
100 136 158 129 039 000 100 156 149 157 182 1.1
Cyklin D1 !’b -~ —— .‘ * T ——— ke |
100 109 087 084 037 046 i; | 6.96 079 064 031 o.o;
CAC2 P34 M. s S S S S ~---a
100 077 089 076 122 129 100 105 140 175 165 186
p21 B . D G— -J“wr-—q
100 130 129 169 177 1142 100 122 120 119 123 106
B-aktin ‘—-—.“.—-“' ;—--~~,~

Oh 8h 16h 24h 36h 48h Oh 8h 16h 24h 36h 48h

Obr. 5-5 Exprese proteind spojenych sbunéénym cyklem u bunék linii HCT 116

a HCT 116-p53K0 po ovlivnéni selenicitanem sodnym v priibéhu 48 h.
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5.6. Stanoveni sub G1 frakce bunécného cyklu

Velikost sub G1 frakce bunécného cyklu u bunék linii HCT 116 a HCT 116-p53KO
byla stanovena pomoci prutokové cytometrie metodou barveni DNA propidium
jodidem. Selenicitan sodny v koncentracich 2,5 uM, 5 uM a 10 uM ménil distribuci fazi
bunécéného cyklu a zplsoboval zvyseni sub G1 frakce (Obr. 5-6A). Tento ucinek byl
vyznamné silnéjsi u bunék linie HCT 116 a to od koncentrace 5 uM selenicitanu

sodného v casovém intervalu 24 h a od koncentrace 2,5 uM selenic¢itanu sodného

vintervalu 48 h (Obr. 5-6B,C).
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TG B e G B TG Camman o 100 2

3

HCT 116

1.8 %

HCT 116-p53 KO

-3
=)
=

TG e S PTG ek e 2% 820 : TG s sk 8 435,

HCT 116

HCT 116-p53 KO

kontrola 2,5 UM NaySeO; 5 pM 10 M

Obr. 5-6A Distribuce fazi bunécného cyklu a velikost sub G1 frakce v % celkového

poctu bunék u linii HCT 116 a HCT 116-p53K0O po ovlivnéni seleni¢itanem sodnym

v koncentracich 2,5 uM, 5 uM a 10 uM v intervalech 24 h a 48 h.
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Obr. 5-6B,C Velikost sub G1 frakce v % celkového poctu bunék u linii HCT 116 a

HCT 116-p53KO po ovlivnéni seleni¢itanem sodnym v koncentracich 2,5 uM, 5 uM a

10 uM v intervalech 24 h (B) a 48 h (C). * 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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5.7. Aktivita kaspaz3 a7

Vliv selenicitanu sodného v koncentraci 10 uM na aktivitu kaspaz 3 a 7 u bunék
linii HCT 116 a HCT 116-p53KO v pribéhu 24 h byl stanoven pomoci pritokové
cytometrie za pouZiti fluorescenéniho inhibitoru kaspdz (FLICA). Selenicitan sodny
v koncentraci 10 uM zvySoval procento bunék pozitivnich na pfitomnost aktivnich
kaspaz 3 a 7. Vyznamny ndarlst frakce pozitivnich bunék ve srovnani s casem 0 h byl
zaznamenan u linie HCT 116 od 6 h po ovlivnéni, u linie HCT 116-p53K0 od 12 h po
ovlivnéni. Statisticky vyznamny rozdil mezi liniemi byl patrny vintervalu 18 h a 24 h,

kdy procento bunék s aktivnimi kaspazami 3 a 7 bylo vyssi u linie HCT 116 (Obr.5-7).
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Obr. 5-7 Procento bunék linii HCT 116 a HCT 116-p53K0 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-p53KO,
p< 0.05.

51



5.8. 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 intervalech3 h,6 h,12h, 18 ha 24 h
stimuloval produkci superoxidu v mitochondriich, coZ se projevilo intenzivni ¢ervenou
fluorescenci mitochondrii. Obr. 5-8 ukazuje kontrolni a ovlivnéné bunky v intervalu 3 h

po ovlivnéni; (A) celkovy pohled, (B) detail.

5.9. Vliv prooxidantu (BSO) a antioxidantu (MnTMPyP) na proliferaci bunék

ovlivnénych seleni¢itanem sodnym

Vliv selenicitanu sodného v kombinaci s BSO (L-buthionin-sulfoximin) a MnTMPyP
(Mn(lll)tetrakis(1-Methyl-4-pyridyl)porphyrin  pentachloride) na proliferaci bunék
HCT 116 byl sledovan v priibéhu 48 h metodou méreni impedance pomoci systému
xCELLigence. Kombinace 100 uM BSO + 10 uM selenicitanu sodného zpUsobila nejprve
narlst a poté vyrazny pokles bunécného indexu ve srovnani se samotnym 10 uM
selenic¢itanem sodnym (Obr. 5-9A), hodnoty bunécného indexu po 48 h ovlivnéni jsou
vyneseny v grafu na Obr.5-9B. Naopak MnTMPyP v koncentraci 5 uM témér eliminoval
cytotoxicky ucinek selenicitanu sodného (Obr.5-9C), hodnoty bunécného indexu

