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Seznam zKkratek

5-FU 5-fluorouracil, cytostatikum

ABC ATP-binding cassette transporters, rodina transmembranovych prenasecu

AKT Ak Strain Transforming, kindza klicova pro ptenos rastovych signali

APAF-1 Apoptotic Protease Activating Factor, regulator apoptdzy

APC Adenomatous Polyposis Coli, protein zapojeny do patogeneze CRC

ATG Autophagy Related Proteins, proteiny pfimo se ucastnici autofagie

ATM Ataxia Teleangiectasia Mutated, druh kinazy

ATP Adenosin Triphosphate, vysokoenergetickd molekula

ATR Ataxia Teleangiectasia Related, druh kinazy

BAD Bcl-2-associated death promoter, proapoptoticky protein

BAX Bcl-2-associated X protein, proapoptoticky protein

BCL-2 B-cell Lymphoma 2, rodina regula¢nich proteint apoptozy

BCL-XL B-cell Lymphoma-Extra Large, antiapoptoticky

BID BH3 Interacting-domain Death Agonist, proapoptoticky protein

BRAF V-Raf Murine Sarcoma Viral Oncogene Homolog B, gen pro maly protein
ucastnici se pfenosu proliferacnich signalt bunky

BrdU Bromodeoxyuridin, analog thimidinu uZivany k detekci proliferujicich
bunék

CIN Chromosomal Instability, chromozomalni nestabilita

CpG Useky DNA bohaté na opakovéni cytosinu a guaninu

CPT-11 Camptothecin 11 (Irinotekan), cytostatikum, derivat camptothecinu

CRC Colorectal Carcinoma, kolorektalni karcinom

CYP Cytochrom P450, rodina enzymi

DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole, fluorescen¢ni barvivo s vysokou afinitou
k DNA

DISC Death-inducing Signaling Complex, proteinovy komplex ptenasejici signaly

pfi apoptoze

DNA Deoxyribonucleic Acid, nukleova kyselina

DR4 Death Receptor 4 (TRAILR1 — Tumour Necrosis Factor Receptor 1),
povrchovy receptor dulezity pro apoptdzu

DRS Death receptor 5 (TRAILR2 — Tumour Necrosis Factor Receptor 2),
povrchovy receptor dilezity pro apoptézu
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EDTA
EGF
EGFR
EGFRi

ERK
FAP

FasR/FasL
FITC
FOLFIRI
FOLFOX
H2A.X
HSP-70, -90

CHK1,2
IARC

IG-IMRT

JNK
Ki-67
LAMP-1, -2

LC3

LOH
MAPK

MDC
MKN
MMP
MMR

Ethylenediaminetetraacetic Acid, chela¢ni ¢inidlo

Epidermal Growth Factor, rodina rastovych faktort

Epidermal Growth Factor Receptor, rodina receptorti pro rastové faktory
Epidermal growth Factor Receptor Inhibitors, latky inhibujici funkci EGFR,
Casto slouzici jako 1éCivé piipravky

Extracelular Signal-regulated Kinase, kindza rodiny MAPK

Familiar Adenomatous Polyposis, onemocnéni stieva na genetickém
podklad¢

Fas Receptor, Fas Ligand, receptor a jeho ligand ucastnici se apoptdzy
Fluorescein-5-isothyocyanate, fluorescenéni barvivo

Chemoterapeuticky rezim s irinotekanem

Chemoterapeuticky rezim s oxaliplatinou

Fosforylovand forma histonu pfti reakce na poSkozeni DNA

Heat Shock Protein-70, -90, stresovy protein ucastnici se regulace
bunécného cyklu a apoptozy

Checkpoint Kinase-1, -2, kinadzy reagujici na posSkozeni DNA
International Agency for Research on Cancer, Mezindrodni agentura

pro vyzkum rakoviny

Image-Guided Intensity-Modulated Radio-Therapy, adaptivni obrazem
navadéna radioterapie s fizenou intenzitou

C-Jun-N-terminal Kinase, rodina kinaz reagujicich na buné¢né poskozeni
Proliferacni faktor slouzici jako marker bunééného ristu
Lysosome-associated Membrane Protein 1, 2, proteiny zprostfedkovavajici
autofagii

Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3B protein, klicovy
protein pro tvorbu autofagosomt, marker autofagie

Lost Of Heterozygosity, ztrata jedné alely z paru

Mitogen-Activated Protein Kinase, proteiny i€astnici se buné¢ného ristu ¢i
déleni

Monodansyl-cadaverine, fluorescen¢ni barvivo k detekci autofagie
Mezinarodni Klasifikace Nemoci, ¢esky preklad zahrani¢ni ptirucky
Mitochondrial Membrane Potential, méteni slouzi jako marker apoptozy

Mismatch Repair, zpiisob opravy spravného parovani bazi DNA

10



MSI

mTOR

NOR
p16, p21
p38
TP53
p62
PBS
PI3Ks

pTEN

Rb
RNA

siRNA

SMAD4

SN-38
SN-38G
TGF-0, -B
TNM
UGT
vICC

UzI1S CR
VEGFi
WHO

Microsatellite Instability, mikrosatelitova nestabilita, mozny projev defektu
MMR, nespravna délka malych repetitivnich sekvenci DNA

Mammalian Target of Rapamycin, protein slouzici jako centralni regulator
metabolismu bunky

Narodni Onkologicky Registr v Ceské republice

Inhibitory cyklin-dependentnich kindz, zastavuji prabeh bunécného cyklu
Kinaza z rodiny MAPK

Kli¢ovy tumor-supresorovy protein

Proteinovy komplex dulezity pro transport mezi jddrem a cytoplazmou
Phosphate Buffered Saline, fosfatovy puftr Setrny k buiikam
Phosphatidylinositol 3-kinases, rodina kindz zapojenych do klicovych
funkei buiiky (metabolismus, proliferace)

Phosphatase and tensin homolog, protein regulujici bunéény cyklus, tumor
supresorovy protein

Rat Sarcoma Virus, rodina malych proteint zapojenych do patogeneze
kolorektalniho karcinomu (K-RAS, N-RAS, H-RAS)

Retinoblastom, tumor-supresorovy protein

Ribonucleic acid, polymerni slouc¢enina klicové v kddovani, dekodovani

a regulaci genti

Small Interfering RNA, mald molekula RNA ucastnici se regulace genové
exprese

Mothers Against Decapentaplegic Homolog 4, protein zapojeny do pienosu
proliferacnich signalt

Aktivni forma irinotekanu

Glukuronidované forma SN-38

Transforming growth factor alpha, beta, ¢lenové rodiny EGF faktort
Zpisob klasifikace onkologickych onemocnéni (Tumor, Nodes, Metastasis)
Uridine 5'-diphospho-glucuronosyltransferase, enzym metabolizujici SN-38
Union for International Cancer Control, Unie pro mezinarodni kontrolu
rakoviny, téz organizace vydavajici TNM klasifikaci

Ustav zdravotnickych informaci a statistiky Ceské republiky

Inhibitor vaskularniho riistového faktoru, latky slouzici ¢asto jako 1éciva

World Health Organisation, Svétova zdravotnicka organizace
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WNT Wingless-related integration site, rodina proteint ucastnicich se patogeneze
CRC

Poznamka: Geny kodujici pfislusné proteiny jsou v textu rozliSeny kurzivou.
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1.1 Souhrn

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

V neposledni fadé€ se za poslednich 15 az 20 let znacné rozvinula 1écba samotna, kde je pak
zejména snaha o terapii ,,Sitou na miru* pacientovi. Ta zahrnuje nové mini-invazivni
chirurgické techniky vcetné vyuZiti roboticky asistované chirurgie, nové ozarovaci techniky
(IG-IMRT - Image-Guided Intensity-Modulated Radio-Therapy), pouzivani tzv. cilené
(n€kdy téz nazyvané biologické) 1éCby, vyuzivani novych cytostatickych 1€k nebo zlepSeni
podplrné terapie a prevence nezadoucich ucinki pii 1€¢bé pacienta.(Sudhakar 2009) To vSe je
umoznéno téZ diky pokrokiim v zakladnim vyzkumu molekuldrni biologie nadort.

Jednou z moznosti tohoto vyzkumu je vyuziti nddorovych bunéénych linii jako modelového
systému. Pro svou podobnost s ptivodnim naddorem se fadi mezi dtlezité nastroje ke zkoumani
jejich biologické povahy, chovani a ptipadné odpovédi na zvolenou 1écbu.(Langdon 2004)

V piredkladané praci se blize vénujeme vlivu cytostatika irinotekanu na riistové
charakteristiky, biologické vlastnosti a zejména bunécnou smrt vybranych stabilizovanych
nadorovych linii kolorektalniho karcinomu in vitro. Vysledky ziskané témito experimenty
mohou pfispét k lepsi charakterizaci mechanizml bunééné odpovédi na navozené poskozeni a

v SirSim kontextu i ke zvySeni u€innosti této cytostatické 1écby.
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Summary

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

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

Use of tumour cell lines as a model system represents one of these options. Its similarity to
the original tumour allows us to investigate biological nature, behaviour and possible response
to the chosen treatment. (Langdon 2004)

In the present work we focus on the cytostatic effect of irinotecan on selected colorectal
cancer cell lines in vitro, particularly on the characterization of cell growth and death. The
results obtained by these experiments may contribute to a better understanding of cellular
response to induced injury and, in a broader context, to increase efficiency of this cytostatic

therapy.
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1.2 Uvod
1.2.1 Kolorektalni karcinom

1.2.1.1 Epidemiologie

Celosvétove je kolorektalni karcinom (CRC) povazovan za druhy az tieti nejcastéjsi typ
nadorového onemocnéni s incidenci 1,4 miliénu novych piipadii roéné. Umrtnost na toto
onemocnéni je téz stale vysoka.(Ferlay 2012)

Dle Narodniho onkologického registru (NOR) se Ceska republika bohuZel fadi celosvétové na
ptedni pficky v incidenci nékterych nadorovych onemocnéni (adenokarcinom pankreatu,
tumory ledviny), a to véetné CRC. V Ceské republice se incidence tohoto onemocnéni stavi u
muzl na 2. pticku po karcinomu prostaty, u Zen potom zaujima taktéz 2. pticku po nadoru
prsu. Nutno dodat, Ze uvedené potradi plati pouze pti vynechéani diagnoézy Jiného zhoubného
novotvaru kize (MKN C44) dle Mezinarodni statistické klasifikace nemoci a pfidruzenych
zdravotnich problémia (UZIS CR 2017 — online www.uzis.cz). Kazdy rok je tak v Ceské
republice diagnostikovano asi 8 tisic novych piipadi kolorektalniho karcinomu, asi

4 tisice pacientli tomuto onemocnéni podlehnou.(Dusek ef al. 2005)

Zajimavé rovnéZ je to, Ze celosvétové je incidence CRC vysii u Zen, ale v Ceské republice je
to naopak u muzii. Tento fakt se daval do souvislosti s masivni konzumaci piva, ktera je
vyrazng¢j$i u muzské populace, avsak statisticky se tato souvislost nikdy nepotvrdila.(Phipps et
al. 2017)

V ramci Ceské republiky je nejvyssi incidence CRC hlavné v zapadodeském regionu, jasna
souvislost s vlivy prostiedi (opét tradicn€ vyznamné postaveni této casti republiky v produkci
a konzumaci piva) vSak potvrzena nebyla.(Phipps ef al. 2017; Rames et al. 2007)

Pravé pro masivni vyskyt kolorektalniho karcinomu byla Ceska republika jednou z prvnich
zemi, kde bylo zavedeno systematické vySetfovani rizikové populace (tzv. screening). Od
roku 2008 maji bezptiznakovi ob&ané Ceské republiky po 50. roce véku v ramci
preventivnich prohlidek zdarma 1x ro¢né€ kontrolu vyskytu okultniho krvaceni ve stolici, po
55. roce véku potom kontrolni sigmoideoskopii nebo pankolonoskopii (v ptipadé negativniho

nalezu je kontrolni kolonoskopie opakovana za 10 let).(Dusek et al. 2005)

16



C18=C21 = ZH tlustého stfeva a konecéniku
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Obr. 1: Casovy vyvoj incidence CRC na tizemi Ceské republiky
* pievzato z dat Ustavu zdravotnickych informaci a statistiky Ceské republiky, dostupné na:
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Obr. 2: Casovy vyvoj mortality CRC na tizemi Ceské republiky
* pievzato z dat Ustavu zdravotnickych informaci a statistiky Ceské republiky, dostupné na:
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Obr. 3: Porovnani ¢asového vyvoje incidence a mortality CRC na uzemi Ceské republiky
* pievzato z dat Ustavu zdravotnickych informaci a statistiky Ceské republiky, dostupné z:
WWW.UZiS.CZ
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Obr. 4: Casovy vyvoj jednotlivych klinickych stadii CRC na tuzemi Ceské republiky
* pievzato z dat Ustavu zdravotnickych informaci a statistiky Ceské republiky, dostupné z:

WWW.UZIS.CZ
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1.2.1.2 Rizikové faktory

Pokud by se mély shrnout rizikové faktory vzniku CRC, jednalo by se krom¢ dédi¢nosti
obecné o jevy spojené s modernim stylem zivota, jakymi jsou strava s vysokym obsahem
cerveného masa a bohaté na zivocisné tuky, nedostatek vlakniny, konzumace alkoholu,
nedostatecny pfijem vitamind a stopovych prvki. Nezpochybnitelny negativni vliv je téz
prokézan u obezity a koufeni. Vyssi riziko vzniku CRC mize byt spojeno s nespecifickymi
sttevnimi zanéty (Crohnova choroba, ulcerdzni kolitida).(Huang and Merchea 2017) V této
souvislosti se do poptedi zajmu dostava slozeni stfevniho mikrobiomu (bakterialni rody
Bacteroides, Fusobacterium) a pravé jeho vztah k chronickym stfevnim zanétim a vzniku
CRC. (Boleij et al. 2015; Kostic et al. 2013) Piesné priciny a souvislosti mezi vSemi
rizikovymi faktory se bohuZel ale zatim objasnit nepodatilo.(Rames et al. 2007) Vyvarovani
se nékterym rizikovym faktortim patii k primarni prevenci, ktera si klade za cil snizeni
vyskytu tohoto zhoubného nadoru a nddorti obecné. Téz se stale vice prokazuje pozitivni vliv
n¢kterych hlavné nutri¢nich soucasti, jakymi jsou naptiklad ofechy ¢i kéva, kyselina
acetylsalicylovéa nebo vitamin D. V neposledni fadé¢ mé prokdzany pozitivni vliv i pfimétend a

pravidelna fyzicka aktivita. (Rames ef al. 2007; Sehdev and O'Neil 2015)

1.2.1.3 Patogeneze

Hlavni funkci tlustého stfeva je transport elektrolytli a vody, a tim formovani stolice. Sliznice
tlustého stfeva netvoii klky, je vystlana jednotadym cylindrickym epitelem misty
uspotadanym do zlazovych struktur v podobé¢ Lieberkiinovych krypt. Nejcastéjsim bunécnym
typem jsou kolonocyty a poharkové butiky, na dné Lieberkiinovych krypt potom
multipotentni zdrode¢né buiiky. Klasicka teorie vzniku kolorektalniho karcinomu
ptedpoklada, Ze nahromadénim genetickych a epigenetickych zmén v rdmei poskozeni téchto
bunék dojde k transformaci a vzniku buiiky s nddorovym potencidlem. Dalsi klonalni expanzi
této bunky potom miiZze vzniknout nejprve benigni novotvar, tzv. polyp, pozd¢ji az maligni
tumor, ktery se za urcitych podminek $ifi dale do téla.(Vogelstein ef al. 1988) Rozsah tohoto
Sifeni — staging — popisuje mezinarodni TNM klasifikace tumort, kterd hodnoti velikost a
invazivitu tumoru (T), mnoZstvi zasazenych lymfatickych uzlin (N) a tvorbu metastaz (M).
Dle této klasifikace se urcuje adekvatni 1éba 1 odhad prognédzy onkologicky nemocnych.

Z histolopatologického hlediska se z 90 % jedné o adenokarcinomy (adenokarcinom

klasického vzhledu, mucin6zni adenokarcinom, karcinom z bunék vzhledu pecetniho prstene)
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vznikajici ze sliznice tlustého stieva. Mezi mén¢ zastoupené typy potom patii skvamodzni
karcinomy, neuroendokrinni tumory, lymfomy nebo nediferencované tumory, jejichz pavod
se da urcit jen obtizné. Adenokarcinomy typicky tvofi zlaznaté struktury, jejichz podoba je
zékladem urcovani histologického grade (stupné ztraty podobnosti s ptivodni tkani), viz

nize.(Sobin et al. 2009)

Histopatologicky stupen diferenciace nadoru (grading) dle TNM 7:
GX — stupen diferenciace nelze hodnotit

G1 — dobfte diferencovany

G2 — stfedné diferencovany

G3 — nizce diferencovany

G4 — nediferencovany

Staging
Pro uréeni pokrocilosti kolorektalniho karcinomu (staging) plati obecna pravidla TNM
klasifikace, kterd upravuje obecné zavazna a pravideln¢ aktualizovana ptirucka, vydavana

UICC (Union for International Cancer Control).