dosazené po 48 h ovlivnéni jsou uvedeny na Obr.5-9D.
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kontrola

selenicitan sodny 10 uM

MitoSOX ™ Red Hoechst 33342 MitoTracker® Green SloZeny obrazek

Obr. 5-8A Fluorescencni detekce superoxidu v burikdch linie HCT 116. Nahote - kontrolni bunky, dole - bunky ovlivnéné seleni¢itanem sodnym

v koncentraci 10 pM v éasovém intervalu 3 h. Cervena fluorescence — superoxid, modra fluorescence — jadra, zelend fluorescence —

v v/

mitochondrie. Méfitko 100 um.
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kontrola

selenicitan sodny 10 pM

MitoSOX™ Red Hoechst 33342 MitoTracker® Green SloZeny obrazek

Obr. 5-8B Fluorescenc¢ni detekce superoxidu v bunkach linie HCT 116. Nahofte - kontrolni buriky, dole - burnky ovlivnéné seleni¢itanem sodnym

v koncentraci 10 pM v €asovém intervalu 3 h. Cervena fluorescence — superoxid, modra fluorescence — jadra, zelend fluorescence —

mitochondrie. Méfitko 10 um.
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Obr. 5-9A Pribézné méreni vlivu BSO a MnTMPyP na proliferaci bunék linie HCT 116
ovlivnénych seleni¢itanem sodnym. Bunécny index v prabéhu 24 h prekultivace a 48 h

ovlivnéni 10 uM selenicitanu sodného a 100 uM BSO samostatné a v kombinacich.
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Obr. 5-9B Bunécny index bunék HCT 116 po 48 h ovlivnéni 10 uM selenicitanu sodného
a 100 uM BSO samostatné a v kombinaci. * vyznamny rozdil proti kontrole,

+ vyznamny rozdil proti Na,Se0; 10 uM, p< 0.05.
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Obr. 5-9C Pr(ibézné méreni vlivu antioxidantu MnTMPyP na proliferaci bunék linie
HCT 116 ovlivnénych seleni¢itanem sodnym. Bunéény index v pribéhu 24h
prekultivace a 48 h ovlivnéni 10 uM seleniitanu sodného a 5uM MnTMPyP

samostatné a v kombinaci.
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Obr. 5-9D Bunécny index bunék HCT 116 po 48 h ovlivnéni 10 uM selenicitanu
sodného a 5 uM MnTMPyP samostatné a v kombinaci. * vyznamny rozdil proti

kontrole, p< 0.05.
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5.10. PosSkozeni DNA a exprese proteinu p53

Exprese proteind indikujicich poskozeni DNA u bunék HCT 116 po ovlivnéni
seleni¢itanem sodnym v koncentraci 10 uM byla detekovana metodou Western
blottingu a imunofluorescen¢nim barvenim. Selenicitan sodny v uvedené koncentraci
zvySoval mnozstvi fosforylované ATM kindzy (Obr. 5-10A), fosforylovaného histonu
H2A.X a proteinu p53 (Obr. 5-10B). Pritomnost fosforylovaného histonu H2A.X byla
detekovdna rovnéz pomoci imunofluorescenc¢niho barveni (detail Obr. 5-10C, detekce

v priibéhu 24 h po ovlivnéni Obr. 5-10D).

p-ATM (Ser-1981)

1.00 114 1.34 1.91 251 226

ATM

Oh 4h 6h 8h 12h 16h

Obr. 5-10A Exprese fosforylované kindzy ATM u bunék HCT 116 ovlivnénych

seleni¢itanem sodnym v koncentraci 10 uM.

p-H2A X (Ser-139)

1.00 1.94 289 KX 399
1.00 212 141 1.38 1.02

Oh 4h 8h 16h 24h

Obr. 5-10B Exprese fosforylovaného histonu H2A.X a proteinu p53 u bunék HCT 116

ovlivnénych selenicitanem sodnym v koncentraci 10 uM.
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Obr. 5-10C Imunofluorescencni detekce fosforylovaného histonu H2A.X v burikach linie
HCT 116 po ovlivnéni seleni¢itanem sodnym v koncentraci 10 uM v intervalu 6 h.