TNM klinicko-patologicka klasifikace

T primarni nador

TX  primarni nador nelze hodnotit

TO bez znamek primarniho nadoru

Tis  karcinom in situ, intraepitelialni nebo invaze do lamina propria mucosae

T1 nador postihuje submukozu

T2 nador postihuje tunica muscularis propria

T3 nador postihuje subserdzu, nebo se $ifi do neperitonealizované perikolické tkdné
T4a  nddor prorlsta na visceralni peritoneum

T4b  nédor postihuje jiné organy ¢i struktury

N regionalni mizni uzliny

NX  regionalni mizni uzliny nelze hodnotit
NO  regionalni mizni uzliny bez metastaz
Nla metastdza v 1 regionalni uzliné

NIb metastdza ve 2-3 regiondlnich miznich uzlinach
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Nlc satelity, v subserdze ¢i perirektalni tkani bez metastaz v regionalni mizni uzling
N2a metastdzy ve 4-6 regiondlnich miznich uzlinach

N2b metastdzy v 7 a vice regionalnich miznich uzlinach

poznamka: histologické vySetieni vzorkl z regionalni lymfadenektomie ma standardné

zahrnovat 12 a vice miznich uzlin

M vzdalené metastazy

MX  vzdalené metastazy nelze hodnotit

MO  bez vzdalenych metastaz

Mla metastazy omezené na 1 organ (jatra, plice, vajecnik, neregionalni mizni uzliny)

MI1b metastazy ve vice nez jednom organu nebo na peritoneu

* pfevzato a upraveno ze:

Sobin, L. H., Gospodarowicz, M. K., Wittekind, CH., TNM klasifikace zhoubnych nadori,
7. vydani (2009), ¢eska verze 2011, A John Wiley and sons, LTD., Publication)(Sobin et al.
2009)

Tato klasifikace tedy rozdéluje kolorektalni karcinom do stadii, ktera téZ odrazeji progndzu

onemocnéni a predurcuji 1 postup v nasledné 1é¢be.(Sobin ef al. 2009; Vyzula 2017)

0. Stadium
TisNOMO
1é¢ba je primarné chirurgicka (lokalni excize, polypektomie), adjuvantni chemoterapie neni

indikovana

I. Stadium
T1-2NOMO

Sirokd excize s anastom6zou, adjuvantni chemoterapie neni indikovana

II. Stadium

T3-4NOMO

Sirokd excize s anastomozou

neoadjuvantni chemoradioterapie u tumort rekta

adjuvantni chemoterapie pfi rizikovych faktorech
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II1. Stadium

Jakékoliv T, N1, N2, MO

Sirokd excize s anastomozou

neoadjuvantni chemoradioterapie u tumoru rekta

adjuvantni chemoterapie
IV. Stadium

jakékoliv T, jakékoliv N, M1 nebo lokalné pokrocilé inoperabilni onemocnéni

paliativni chemoterapie +/- biologicka lécba
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1.2.1.4 Lécba

Zasady 1écby jsou zpracovany do standardizovanych postupt dle dostupnych dukazl
zalozenych hlavné na statisticky validnich klinickych studiich. Pro Ceskou republiku jsou tyto
doporuéené postupy shrnuty v tzv. Modré knize Ceské onkologické spole¢nosti (diive Zasady
cytostatické 1écby malignich onkologickych onemocnéni), kterd je aktualizovdna minimalné
Ix ro¢né.(Vyzula 2017)

Ve stru¢nosti, Casna stadia kolorektalniho karcinomu jsou obecné 1écena pouze chirurgicky,
pti lokalni pokrocilosti ¢i postizeni regionalnich uzlin nddorem se jiz dostava do poptedi
pouziti adjuvantni chemoterapie zalozené na bazi 5-fluorouracilu (5FU) ptipadné v kombinaci
s oxaliplatinou. V ramci paliativni 1é¢by pii diseminaci/generalizaci nadoru nebo pfi jeho
lokalni pokrocilosti s nemoznosti chirurgické intervence je to potom opét chemoterapie na
bazi SFU v kombinaci s oxaliplatinou ¢i irinotekanem (rezimy FOLFOX, FOLFIRI). Tyto
rezimy se dale kombinuji spolu s biologickou (,,cilenou‘) 1écbou, ponejvice inhibitory
vaskularniho endotelového rustového faktoru (VEGFi) — bevacizumab/aflibercept, ¢i
receptoru pro epidermalni ristovy faktor (EGFR1) — panitumumab/cetuximab. Tato 1é¢ba si
ale neklade za cil pacienta vylécit, ale zejména sniZit celkovy objem nadoru a tim oddalit
fatalni prubéh tohoto onemocnéni ¢i zmirnit jeho projevy.

V poslednich nékolika letech se do popiedi dostava i 1€cba tzv. checkpoint-inhibitory a
ovlivilovani (nastartovani) imunitniho systému nemocného vii¢i nadoriim s velkou muta¢ni
naloZi.(Ryan et al. 2017) Stale vSak chybéji presvédcivé prediktivni a prognostické znaky,
které by pomohly identifikovat vhodné pacienty pro tuto velmi specificky cilenou lé¢bu.(Noel
2017)

Radioterapie je vyclenéna jako lokalni 1é¢ba zejména u tumori rekta pro zlepSeni lokalni
kontroly a zmenSeni nddorového objemu) ¢i pii paliativnim ozafeni bolestivych metastaz
ruzné lokalizace, ptipadné ke zmirnéni projevi metastatického postizeni v centralnim

nervovém systému.(Vyzula 2017)
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1.3 Molekuliarni mechanismy vzniku kolorektalniho karcinomu

1.3.1 Rozdéleni

Vznik kolorektalniho karcinomu je spojen s nahromadénim genetickych a téz epigenetickych
zmén, které vedou k deregulaci drah ovlivnujicich naptiklad bunécnou proliferaci,
diferenciaci ¢i bunéénou smrt a nasledné k pfeméné normalniho stievniho epitelu v invazivni
adenokarcinom.

Tyto mutace zasahuji cilové onkogeny, tumor-supresorové geny a geny podilejici se na
opravé DNA.

Podle mechanismu vzniku téchto mutaci rozliSujeme kolorektalni karcinom vznikly cestou
chromosomalni nestability (CIN), mikrosatelitové nestability (MSI) a cestou epigenetické
nestability pfi fenotypu metylace CpG ostrivki (CIMP). Tyto mechanismy se téZ mohou
vzajemné piekryvat, v n€kterych ptipadech nebyl pfesny mechanismus vzniku dosud
objasnén. (Simons et al. 2013)

Vétsina ptipadi CRC vykazuje chromozomalni nestabilitu (CIN), tedy variabilni pocet
chromozoml v nddorovych bunikach (aneuploidie) a ztratu heterozygozity (LOH). Postizeny
jsou kli¢ové geny udrzujici bunéénou integritu, napt. APC, rodina RAS, PI3K, TP53 ¢i
SMAD4. Zarodecné mutace téchto genti mohou vést k familiarnimu vyskytu kolorektalniho
karcinomu, napf. mutace tumor supresorového genu APC zplsobujici familiarni
adenomato6zni polypozu (FAP). (Marmol et al. 2017)

Tumory s mikrosatelitovou nestabilitou (MSI) vykazuji poruchu exprese genti aparatu
opravujiciho chybné parovani bazi DNA pfi replikaci (mismatch repair geny — MMR),
konkrétné¢ MLHI, MSH2, MSH6, PMSI a PMS2. To ma za nasledek velky narist chybovosti
replikace zejména v tzv. mikrosatelitech, tedy nekodujicich isecich DNA o velikosti 2-5 parQ
bazi, posun ¢teciho ramce pfi transkripci DNA v kliCovych tumor supresorovych genech ¢i
onkogenech a tim k dal§imu hromadéni mutaci v dalSich dilezitych genech (mutatorovy
fenotyp). (Loeb 2016) Nefunkénost tohoto aparatu miZe byt zpiisobena mutaci de novo
(hypermetylace promotoru konkrétniho MMR genu) ¢i zdédénou zarode¢nou mutaci (napft. u
Lynchova syndromu). (Lindor 2014) Bylo vSak zjisténo, Ze tyto tumory maji v ranych stadiich
lepsi progndzu ve srovnani s nadory vzniklymi na zéklad¢ CIN, nejspiSe z divodu zvysené
imunogenicity a nasledn¢ vétsi kontroly ze strany imunitniho systému. (Kawakami et al.
2015)