Méritko 10 um.
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Obr. 5-10D Imunofluorescencni detekce fosforylovaného histonu H2A.X v bunkach linie HCT 116 v pribéhu 24 h ovlivnéni selenicitanem

v v/

sodnym v koncentraci 10 uM. Méfitko - 10 um.
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5. 11. Vliv pifithrinu-a na antiproliferacni a proapoptotické ucinky selenicitanu
sodného

Vliv pifithrinu-a na proliferaci bunék linie HCT 116 po ovlivnéni 10 uM

selenic¢itanu sodného byl sledovan 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 bunécéného

indexu u bunék ovlivnénych selenic¢itanem sodnym (obr. 5-11A,B), rovnéz nemél vliv na

aktivaci kaspdz 3 a 7 (obr. 5-11C,D).

20 e BN IIIU IR B D B e :
- | e kontrola

15 ;_ PY PFT-Q 10 “,M ................................. ................................. .............................

t | ® Na,SeOs3 10 pM+ PFT-a 10 pM | : : :

10 Fo TS N BN v’ ol

R T T _— = =l T N i

ovlivnéni
os Lo v v 0 0 0 I ....... | I T T T T T | I T S T T T Ly v 0 | I T T T R T |
0.0 5.0 16.0 24.0 320 40.0 48.0
A Time (in Hour)

Obr. 5-11A Pribézné monitorovani vlivu pifithrinu-a (PFT-a) na proliferaci bunék linie
HCT 116 ovlivnénych seleni¢itanem sodnym metodou méreni impedance. Bunécny
index v prlibéhu 6 h prekultivace a 42 h ovlivnéni 10 uM selenicitanu sodného a 10 uM

PFT-a samostatné a v kombinaci.
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kontrola Na,Se0, PFT-a PFT-a 10 pM
10 pM 10 pM + Na,Se0; 10 uM

Obr. 11-B Bunécny index po 48 h ovlivnéni bunék HCT 116 10 uM selenicitanu sodného

a 10 uM pifithrinu-a (PFT-a) samostatné a v kombinaci. * vyznamny rozdil proti

kontrole, p< 0.05.
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Obr. 5-11C,D Procento bunék HCT 116 s aktivovanymi kaspazami 3 a 7 po ovlivnéni
10 uM seleniéitanu sodného a 10 uM pifithrinu-a (PFT-a) samostatné nebo
v kombinaci vintervalu 24 h a 48 h. * statisticky vyznamny rozdil proti kontrole, p<

0.05.
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5.12. 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 zplsoboval vakuolizaci cytoplazmy ovlivhénych bunék

azvySeni intenzity barveni monodansylcadaverinem indikujicim pfitomnost

autofagickych vakuol (Obr. 5-12A-D).

Obr. 5-12A,B Vakuolizace cytoplazmy u bunék HCT 116. (A) kontrola, (B) selenicitan

sodny v koncentraci 10 uM v intervalu 24 h. Méfitko 10 um.

Obr. 5-12A,B Fluorescence monodansylcadaverinu u bunék HCT 116. (A) kontrola, (B)

selenicitan sodny v koncentraci 10 uM v intervalu 24 h. Métitko 10 um.
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U ovlivnénych bunék doslo také ke konverzi cytosolického LC3B-I proteinu na

lipidovany LC3B-Il protein a k zvySeni exprese proteinu LAMP1 (Obr. 5-12E)

LC3B-
LC3B LC3B-I
1.00 1.00 0.90 130 288
1.00 246 299 338 498
Oh 3h Bh 12h 24h

Obr. 5-12E Exprese proteinl LC3B a LAMP1 u bunék HCT 116 ovlivnénych

selenic¢itanem sodnym v koncentraci 10 uM v intervalu 24 h.

64



6. DISKUSE

Slouceniny selenu prokazaly vcelé fadé klinickych studii schopnost pfiznivé
ovliviiovat vyskyt nddor( u sledovanych jedinci a staly se jednémi z nejintenzivnéji
studovanych chemopreventivnich latek. Rovnéz studie vyuzivajici laboratornich zvitat
a bunécnych modell in vitro pfinesly mnoho duikazli o jejich protindadorovém
plUsobeni, zaroven vsak odhalily slozitost pochodu, které se odehravaji v bunkach po
ovlivnéni selenem. Biologické ucinky selenu jsou zdavislé na koncentraci a chemické
formé slouceniny a také, jak se stdle vice ukazuje, na typu bunécného modelu.
Nadorové bunky jsou velmi heterogenni, maligniho potencidlu dosahuji rlznymi
mechanismy a obsahuji aktivacni ¢i inhibi¢ni mutace a epigenetické zmény v rGznych
signalnich drahdach, coz muaze ovlivnit jejich reakci na plsobeni selenu. Na druhou
stranu slouceniny selenu nepusobi v burice 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 zdlrazfiovana jeho vyssi toxicita a proto byl
v klinickych studiich opomijen [130]. Negativni vysledek projektu SELECT, rozsahlé
klinické studie zamérené na chemoprevenci nador( prostaty selenem a vitaminem E,
pfinesl znac¢né roz€arovani a zaroven dal podnét k diskusi o moznych pficinach
neuspéchu. Jednim z nejvice diskutovanych faktor( je volba selenomethioninu,
organické slouéeniny selenu podavané v této studii samostatné nebo v kombinaci
s vitaminem E. V této souvislosti doslo k znovuobjeveni seleni¢itanu jako vhodné formy
selenu pro poutziti v klinickych studiich [131] a to tim spiSe, Ze i pokusy in vitro pfinesly
dalsi fadu dtkazl o jeho protinddorovém pusobeni [132].

Selenicitan sodny prokdazal schopnost inhibovat proliferaci a indukovat bunécnou
smrt u rlznych typd nadorovych bunécénych linii, zejména u bunék nador( prostaty
[110], délozniho cipku [112], plic [133] a leukémii [134]. Relativné malo praci se vSak
zabyvalo ucinky selenic¢itanu sodného v modelu kolorektalniho karcinomu, prestoze
pravé tento typ nadoru v klinickych studiich pfiznivé reagoval na suplementaci selenem
[77]. Studie na bunéénych liniich HT-29 a SW-480 ukazaly, Ze seleniditan sodny inhibuje

rast bunék téchto linii a aktivuje mitochondridlni cestu apoptdzy v disledku produkce
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ROS za ucasti vdpenatych ionth [135, 136]. V této souvislosti viak nebyly k dispozici
informace o roli proteinu p53 vreakci bunék kolorektalniho karcinomu na bunécny
stres zpUsobeny seleni¢itanem sodnym. Je zndmo, Ze protein p53 hraje klicovou roli
v odpovédi bunék na poskozeni DNA av aktivaci apoptdézy a Ze je v bunkach
kolorektalniho karcinomu velmi c¢asto inaktivovan v disledku mutaci, a to zejména
v pozdnich stadiich onemocnéni [21]. Proto jsme vramci této prace provedli sérii
experiment( vyuZivajicich izogenni bunécné linie HCT 116 a HCT 116-p53KO 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. Linie HCT 116 byla izolovana z lidského kolorektdlniho karcinomu typu
MSI [137], linie HCT 116-p53KO byla odvozena z plivodni bunécéné linie metodou
genového knock-outu [138]. Linie HCT 116 ma funkéni kontrolni body detekujici
poSkozeni DNA a poruchy mitotického vieténka [139] a proto je vhodnym a
pouzivanym modelem pro studium déjli souvisejicich s proliferaci, regulaci bunécného
cyklu a apoptdzou [140-144].

Z nasich vysledk( vyplyva, Ze seleniitan sodny inhibuje proliferaci a indukuje
bunéénou smrt u obou modelovych linii, a to v zavislosti na koncentraci a dobé
plUsobeni. Koncentracni rozmezi, v némz selen projevoval inhibi¢ni G¢inky 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 uvaZzujeme klinickou relevanci téchto davek,
koncentrace 2,5 uM selenicitanu sodného predstavuje 200 ug selenu/l, je tedy mirné
vysSi nez obvykle udavané koncentrace selenu v krvi zdravych jedincli, které se
nejcastéji pohybuji v rozmezi 76-151 pg/l [131]. Zprava WHO nicméné udava jako horni
hranici zjiSténou u zdravych jedinc pravé koncentraci 2,5 uM [65], zatimco
koncentrace selenu v séru ucastnikd klinické studie SELECT dosahovaly pfi dlouhodobé
suplementaci selenem hodnot az 250 pg/l [82]. Koncentrace 5 uM odpovida pfiblizné
maximalni bezpecné denni davce, jak byla predbéiné stanovena WHO, je vsak treba
mit na paméti, Ze tato hodnota bude s nejvétsi pravdépodobnosti upravena, az budou
k dispozici spolehlivéjsi idaje o metabolismu a distribuci selenu v lidském organismu
[64]. Koncentrace 10 uM se jiz blizi hranici, kdy se u citlivych jedinc( projevuji pfiznaky
selendzy [65].
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Pouzité testy provedené v 96-jamkovych destickach (WST-1, stanoveni celkového
proteinu a intenzita syntézy DNA) sleduji rGzné aspekty bunécného rlstu, proliferace a
metabolismu a proto se liSily ponékud ve své citlivosti. Relativné nejméné citlivou
metodou se ukazalo méreni metabolické aktivity redukci WST-1, kdy u bunék HCT 116
doslo k vyznamnému snizeni mérenych hodnot az od koncentrace 10 uM selenicitanu
sodného, u bunék HCT 116-p53K0 az od 25 uM této latky. Podobné zkuSenosti jsme
pozdéji zaznamenali i v pfipadé dalSich bunécnych linii, kdy metoda WST-1 prokazala
vyznamné nizsi schopnost detekovat toxické plsobeni seleni¢itanu sodného
v porovnani napt. s testem MTT [145]. Naopak syntéza DNA stanovena metodou
inkorporace BrDU vykazovala vyznamné zmény jiz pfi ovlivnéni koncentraci 2,5 uM
selenicitanu sodného.