Na vzniku kolorektalniho karcinomu se podileji téZ epigenetické zmény. Zahrnuji hlavné

hypermetylaci promotorovych ¢asti tumor supresorovych gend, jejich uml¢eni a tim ztratu
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exprese.
Epigenetické zmény mizeme sledovat u tumorti vzniklych obéma piedchazejicimi zptisoby,
napftiklad u sporadickych MSI CRC vzniklych na podkladu metylace promotoru MLH1
detekujeme mutaci V60OE klicového onkogenu BRAF'. Tato mutace nam tedy slouzi jako
diagnosticky test k ur¢eni rodin a jedincti vhodnych k dalSimu sledovani, zaroven pacienti

s touto mutaci maji horsi prognézu a hiite odpovidaji na stavajici terapii. (Parsons et al. 2012)

(Kostic et al. 2013)

1.3.2 Klicové geny a drahy patogeneze kolorektalniho karcinomu

1.3.2.1 WNT/B-katenin

Prvni poznatky tykajici se molekularné genetickych zmén v nddorovych bunkach vedly

v devadesatych letech minulého stoleni k formulovéni tzv. ,,tradi¢ni cesty* patogeneze
kolorektalniho karcinomu, ktera popisuje jeho vznik z benigniho adenomu. Tato drdha
(oznacovana také jako kanonickd) ma za kol udrzovat cestou signalizace ligandu WNT

v kmenovych epitelidlnich butikach tlustého stteva na dné Liiberkiithnovych krypt vysoké
hladiny B-kateninu, ktery po své translokaci do jadra plisobi jako kotranskripéni faktor. To
nuti tyto bunky opakované se délit a zajistovat tak obnovu opotiebovavanych kolonocyti.
Aktivita této drahy v kolonocytech slabne spolu s jejich migraci smérem vzhiiru do lumina
tlustého stfeva a kolonocyty se diferencuji. Jak WNT signalizace sldbne, B-katenin je
fosforylovan a odstraiiovan z cytoplazmy komplexem proteinii slozenym z APC, konduktinu,
proteinové fosfatazy 2A, glykogensyntaz-kinazy 3 a -kinazy la. (Arends 2000)

Nejcastéji mutovanym genem této drahy u CRC byva APC. Tuto mutaci nachdzime téz u
vétSiny adenomd, coz svéd¢i pro jeji roli v ¢asnych fazich onemocnéni. Tato mutace zpusobi
neschopnost APC vézat -katenin a odstrafiovat ho z cytoplazmy. Vyznamnym partnerem f3-
kateninu v této draze je naptiklad transkripcni faktor c-MYC, jehoz signalizaci je ovlivnéna
proliferace ¢i bunécna smrt (napojeni na proteiny TP53, Rb, RAS).(Ciznadija et al. 2009; He
et al. 1998; Rennoll and Yochum 2015)

S poruchou drahy WNT je tézZ spojeno oslabeni mezibunéénych spoji typu tight-junction
(zonula occludens), majici za nasledek poruchu bunécné adheze a snadnéjsi migraci a

potencialni metastazovani nadorovych bunék. (Brocardo and Henderson 2008)
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1.3.2.2 Draha MAPK

Tato dréha patii k nej¢astéji mutovanym u lidskych nadorii obecné. Signalizace se odviji od
membranového receptoru pro epidermalni rastovy faktor (EGFR, ERBB-1, HER1), ktery po
stimulaci rastovym faktorem (EGF, TGFa) vykazuje tyrozinkindzovou aktivitu. Signal se
cestou transduk¢nich proteinit RAS, RAF, MEK a ERK dostavé az do jadra, kde ptisobi
aktivaci transkrip¢nich faktorti, napt. c-JUN, ale téz naptiklad proteinu TP53. Tato draha
zabezpecuje prachod bunéénym cyklem a proliferaci po stimulaci vnéjsimi signaly. Aktivacni
mutace nalézdme nejcastéji v genech pro malé G-proteiny KRAS (40 % CRC) a BRAF (10 %
CRC), coz zpusobi trvalou aktivaci signalni drahy bez ohledu na stimulaci cestou receptoru.
(Van Krieken et al. 2016)

Testovani mutaci v téchto genech je téZ nutné k ur¢eni vhodné a Gi¢inné terapie pacientil

s generalizovanym CRC, protoZe vzdjemné exkluzivni mutace gentit KRAS, NRAS a BRAF
jsou spojeny s urcitou rezistenci k 1€¢bé. (Morkel et al. 2015) Nejcastejsi aktivaéni mutace
genu BRAF V600E je pravdépodobné téz spojena s horsi progn6zou onemocnéni. (Ahn et al.

2014; Sanz-Garcia et al. 2017)

1.3.2.3 Dréha fosfatidylinositol-3-kinazy (PI3K)

Ackoliv alterace této drahy miizeme pozorovat asi u 40 % piipadi CRC, pted 1écbou
standardn€ nedochazi k testovani konkrétnich mutaci a zaroven i terapeutické zacileni je
omezeno pouze na klinicke studie. Tato draha zahrnuje ligandem zprostiedkovanou aktivaci
membranového receptoru s tyrozinkindzovou aktivitou (napt. dobie zndmy EGFR) ¢i aktivaci
cestou RAS a fosfatidylinositol-trifosfatu (PIP3) za Gcasti dalSich znamych proteind jakymi
jsou napt. PTEN, AKT ¢i mTOR. Je opé€t vyznamna pro stimulaci bunécné proliferace,
motility a pfeZivani a je téZ Uizce spfazena s kontrolou bunééného metabolismu.

V patogenezi CRC hraje vyznamnou roli v ptechodu z benignich 1€zi do invazivniho

karcinomu.(Papadatos-Pastos et al. 2015; Samuels and Ericson 2006)

1.3.2.4 TP53

TP53 je gen kodujici evoluéné konzervovany transkripcni faktor, fungujici jako tumor-
supresorovy protein, ktery hraje kli¢ovou roli v zastavé bunééného cyklu a proliferace,

v metabolismu, v opravé poSkozené DNA a ptipadné v indukci bunééné smrti. Pro tyto
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komplexni funkce se oznacuje jako ,,strazce genomu*.(Lane 1992) Exprese, aktivace i
intracelularni kompartmentace TP53 proteinu jsou regulovany na mnoha Grovnich, pfi¢emz
jednim z vyznamnych mechanizmi piedstavuje jeho interakce s proteinem MDM2, ktery
zpetnovazebné zprostiedkovava jeho odstranéni ubiquitinaci. (Iyer ef al. 2016)

Jako transkrip¢ni faktor ovliviiuje dle své funkce velké mnozstvi dalSich genti. Naptiklad

v piipadé€ apoptozy je to aktivace jejiho priibéhu vnitini i vnéjsi cestou, (napft. prostiednictvim
zvyseni exprese proteini BAX, PUMA, NOXA, APAF-1, kaspaza-6, kaspaza-8, BID), ¢i
naopak snizenim exprese anti-apoptotickych signalii v podobé rodiny proteintt BCL-2 (BCL-
2, BCL-XL). (Abraha and Ketema 2016; Li et al. 2015b) Toto zdanliveé protichtidné ptisobeni
na pro- a antiapoptotickou signalizaci pomaha naklonit nastolenou rovnovahu na jednu nebo
druhou stranu, tedy zabranit uvolnéni nebo naopak pomoci uvolnit cytochrom ¢

z mitochondrii s disledky v podobé& apoptdzy nebo preziti buiiky. (Kroemer et al. 2007)
Regulace priichodu bunky bunéénym cyklem je zajiStovana interakci cyklind a cyklin-
dependentnich kindz (CDK). TP53 se této kontroly ucastni naptiklad zastavenim buiiky

v prechodu G1/S fize, a to diky zvyseni aktivity inhibitoru CDK4/6 p21™WAFD (Waldman et
al. 1995)