Pfes popsané rozdily v citlivosti jednotlivych metod bylo zfejmé, Ze bunky linie
HCT 116-p53KO0 jsou odolnéjsi vici plsobeni selenic¢itanu sodného nez buriky plvodni
linie HCT 116. Zvlasté celkovy obsah proteinu zdstaval u bunék HCT 116-p53KO i pfi
nejvyssich testovanych koncentracich seleni¢itanu sodného relativné vysoky, rozdily
v inkorporaci BrDU mezi liniemi naopak vymizely jiz pfi koncentraci 10 uM, coz svédci
otom, Ze u bunék linie HCT 116-p53KO selenic¢itan sodny v této koncentraci sice
vyrazné inhiboval proliferaci bunék, ty vSak nereagovaly na inhibici proliferace
bunécnou smrti v takovém rozsahu, jako bunky linie HCT 116. Tento zavér potvrzuji i
vysledky ¢asosbérné mikroskopie a dalSich provedenych pokusu.

Antiproliferativni aktivita rGznych sloucenin selenu byla podle publikovanych
udajli spojena se zménami v pribéhu bunécného cyklu, proto jsme se rozhodli provést
podrobnéjsi analyzu distribuce fazi bunééného cyklu metodou kombinovaného barveni
fluorescencné znacenou protilatkou proti cyklinu A2 a 7-AAD, ktery znaci DNA. Exprese
cyklinu A2 stoupd béhem S faze a nejvyssich hodnot dosahuje v G2 fazi, v M fazi jiz neni
detekovana [146]. Seleni¢itan sodny ménil distribuci fazi bunécného cyklu v zavislosti
na koncentraci a bunééném typu. Bunky linie HCT 116-p53KO mély vétsi tendenci
hromadit se v S/G2 fazich bunécéného cyklu, coz bylo zfejmé zejména v koncentracich
5uM a 10 uM vintervalu 24 h a 10 uM v intervalu 48 h. Ojedinély mirny vzestup
koncentrace cyklinu A2 u bunék HCT 116 vintervalu 48 h a koncentraci 5 uM byl
pozorovan opakované. V dostupné literatufe jsme nenalezli Udaje o expresi cyklinu A2

v souvislosti se seleni¢itanem sodnym, domnivame se vSak, se jedna o prezivajici

67



populaci bunék v situaci, kdy ostatni bunky jiz podléhaly bunécné smrti. Zastava
bunécného cyklu v S/G2 (pfipadné S/G2-M) fazich po ovlivnéni seleni¢itanem sodnym
byla pozorovana u lidskych bunék prostaty [110], u leukemickych bunék linie HL-60
[106] a u mysich bunék karcinomu prsu [147] a je povaZovdna za specifickou pro tuto
formu selenu, zatimco methylované slouceniny selenu zastavuji bunécny cyklus spise
v G1 fazi [148].

V bunkach obou linii ovlivnénych seleni¢itanem sodnym v koncentraci 10 uM
jsme metodou Western blottingu analyzovali expresi proteini spojenych s regulaci
bunécéného cyklu. U obou studovanych linii doSlo k poklesu exprese cyklinu D1
v pribéhu 48 h kultivace s 10 uM selenicitanu sodného. Exprese proteinu PCNA klesla
u obou linii po prfechodném vzestupu, ktery byl vyraznéjsi a déle trvajici u linie
HCT 116. Protein PCNA, vSeobecné uzivany jako marker proliferace, vaze mnohé
proteiny ucastnici se replikace, ale také opravy DNA [149], je tedy moZné, Ze zvySeni
jeho exprese je dlisledkem reakce bunék na oxidativni poskozeni DNA selenicitanem.
Exprese cyklinu B1 a kindazy Cdc2 byla zvySena u obou bunécnych linii, trvaleji vsak
u linie HCT 116-p53K0. Casnéjsi pokles exprese cyklinu B1 u bunék HCT 116 je
v souladu se zjiSténim, Ze exprese cyklinu B1 je ptfimo inhibovdna p53 [150]. Exprese
proteinu p21 byla indukovana po plsobeni seleni¢itanu sodného u obou modelovych
linii, avSak vyraznéji u linie HCT 116. Gen pro protein p21 obsahuje p53-responsivni
element a exprese proteinu p21 je indukovana proteinem p53 vodpovédi na
posSkozeni DNA [151]. Mirny narUst exprese proteinu p21 u linie HCT 116-p53K0 po
ovlivnéni selenié¢itanem sodnym svédc¢i o indukci exprese tohoto proteinu nezavisle na
proteinu p53, podobné jako v ptipadé ovlivnéni této linie adriamycinem a y-zarenim
[144] a také kurkuminem [152].