Je zajimavé, Ze mutovany 7P53 nejenze piestava plnit své supresorové funkce a tim davat
buiice ¢as na akumulaci dalSich mutaci, ale dokéaze 1 dale pfimo posilovat nadorovy
fenotyp.(Solomon ef al. 2018)

TP53 muze téZ zabranovat pieZiti buriky inhibici cesty PI3K/AKT, a tim zpétnovazebné
posilovat svou vlastni funkci blokaci proteinu MDM2.(Stambolic et al. 2001)

Zarode¢né mutace 7P53 podminuji vznik Li-Fraumeni syndromu, charakterizovaného
casnym vyskytem nadorovych onemocnéni v podob¢ sarkomti, tumort prsu ¢i mozkovych
nadori.(Merino and Malkin 2014)

U CRC je TP53 mutovan az v 80 % piipadi, popiipadé¢ jsou pfitomny poruchy v signalizaci
v na TP53 zavislych signdlnich drahach, tyto mutace a poruchy vSak opét nejsou predmétem
klinického testovani, protoze v soucasné dobé neni zndm jejich prakticky prognosticky ani

lécebny dopad.(McGregor et al. 2015; Russo et al. 2005)

1.3.2.5 Dréha TGF-

Ackoliv tato draha zatim postrada u CRC prognosticky ¢i prediktivni vyznam,
chromozomalni zmény ovlivilujici expresi jejich ¢lenti se vyskytuji ¢asto. Jedna se hlavné o

LOH v useku chromozému 18q tykajici se gentt SMAD2 a SMAD4. Pfirozenym ukolem
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téchto proteint je prenos signalli z vnéjsiho prostredi (napt. draha ERK/MAPK), aktivace
apoptdzy ¢i podpora diferenciace bun¢€k. U bunék kolorektalniho karcinomu jsou tyto funkce
ztratou ptislusného chromozomového tseku alterovany. (Fleming et al. 2013; Marmol et al.

2017)

1.3.2.6 Nekédujici RNA

Malé nekddujici useky RNA predstavuji dalsi moznost regulace bunéénych funkci. Nejlépe
prozkoumané jsou v tomto ohledu mikro RNA (miRNA), které piimo interferuji s jejich
translaci nebo ptimo indukuji jejich degradaci. Prostiednictvim miRNA dochazi k ovlivnéni
exprese fady proteinid spojenych s onkogenezi. V souvislosti s CRC jsou zminovany zejména
miR-21, miR-34a, miR-155, miR-200 ¢i miR-497, ale i mnoho dalSich. (Asangani ef al. 2008;
Liet al. 2015a; Qiu et al. 2016; Wan et al. 2016; Yamakuchi et al. 2008)

1.3.2.7 Poznamka

Poznatky o molekuldrni patogenezi kolorektalniho karcinomu pfibyvaji kazdym dnem. Na
jejich zéklade je téZ zptesiovana i klasifikace tohoto onemocnéni. Napft. zajimavé je rozdéleni
nadort kolorekta dle Consensus Molecular Subtypes (CMS). (Guinney et al. 2015) Tato
klasifikace se pokousi spojit klinické chovani konkrétnich tumort tlustého stieva s jejich
molekularni charakteristikou a nasledné zlepsit moznosti 1écby. Nasledné terapeutické

implikace vSak teprve budou predmétem budoucich klinickych studii.
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1.4 Bunécna smrt

Smirt je pfirozenou soucasti zivota prakticky vSech organismi, a to jak mnohobunécnych, tak
jednobunécnych. Na urovni bunky poskytl béhem poslednich 50 let intenzivni vyzkum v této
oblasti velmi zajimavé poznatky. V cytologické i molekularni rovin€ tak mizeme v prabéhu
bunééné smrti rozliSit mnozstvi udalosti, které se mohou vzajemné velmi liSit. Kromé
morfologickych zmén je zékladnim rozdilem téz zdmérnost celého déje, kdy planovana
(programovana) smrt nékterych bun€k je pro cely organismus vlastné nezbytna z hlediska
zachovani homeostazy a tento proces je velmi pfesné fizen a geneticky kodovan. (Kroemer et
al. 2009; Levine and Yuan 2005) Oproti tomu neprogramovana buné¢nd smrt probiha po
masivnim bunééném poskozeni, véts§inou nahle a bez moznosti organismu tento jev jakkoliv
ovlivnit. Je tedy pro organismus jako celek vlastné neZzadouci.(Galluzzi ef al. 2018) K
rozliSeni, kdy je jiz buiika mrtva, a ne tfeba jen umirajici, se jako vSeobecné platna kritéria
povazuje 1. ztrata integrity bunééné membrany a 2. kompletni fragmentace bunky. (Galluzzi
et al 2018) Presné rozdéleni a odliseni jednotlivych mechanismti bunééné smrti je ale stale
pomérné obtizné, jednak z diivodu nadéale nedokonalych znalosti a v druhé tad¢ téz casté
podobnosti a propojenosti z hlediska morfologie i regulace. (Galluzzi et al 2018) Z hlediska
nadorové buiiky je regulace (a hlavné deregulace) bunééné smrti jednim z kliovych déja,
ktery musi ovladnout tak, aby si vynutila co nejucinnéjsi piezivani. Stejné tak z pohledu
protinadorové 1é¢by je tato otazka zasadni. (Hanahan and Weinberg 2000)

Nize jsou uvedeny vybrané nejvyznamnéjsich typy bunééné smrti, které jsou zaroven i nejlépe

prozkoumany, a to zejména ve spojitosti s patogenezi kolorektalniho karcinomu.

1.4.1 Nekroza

Touto formou bunécné smrti se oznacuje nahly, vétSinou nefizeny (neprogramovany) proces
vedouci k masivnimu bobtnani buiiky (oncosis) a nitrobunécnych organel a dale k uvolnéni
autolytickych enzymt, které zacnou narusovat dal§i bunécéné struktury véetné bunéénych
membran. Poskozenim membranovych kompartmenti nasledné dojde k vyliti bunééného
obsahu do mezibunécného prostoru, coz €asto vyvoléd zanétlivou odpoved’ véetné aktivace
imunitniho systému, dojde k jizveni v misté zdnctu a eventualnimu dalSimu poskozeni
okolnich struktur. Timto zptisobem reaguje bunka na poskozeni hlavné z vnéjsiho prostiedi,
kdy pfi¢inou mize byt intenzivni trauma buiiky zpisobené napiiklad infekci, toxiny ¢i

nasledky fyzikalnich vlivi. (Galluzzi et al. 2018)
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Nov¢jsi poznatky naznacuji, Ze za urcitych podminek by mohly byt nékteré déje provazejici
nekrézu urcitym zpilisobem regulovany. V takovém ptipad¢ je tento déj oznaCovan rtiznymi
terminy, nejcasteji vSak jako nekroptoza. Uplatiiuje se pii bunééné smrti za ti¢asti imunitniho
systému aktivaci receptorit s doménami smrti (,,death domain receptors®) ¢i TLR (Toll-like
receptory), nebo v ptipad¢ nefunkcnosti jinych programovanych systémua bunécné smrti jako
je apoptoza. (Vandenabeele et al. 2010) Ackoliv je s ni i izce spojena pies signalni proteiny
RIPK1 a RIPK3, jeji pfesny prub¢h je zatim nejasny, na rozdil od apoptozy ale také konci
desintegraci membrany a vylitim bunécného obsahu do okoli.

(Hitomi ef al. 2008; Ouyang et al. 2012)

1.4.2 Apoptoza

Typické morfologické zmény provazejici apoptdzu bunky byly popsany jiz v 19. stoleti, avSak
tento konkrétni termin byl zaveden az v 70. letech stoleti 20t¢ho.(Kerr et al. 1972) Jedna se o
pomérné velmi dobfe prostudovany a pochopeny proces, oznacovany téz jako bunécna
sebevrazda. Morfologicky pozorujeme celkové zmenseni bunééného objemu, vznik
membranovych vyduti a puchyiti (blebbing), fragmentaci jadra (pyknosis) nasledovanou
fragmentaci celé bunky a vznikem apoptotickych télisek, tedy ¢asti rozpadl¢ bunky stale
obklopené bunécnou membranou. Tato téliska jsou potom vétSinou odstranéna fagocytdézou
okolnimi bunikami nebo bunikami imunitniho systému.(Kerr ef al. 1972) Apoptdza se
uplatiiuje naptiklad pfi odstrafiovani jiZ nepotiebnych bunék béhem embryonalniho vyvoje i
béhem dalsiho Zivota, pfi imunologickém dohledu nad T-lymfocyty v ramci jejich maturace v
brzliku ¢lovéka nebo naptiklad pfi odstrafiovani bunék poskozenych toxickymi vlivy ¢i
infekci. Zasadni je téZ v nadorovém procesu, kdy nadlimitni aktivace onkogeni miize vést

k jeji aktivaci, a to nejcastéji tzv. vnitini cestou. Imunitni systém se takto poskozené bunky
téz snazi znicit, tentokrat aktivaci vnéj$i cesty apoptozy, zatimco nddorové bunky se
vzhledem k mutacim ve svém genomu snazi apoptozu vyradit z funkce, a tak dale
ptezit.(Hanahan and Weinberg 2011; Kerr ef al. 1972)

Bunécna sebevrazda je umoznéna aktivaci proteini oznaCovanymi jako kaspazy (cysteinové
aspartat-specifické proteazy), které plni v tomto procesu funkci signalni i vykonnou.
(Thornberry and Lazebnik 1998) Samotné spusténi apoptézy mize byt indukovano cestou
vnéjsich signala pres membranové receptory (Fas, DR4, DRS5), které vedou k formovani
DISC (Death-inducing Signaling Complex) a aktivaci kaspazy 8, ktera poté mize ptimo

aktivovat vykonné kaspazy 3 a 7 s naslednou degradaci bunéénych struktur. Dal§i moznosti je
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dalsi pfeneseni signalu ptes transduk¢ni proteiny BCL-2 rodiny (napf. BID, BAX a BAD) na
mitochondrialni apoptotickou cestu.(Wen ef al. 2012) Rodina BCL-2 v sob¢ zahrnuje jak
proaptototické signdlni proteiny, tak proteiny branici spusténi apoptozy. Jejich pomér pak
piedurcuje bunku k dalsimu osudu.

Vnitini cesta apoptozy, jak nazev napovida, je vétSinou vysledkem nitrobunécného stresu, na
ktery burika, pokud se neni schopna s dusledky tohoto stresu vyrovnat, zareaguje spusténim
sebeznicujiciho programu. Tento program zahrnuje typicky kaskadovitou aktivaci celé rady
molekul, ale zejména proaptotickych signalnich proteint rodiny BCL-2. V ramci této
signalizace se mohou uplatiiovat rizné bunécné kompartmenty (organely), z nichZ vSak
zasadni roli hraji pravé mitochondrie. Jejich vnéj$i membrana se stdva propustnou pro
cytochrom c, ktery v cytosolu po spojeni s Apaf-1 (Apoptotic protease activating factor-1) a
ATP formuje apoptozém. Tento komplex aktivuje pro-kaspazu 9 na jeji aktivni formu. Na
konci tohoto procesu jsou opét aktivni kaspazy 3 a 7 vykonavajici ptesnou degradaci
bunécného obsahu.(Green and Llambi 2015; Tsujimoto 1998; Zou et al. 1997)

Takto slozity proces musi byt i velmi precizné fizen. Uplatiiuje se zde systém zpétnych vazeb
a jakdkoliv aktivace je opét spojena s inhibici na vyssi trovni fizeni. Klicovou roli hraji
uzlové proteiny. Typickym piikladem je protein TP53, jehoZ fyziologickou funkci je
proapoptotické ptisobeni a tim tedy pfirozend obrana vici nddorovému rastu. I z toho divodu

je u vétsiny nadori jeho funkce ¢i aktivita zménéna. (Benchimol 2001; Ouyang ef al. 2012)

1.4.3 Autofagie

Autofagie je evolucné silné¢ konzervativni a ptisné geneticky kontrolovany déj recyklace ¢asti
bunék. Jeho intenzita je zvySena v pfipad¢€, Ze organismus z riznych pficin energeticky
stradd.(Levine and Klionsky 2004) A¢ je tento jev znam vice jak 50 let, do poptedi zajmu se
autofagie dostala na konci 20. stoleti ve spojeni s novymi poznatky tykajicimi se
programované bunééné smrti.(Hanahan and Weinberg 2000; Huang and Klionsky 2002)

V piipadé€ zvySeného bunécného stresu se omezi €i zastavi vétsina aktivit véetné cyklovani.
Vystupniuje se autofagicky flux, ktery ma podpofit energeticky metabolismus buiiky a
zabezpecit jeji dalsi preziti. Morfologicky pozorujeme smr$téni celé buiiky a postupnou
degradaci poskozenych organel a proteinti umoziujici opétovné vyuziti mastnych kyselin a
aminokyselin k syntéze novych makromolekul ¢i k zachovani fyziologickych hladin

bunécného ATP.(Maiuri et al. 2007)
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Stale je otazkou, zda je autofagie pouze jev doprovazejici bunécnou smrt, kdy se bunka
recyklaci svych organel snazi této smrti zabranit, nebo se naopak jedné o ptimy mechanismus
bunécné smrti a autofagie celou buiiku zevnitt stravi.(Levine and Yuan 2005)

Obecné jsou popsany 4 druhy autofagie, které se vzajemné mirné¢ lisi svym prabéhem i
funkci. (Cesen ef al. 2012; Huang and Klionsky 2002; Levine and Klionsky 2004; Tsujimoto
and Shimizu 2005) Jedna se makroautofagii, mikroautofagii, chaperonem zprostfedkovanou
autofagii a mitofagii.

Makroautofagie je proces degradace bunétného materialu obklopenim dvojitou membranou
(fagofor) a postupnym vytvofenim autofagozomu, ktery nasledné splyne s lysozomem a obsah
tohoto vacku je degradovan.(Levine and Yuan 2005; Mizushima and Komatsu 2011)

Pfi mikroautofagii se bunécny obsah, ktery ma byt straven, dostane piimo do lysozomu
invaginaci jeho membrany a nésledné je uvniti lysozomu degradovan.(Levine and Yuan
2005)

Chaperonem-zprosttedkovana autofagie je velmi specificky proces, v ramci kterého je cilovy
degradovany protein oznacen rozpoznavaci chaperonovou sekvenci HSP-70 ¢i HSP-90
nasledné je internalizovan do lysozomu za ucasti s lysozomem-asociovaného membranového
proteinu typu 2-A (LAMP-2A). Tento transport do lysozomu je velmi
selektivni.(Bandyopadhyay ef al. 2008)

Mitofagie oznacuje proces degradace mitochondrii poSkozenych béhem bunécného stresu.
Rizené zni¢eni mitochondrii tak brani jejich hromadéni v buiice a naslednému bun&énému
poskozeni.(Youle and Narendra 2011)

Obecné se jako autofagie oznacuje proces makroautofagie, ktery je také nejlépe prozkouman.
Autofagie je regulovana aktivaci specifickych s autofagii spojenych genti (47G), které jsou
evoluc¢né silné konzervované. Zatim jsou znamy dvé hlavni aktivacni cesty autofagie, AIT-5/7
z4&visla a nezavisla cesta. (Marinkovic et al. 2018)

Prvni z nich vede na zakladé¢ nutri¢nich podnétii k potlaceni aktivity komplexu proteinii
mTORCI, coz podniti translokaci dal§iho proteinového komplexu ULK do fagoforu a
aktivaci proteini PI3K, BEKLIN-1 dojde k formaci autofagozomu. Proteiny ATG-5 a -7 se
spolu s jinymi vazi na protein LC3, coZ vede jiZz k formaci zralého fagosomu (maturace)

s moznosti splynuti s lysozomem. (Nishida et al. 2009)

Na ATG-5/7 nezavisla (alternativni) cesta je téz podminéna proteinovymi komplexy ULK,
PI3K ¢i proteinem BEKLIN-1. Formace fagoforti a nadsledna maturace je vSak zajisténa
aktivitou RABO, ktery za jinych okolnosti ovliviiuje pohyb proteinti z endozomt do Golgiho

aparatu. (Riederer ef al. 1994)
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Spusténi autofagie je regulovano bunénymi senzory odpovidajicimi na zménu homeostazy,
napf. stresem spojenym s depleci energie ¢i gluk6zy nebo hypoxii. (Kroemer et al. 2010)
Mezi tyto regulacni proteiny patii naptiklad BEKLIN-1 (ATG-6), kindzy mTOR ¢i AMPK, a
to 1 prostfednictvim napojeni na dalsi regulacni drahy spojené napiiklad s bunéénou smrti.
(Cheng et al. 2013; Kaur and Sharma 2017)