Pro odhad rozsahu bunécné smrti jsme provedli stanoveni sub G1 frakce
bunécného cyklu pomoci priatokové cytometrie. Seleniéitan sodny zvySoval podil bunék
v sub G1 frakci bunééného cyklu v zavislosti na koncentraci a dobé plsobeni. Také tato
metoda potvrdila vyznamné vétsi citlivost bunék HCT 116 vici plsobeni seleniditanu
sodného a to zejména v koncentracich 5 uM a 10 uM. Jak je patrné z prezentovanych
histogram, v sub G1 frakci nebyl detekovan zretelné ohrani¢eny vrchol odpovidajici
populaci apoptotickych bunék, spiSe se jedna o rliznorodou frakci s Sirokym rozptylem
hodnot a nelze tedy pouze na zakladé téchto vysledkd posoudit typ bunécné smrti.
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Z histogramU je rovnéz ziejma zména distribuce ostatnich fazi bunécéného cyklu,
zejména jiz zminéné navyseni S/G2-M fazi. Dosud publikované Gdaje o typu bunécéné
smrti indukované seleniCitanem sodnym se liSi v zavislosti na buné¢ném modelu
a pouzitych detekénich metoddch. Néktefi autofi uvadéji pouze navyseni sub G1 frakce
bunééného cyklu [123, 153, 154], kombinované pfipadné s vysledky morfologické
analyzy bunék svédc¢icimi o pritomnosti apoptézy [136]. V bunééném modelu
karcinomu prostaty linie LNCaP indukoval seleni¢itan sodny apoptdzu
charakterizovanou zvysenim frakce bunék pozitivnich na annexin V, aktivaci kaspaz,
Stépenim PARP a fragmentaci DNA [115, 126, 155]. Buné¢nd smrt za Ucasti kaspaz
indukovana seleni¢itanem byla rovnéz zaznamendna v pfipadé bunék mesotheliomu
[133], zatimco buriky malobunécného karcinomu plic linie U-1285 [124] a buriky linie
Hep2 [112] reagovaly na seleni¢itan sodny apoptdzou doprovazenou fragmentaci DNA,
pfipadné pozitivitou na annexin V, avSsak na kaspdzdch nezavislou. V pfipadé linii
HCT 116 a HCT 116-p53K0 jsme zaznamenali aktivaci kaspaz v prabéhu 24 h inkubace
se seleni¢itanem sodnym v koncentraci 10 uM. Pouzity fluorescencni inhibitor kaspaz
(FLICA) nerozlisuje mezi kaspazami 3 a 7 a detekuje tedy souhrnné aktivitu obou téchto
efektorovych kaspaz. Z vysledkl vyplyva, Ze v bunkach linie HCT 116 doslo k aktivaci
kaspdz 3 a 7 ¢asnéji a ve vyznamné vétsim rozsahu nez v bunkach linie HCT 116-p53KO0.
Také morfologické zmény v burikdch obou linii zaznamenané ¢asosbérnou mikroskopii
svédcily o pfitomnosti apoptdzy s typickym zakulacovanim bunék, ztratou adherence
k podkladu a tvorbou ,,blebs”.

Indukce oxidativniho stresu seleni¢itanem byla pozorovdna v raznych typech
bunécnych modelli a je povazovdna za hlavni pfi¢inu antiproliferativniho pusobeni
selenicitanu [126, 133, 155].U linie kolorektdlniho karcinomu SW 480 byla apoptdza
indukovana seleni¢itanem spojena s produkci ROS a vzestupem koncentrace Ca®" iontd
[136]. Také v pfipadé ovlivnéni kolorektdlni linie HT29 seleni¢itanem jsme popsali
apoptézu zprostfedkovana ROS [156]. Proto jsme se rozhodli ovéfit, zda ROS hraji roli i
v reakci bunék linie HCT 116 na ovlivnéni selenic¢itanem sodnym v koncentraci 10 uM
Kombinované barveni bunék HCT 116 vitalnimi sondami MitoTracker® Green
a MitoSOX™ Red Mitochondrial Superoxide Indicator prokdzalo produkci superoxidu
v mitochondriich po ovlivnéni v pribéhu 24 h a to jiz od samého pocatku tohoto

intervalu. Dale jsme vpribéhu 48 h pomoci pristroje xCELLigence monitorovali
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proliferaci bunék HCT 116 ovlivnénych seleni¢itanem sodnym v kombinaci s BSO
a MnTMPyP. BSO (L-buthionine-sulfoximine) blokuje y-glutamylcystein syntetazu,
klicovy enzym v syntéze glutathionu, a vyrazné snizuje schopnost bunék vyrovnat se
s oxidativnim stresem [157]. Naopak MnTMPyP (Mn(lll)tetrakis(1-Methyl-4-
pyridyl)porphyrin pentachloride) je mimetikem superoxid dismutdzy a plsobi tedy jako
antioxidant [158]. BSO v kombinaci se seleni¢itanem sodnym vyrazné snizoval hodnoty
bunécného indexu ve srovnani s pisobenim samotného selenicitanu sodného, zatimco
v pfitomnosti MnTMPyP se antiproliferativni ucinek selenicitanu sodného neprojevil.
Protoze MnTMPyP eliminuje hlavné superoxidové radikaly, svédci ziskané vysledky
otom, Zze bunéénd smrt u bunék HCT 116 po ovlivnéni seleni¢itanem je
zprostredkovdna superoxidem.

Urcité uskali metody méreni impedance systémem xCELLigence spociva ve
skutecnosti, Ze mensi mnoZstvi Siroce rozprostfenych bunék je vyhodnoceno stejnou
hodnotou bunééného indexu jako vétsi mnozstvi bunék méné rozprostienych, zato
viak intenzivnéji proliferujicich. Z prezentovanych proliferaénich kfivek je zfejmé, ze
v pfipadé toxickych ucinkl selenicitanu sodného samotného nebo v kombinaci s BSO
dochazi nejprve k prechodnému zvysSeni bunééného indexu nad hodnoty kontrolnich
neovlivnénych bunék, coZz nekoreluje s vysledky casosbérné mikroskopie a dalSich
metod pouZitych v této studii a je patrné disledkem rozprostieni bunék zablokovanych
v S/G2 fazich bunécného cyklu. Proto na zakladé nasich zkusSenosti doporucujeme
kombinovat méreni impedance s ¢asosbérnou mikroskopii nebo jinou metodou pro
ovéreni morfologie a skute¢ného poctu sledovanych bunék.

Oxidativni stres vyvolany seleni¢itanem sodnym miiZe vést az k poskozeni DNA
[159]. U bunék linii NIH 3T3 a HL-60 zpuUsoboval seleni¢itan sodny poskozeni DNA
a zvysoval expresi ATM/ATR kindz, koncentrace 100 -500 uM pouzité v této studii vsak
vyrazné prevysovaly bézné uzivané experimentalni davky [160]. V naSem pfipadé u
bunék HCT 116 jiz koncentrace 10 uM indukovala zvySeni exprese fosforylované ATM
kindzy a fosforylovaného histonu H2A.X, coz svédci o poskozeni DNA a citlivosti bunék
HCT 116 k oxidativnimu stresu zpisobenému selenicitanem.

Z nasich vysledkl vyplyva, Ze selenicitan sodny stimuluje v bunkach linii HCT 116
a HCT 116-p53K0 produkci superoxidu, zplUsobuje oxidativni stres, inhibuje proliferaci

zastavou bunécéného cyklu v S/G2 fazich a indukuje bunéénou smrt za Ucasti kaspaz.
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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 a indukci apoptdzy seleni¢itanem sodnym u bunécnych linii kolorektalniho
karcinomu SW 480, HCT 116 a HT29 [161, 162].

Nase vysledky dale ukazaly, Ze bunky linie HCT 116-p53KO jsou méné citlivé
k pasobeni selenicitanu sodného nez plvodni linie divokého typu a Ze tedy pfitomnost
funkcéniho proteinu p53 mize hrat roli v reakci bunék na ovlivnéni selenicitanem
sodnym. V bunééném modelu promyelocytické leukémie linie NB4 bylo zjisténo, Ze
selenicitan sodny indukuje translokaci p53 do mitochondrii a aktivuje mitochondrialni
cestu apoptdzy [154]. Ddle bylo prokazano, ze buriky lidského karcinomu prostaty linie
LNCaP obsahujici funkéni protein p53 jsou citlivéjsi k plsobeni selenic¢itanu sodného
nez bunky linii p53-null PC3 a DU 145 a Ze aktivace p53 je nutna pro dlouhodobé
udrzeni zvySené produkce superoxidu v mitochondriich. U bunék karcinomu prostaty
postradajicich funkcni protein p53 tato zpétnd vazba mezi p53 a mitochondriemi
neexistuje a selenicitan zde indukuje bunéénou smrt v mensim rozsahu a na kaspazach
nezavislou [163, 164]. VnaSsem bunééném modelu jsme vSak po ovlivnéni
seleni¢itanem sodnym detekovali aktivované kaspazy 3 a 7 i v pfipadé linie HCT 116-
p53KO0. Selenicitan sodny v koncentraci 10 uM zvysil expresi proteinu p53 v bunkach
HCT 116, poutziti inhibitoru p53 pifithrinu-a vSak nemélo zadny vliv na snizeni bunééné
proliferace ani na aktivaci kaspdz. Bunky linii HCT 116 jsou tedy zfejmé schopné
reagovat na selenicitan sodny aktivaci kaspaz 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
[162] je moZné se domnivat, Ze redoxni aktivace Bax se uplatiuje i v pripadé bunék
HCT 116-p53KO a je pficinou 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 selenicitanem u ovlivnénych bunék, snizoval vsak
vyznamné zakladni hladinu apoptdézy u selenem neovlivnénych kontrol. Autofi
predpokladaji, Ze p53 je primo inaktivovan seleni¢itanem a diskutuji moiné
mechanismy této inaktivace v€etné vytésnéni atomu zinku v p53 selenic¢itanem nebo