Ovlivnéni mTOR se ukazalo jako nadéjné pti 1é¢be nddorovych onemocnéni. Jeho inhibice je
schvalenou terapii v ptipad¢ pokrocilych tumorti ledviny a neuroendokrinnich tumort
(inhibitory everolimus, temsirolimus).(Cho et al. 2007) Dalsi studie se pokouseji urcit
terapeuticky vyznam této drdhy i v 1é€bé kolorektalniho karcinomu (Koustas ef al. 2017),
vysledky jsou vSak stale velmi rozporuplné a dokonce protichidné. Napiiklad exprese
proteinu BEKLINU-1 v nadorové tkani byla ve srovnani se zdravou mukézou vyssi, dale jeho
mnozstvi v nadorové tkani korelovalo s vétsi invazivitou, metastazovanim a celkové horsi
prognozou. (Zhang et al. 2014) Jina studie opét statisticky siln¢ prokazala uplny opak, a to, ze
exprese BEKLIN-1 koreluje s del§im celkovym piezivanim. (Yang et al. 2015)

1.4.4 Senescence

Bunécna senescence neboli starnuti buné€k je fyziologicky proces, ktery také tizce souvisi s
bunécnou smrti. Uplatituje se hlavné béhem embryonalniho vyvoje (udrZzovani bunék
trofoblastu, vyvoj tkani) ¢i pti poSkozeni tkani. Jeho cilem ma byt postupné odstranéni
opotiebovanych bungk, které jiZ ztratily svoji funkci a jejich ndhrada za nové, tedy regenerace
tkané.(Munoz-Espin and Serrano 2014)

Burika podstupuje zmény, kterymi v idedlnim ptipadé dava najevo zbytku organismu, Ze
ztratila svoji funkci a mélo by dojit k jeji likvidaci. V tomto ptipadé je jeji t€el vlastné shodny
s apoptdzou, 1 signalizace a regulace mize vykazovat podobnost — napf. kritickd role proteinu
TP53 &i zastava bunééného cyklu prostiednictvim proteinu p16™&4®) (Beausejour et al. 2003;
Campisi and d'Adda di Fagagna 2007)

Tento proces se tyka hlavné délicich se buné¢k. Jejich délici aktivita je limitovéana tzv.
Hayflickovym limitem, tedy délkou telomer a jejich zkracovanim po kazdém déleni.(Hayflick
and Moorhead 1961) Tato pficina je vSak pouze jednou z mnoha. Jak se zd4, senescence se
ucastni fady fyziologickych déja, ma také velky vyznam pfti patologickych procesech vetné
nadorového rustu. Senescence se uplatituje jako mechanismus branici nadorovému ristu v
jeho Casnych stadiich. V ptipadé, ze senescence nevede k odstranéni poskozenych bun¢k z

tkan¢, zvySuje se riziko jejich zvrhnuti na buniky nadorové.(Gorgoulis and Halazonetis 2010;
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Munoz-Espin and Serrano 2014) Nadorové bunky, které nasledn¢ uniknou bunééné smrti i
senescenci, pak ¢asto vykazuji velmi agresivni fenotyp.(Yang et al. 2017)

Dosud neni k dispozici jednotné definice bunécné senescence, obecné se vSak uznava nékolik
charakteristik, které senescentni bunka vykazuje, jako naptiklad absence prolifera¢nich
markert (Ki-67), produkce se senescenci asociované -galaktosidazy (SABGAL) ¢i
lipofuscinu (Georgakopoulou ef al. 2013), exprese tumor supresorovych gent a inhibitorti
bunécného cyklu. (Munoz-Espin and Serrano 2014)

Mikroskopicky in vitro pozorujeme zménu bunécného tvaru s typickym rastem hlavné do
Sitky, oplosténi bunék a jejich vakuolizaci, v jadfe potom tzv. se senescenci-asociované
heterochromatinové foci. (Munoz-Espin and Serrano 2014)

Jak bylo zminéno vyse, senescence muze byt aktivovana nejen piiliSnym zkracenim telomer,
ale téz naptiklad oxida¢nim stresem zplisobenym chemoterapii ¢i radioterapii, posSkozenim
DNA ¢i aktivaci onkogentl nebo ztratou funkce tumor supresorovych proteini. (Gorgoulis and

Halazonetis 2010; Munoz-Espin and Serrano 2014)
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1.5 Mechanizmy rezistence k bunécné smrti u CRC

Deregulace bunécéné smrti patii ke klicovym zménadm umoziiujicim vznik a naslednou
proliferaci nadorovych bun¢k CRC. Zmény postihuji vS§echny znamé mechanismy a typy
bunécné smrti — apoptdzu, nekrdézu (nekroptozu) ¢i autofagii. Odhaleni molekularnich
mechanismi téchto zmén by mohlo zasadné prispét k prevenci a té€Z objevu novych 1écebnych
modalit v boji s touto rozsitenou chorobou.

Rezistence vici bunécné smrti je u CRC komplexni proces diilezity nejen pro jeho vznik, ale i
pro dalsi progresi a v neposledni fadé zna¢nou mérou ovliviiuje rezistenci na 1écbu.

Z podstaty véci je zajisténi rovnovahy mezi proliferaci a smrti zasadni pro obnovu a funkci
sttevniho epitelu. Buiiky jsou ze sttevniho lumen vystaveny mnoha stresovym faktoriim jako
jsou potencidlné toxicke latky, hypoxie ¢i bakterie. Jiné tkdné€ by na tuto stimulaci mohly
reagovat poskozenim a naslednou smrti. (Huang and Yu 2015) Ve stfevnim epitelu jsou
funk¢ni netypické strategie preziti téchto bunck, jako napt. zvySené vstiebavani glukozy

s naslednou aktivaci PI3K/AKT a proliferacniho faktoru NF«B (Yu et al. 2005). Zvysené
vstiebavani glukdzy, které je v buiikach CRC jesté vystupiiovano, spolu s jejim odlisSnym
metabolismem, vede napiiklad k rezistenci vii¢i hypoxii indukované nekroptoze, a to
znemoznénim uvolnéni volnych radikalti z mitochondrii. (Huang et al. 2013)

Dale se v nadorovych buiikach vice uplatituje vychytavani a neutralizace volnych radikalt
antioxida¢nimi systémy, napf. prostfednictvim redoxnich enzymi (katal4za, superoxid-
dismutdza, glutathion-reduktaza). (Riaz et al. 2002)

Jinou metabolickou adaptaci, kterou mohou vyuzit bunky CRC, je zvySené vstiebavani
glutaminu, které vede k potlaceni apoptozy, aktivaci autofagie a stresovych heat-shock
proteint. (Ban and Kozar 2010) Zaroven jsou ovlivnény regulacni proteiny v Cele s Cleny
rodiny BCL-2 a IAP, dochazi tedy k aktivaci antiapoptotickych a k potlaceni
proapoptotickych signalii vedouci k supresi exekucni faze smrticiho procesu. Tyto zmény se
uplatiiuji zejména ve fazi pfechodu vznikajiciho nadoru ze stadia adenomu do
adenokarcinomu ¢i po ovlivnéni nadorové tkané chemoterapeutiky. (Iacopetta 2003)

Jak jiz bylo zminéno vySe, kritickou roli v regulaci buné¢né smrti hraje protein TP53. Jeho
mutace ¢i zmény na trovni jim kontrolované signalni drahy maji vazné disledky pro

dalsi modulaci stresovych podnétii plisobicich na nddorové bunky, tedy i1 pro progresi
onemocnéni. Spolu s dal§imi signalnimi proteiny (STAT3, NFxB), TP53 zasadn¢ ovliviiuje
nejen piipadnou apoptdzu, ale téz drahy preziti s diirazem na autofagii. Obecné je u

nadorovych buné¢k s defektnim TP53 pozorovana zvysena urovei autofagie. (Tasdemir ef al.
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2008) Dichotomni charakter regulace TP53 se vSak projevuje i v tomto ptipad¢. Nahromadéni
TP53 v cytoplazmé pisobi spise proti autofagii, ale jeho pfitomnost v jadie plisobi
proautofagicky. Dalo by se fici, Ze tento protein udrzuje uroven autofagie v bufice na
piijatelné trovni tak, aby byla zachovana maximalni viabilita buiiky a tato nebyla ohrozena
sebestravenim a na druhé stran€ uplnym vycerpanim energetickych zasob. (Marinkovic et al.
2018) U nadorovych bun¢k je tato funkce eskalovana i z hlediska zménéného metabolismu a
velkého selekéniho tlaku v nadorovém mikroprostiedi. (Abida and Gu 2008) Klinicky i
experimentalné je prokdzano agresivnéjsi chovani nadort tlustého stfeva s vystupiiovanou
autofagii, naproti tomu role autofagie pfi vzniku CRC zlstava nadale nejasna. (Galluzzi ef al.
2015)