redoxni inaktivace jeho cysteinovych zbytk( [133].
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Vyznamnym bunéfnym mechanismem, ktery by mohl hrat roli v odpovédi bunék
na selenicitan sodny, je také autofagie. Je zndmo, Ze regulace apoptdzy a autofagie je
vzdjemné provazana a Ze tyto dva mechanismy mohou v nékterych ptipadech operovat
spolecné v procesu vedoucim k bunééné smrti, v jinych naopak plsobi proti sobé [165].
Informace o roli autofagie v bunécné smrti indukované slouceninami selenu jsou zatim
skrovné. V bunikdch gliomu indukoval seleni¢itan sodny vkoncentraci 7 uM
autofagickou bunécnou smrt charakterizovanou zkracovanim, zakulacovanim
a bobtnanim mitochondrii, snizenim hladin mitochondridlnich proteind a pohlcovanim
mitochondrii autofagickymi vakuolami. Zaroven nebyly pozorovdny Zadné znamky
apoptézy, reakce TUNEL byla negativni a proces bunécné smrti nebyl ovlivnén
inhibitory kaspdz [166]. V bunikach promyelocytické leukémie selenicitan sodny naopak
inhiboval autofagii zfejmé prostiednictvim PI3K/Akt drdhy a indukoval apoptdzu, navic
inhibice autofagie specifickymi inhibitory ddle zvysSila rozsah apoptotické smrti
indukované seleni¢itanem [167]. V nasi praci jsme jako prvni detekovali markery
autofagie u bunék kolorektalniho karcinomu po ovlivnéni selenicitanem sodnym.
Buriky linie HCT 116 v pfitomnosti 10 uM seleniditanu sodného vytvarely cetné
cytoplazmatické vakuoly viditelné ve fazové kontrastnim mikroskopu. Jejich
jednoznacéna identifikace a analyza jejich obsahu v soucasné dobé probihda, nicméné
fluorescenéni mikroskopie ddale potvrdila pozitivitu téchto vakuol na barveni
monodansylcadaverinem. Zaroven doslo ke zvySeni hladin modifikovaného proteinu
LC3B, jenz je markerem casnych autofagosoml a ke zvySeni exprese lysosomalniho
proteinu LAMP-1. Zda se tedy, Ze apoptotickd smrt indukovana seleni¢itanem sodnym
je u bunék HCT 116 doprovazena autofagii. ProtoZe bylo prokazano, ze p53 status
bunék ovliviiuje rozsah autofagie a Ze bunky HCT 116-p53KO maji zvySené zdakladni
hladiny autofagickych markerd [168], neni vylouceno, Ze rozdily v citlivosti bunék
HCT 116 a HCT 116-p53KO mohou byt caste€né ovlivnény také interakci mezi
apoptotickymi a autofagickymi programy v téchto burikdch. Pokud by seleniéitan
skute¢né zasahoval do mechanismU autofagie, znamenalo by to rozsifeni jeho

bunécénych cild o dalsi oblast, z hlediska terapie nddorl potencidlné vyznamnou.
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7. ZAVERY

1. Selenicitan sodny inhiboval proliferaci a indukoval buné¢nou smrt bunék HCT 116 a
HCT 116-p53KO v zavislosti na koncentraci a dobé plsobeni. 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 pM - 10 uM ménil distribuci fazi
bunécného cyklu a expresi proteinl spojenych s bunécnym cyklem. Ziskané

vysledky svédci o zastavé bunécéného 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 bunécnou
smrt za Ucasti kaspaz. Bunécna smrt zplsobend selenicitanem je u téchto bunék

doprovazena autofagii.

4. Bunky linie HCT 116-p53KO0 jsou v ramci sledovaného koncentracniho rozmezi a
casového intervalu méné citlivé k plsobeni seleni¢itanu sodného nez bunky linie.
HCT 116. Bunky linie HCT 116-p53KO jsou schopné odpovédét na plsobeni
seleni¢itanu sodného aktivaci kaspdz, ne vsak v takové intenzité jako bunky
divokého typu. Pouiiti pifithrinu-a neovlivnilo reakci bunék HCT 116 na toxické
plUsobeni seleni¢itanu sodného. Ziskané vysledky svédci o tom, Ze pritomnost
funkéniho proteinu p53 ovliviiuje reakci bunék HCT 116 na toxické pUsobeni
selenicitanu sodného, zaroven se vSak v tomto modelu uplatiuji i mechanismy na

p53 nezdvislé.
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