Kontroverze panuje naptiklad u klicového autofagického proteinu BEKLINU-1, jehoz
exprese je dle nékterych studii u bunék CRC zvySena a spojend s horsi prognézou (Zhang et
al. 2015), dle jinych je jeho exprese spojena s del§im piezivanim pacientil. (Yang ef al. 2015)
Alterace v procesu autofagie byly zaznamendany i na jinych mistech tohoto procesu, jmenovité
zvySena exprese proteinu LC3 a ATG-10 ¢i snizend u proteinu AtTG-5. (An et al. 2011)
Resistence k bunééné smrti nadorovych bunék je ale ovliviiovana i celkové z vnéjSku, a to
nadorovym mikroprostiedim. Jako piiklad miZe slouzit parakrinni sekrece prozanétlivych
faktorii cyklooxygendzy 2 (COX-2) ¢i prostaglandinu E (PGE-2). Kromé pfimé stimulace
proliferace syntézou rustovych faktori je téz potlacena apoptdza indukovana FAS cestou

zvySeni exprese IAP. (Nishihara et al. 2003)
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1.6 Irinotekan v 1é¢bé nadorovych onemocnéni

1.6.1 Historie

Irinotekan (CPT-11), 7-ethyl-10[4-(1-piperidino)-1-piperidino-carbonyloxycamptothecin je
polysynteticky derivat alkaloidu camptothecinu (CPT) ziskdvaného ze stromu Camptotheca
acumitata sp., jehoz klira se intenzivné vyuziva hlavné v tradi¢ni ¢inské medicin€ pro svoje
protinadorové ucinky. CPT se pod védecky drobnohled dostal kratce po svém objevu v USA
v roce 1966.(Chabot, 1997) CPT-11 jako jeho derivat byl vSak poprvé syntetizovan az o 30 let
pozdéji v 90. letech 20. stoleti a fadi se tak naptiklad spolu s oxaliplatinou nebo
temozolomidem k novéj$im cytostatikiim, které v soucasnosti patii mezi zakladni

chemoterapeutické prostfedky v boji proti nadorovym onemocnénim. (Wall and Wani 1996)

1.6.2 Metabolismus

V lidském téle je CPT-11 po intravendznim podani komplexné metabolizovan za ucasti
mnoha enzymi a transportnich proteind.

Tento metabolismus je pod vlivem velké interindividudlni variability, ze které prameni také
rizna mira nezddouci ucinkt. Dilezita je jeho hydrolyza cestou lidskych karboxyesteraz CES
1 a 2 (pfitomny v plazmé, enterocytech, hepatocytech, ale i nddorovych butikach) na aktivni
metabolit SN-38 (7-ethyl-10-hydroxycamptothecin), ktery ma asi 1.000x vyssi ti€innost.
Enzymy z fady cytochromi P450 se mohou podilet na pfeméné CPT-11 na neaktivni
metabolity (APC, NPC). Déale mohou byt CPT-11 a jeho metabolity eliminovany z bunééného
prostiedi pomoci nejriiznéjSich transportnich mechanismi spojenych predevsim

s transportnim transmembranovym proteinem adenosin-triphosphate-binding cassette (ABC).
Aktivni SN-38 je inaktivovan glukuronidaci enzymem uridindifosfat-
glukuronosyltransferazou a vyloucen spolu se zluci do stifeva. Toto je jeho hlavni elimina¢ni
cesta, ze které vSak mtlize byt za ptispéni bakterialni B-glukuronidazy vstiebavan zpét do
krevniho ob&hu enterohepatalnim obéhem. (Hahn et al. 2006; Chabot 1997; Mathijssen et al.
2001)
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Membrana jaterni
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Obr. 5: Metabolismus CPT-11 v jatrech

Zména CPT-11 na jeho aktivni formu (SN-38) je umoznéna karboxyesterazami (CES1 a 2).
Inaktivace SN-38 glukuronidaci (SN-38G) se ti¢astni uridin-difosfat-glukuronosyltransferazy
(UGT1A1 a 1A9).

SN-38G je vylu¢ovan zluci do stieva. Tam je moZna opétovna konverze bakteridlni -
glukuroniddazou na SN-38.

Mimojaterni ¢ast SN-38 je metabolizovana na neaktivni SN-38G enzymy UGT1A1, 1A7 a
1A9. Cytochrom P450 (CYP3A4, 3A5) méni CPT-11 na dale neaktivni metabolity (APC,
NPC). Enzymy ABC podporuji transport SN-38 mimo jaterni buriku.

* pfevzato a upraveno z:

Hahn et al., Pharmacogenetics and irinotecan therapy, American Journal of Health-system
Pharmacy (2006) Nov 15, 63(22):2211-7

(Hahn et al. 2006)
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1.6.3 Mechanismus u¢inku

Mechanismus ucinku irinotekanu spociva po jeho aktivaci na SN-38 ve specifické blokade
topoizomeraz I. tiidy. Tyto enzymy bez ATP aktivity se vyskytuji jak v eukaryotickych, tak
prokaryotickych bunikach. Maji za ukol sté€peni jedno nebo dvoutetézcovych vlaken DNA a
jejich nésledné spojeni, rozrusuji tak terciarni strukturu DNA beze zmény struktury primarni
nebo sekundarni. Timto mechanismem umoziuji rozpleteni DNA vlékna, a to hlavné

v procesech jakymi jsou transkripce a replikace DNA, rekombinace, chromozomalni
kondenzace a oddéleni prolinajicich se vlaken DNA béhem mitdzy. Blokace téchto enzymi
vede k hromadéni jedno- a dvouvldknovych zlomid DNA hlavné béhem replikace, zménam
v priabéhu bunééného cyklu a piipadné v programovanou bunécnou smrt.(Hahn et al. 2006)
Tento efekt je dulezity hlavné pfi eliminaci nddorovych bunék, inhibitory topoizomerazy ale

prokazaly Gcinek také v inhibici bakteridlniho rastu.(Mathijssen et al. 2001)

1.6.4 Irinotekan v 1é¢b€ nadorovych onemocnéni

Irinotekan se vyuziva hlavné v paliativni 1é¢bé pokrocilého a metastatického kolorektalniho
karcinomu, a to bud’ v monoterapii nebo v kombinaci s jinymi cytostatiky (oxaliplatina, 5-
fluorouracil) a cilenou 1é¢bou. V soucasné dobé¢ je zkoumano jeho mozné vyuziti v 1é¢bé
dal$ich typt nadori, napiiklad tumorii centralniho nervového systému, neuroendokrinnich
tumort a tumort délozniho ¢ipku. (Hahn ef al. 2006; Wall and Wani 1996)

Aplikace irinotekanu probiha nejCastéji nitrozilné, davkovani standardnich
chemoterapeutickych rezimi je zavislé hlavné na télesném povrchu a dosahuje 150-350
mg/m?.(Vanhoefer et al. 2001). V piipadé intraarteridlniho podéni nejéastéji ve snaze ptimo
ovlivnit metastazy kolorektalniho karcinomu v jatrech se miize podavat i ve vyssich
davkach. (Vyzula 2017)

Nezadouci ucinky podani irinotekanu mohou zahrnovat prijjem (zapojeni bakterialni -
glukuronidazy do opétovné aktivace na SN-38), myelodysplasticky syndrom a neutropenii,
coz muze vést k vaznému ohrozeni dalsi planované 1é€by a samoziejmé i celkového
zdravotniho stavu pacienta.

Tyto nezadouci Gc¢inky jsou téz disledkem nedostatecného metabolismu aktivni formy
irinotekanu SN-38 zejména glukuronidaci, ktery maze byt zptisoben 1 mnoha riznymi
genetickymi variantami enzymu UGT1, zodpovédného pravée za tento proces. Geneticka

variabilita v souvislosti s toxicitou irinotekanu byla prokazéana i u dalSich enzym, napft. u
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CYP3A, enzymu z rodiny cytochromu P450.(Paulik et al. 2012)

S rozvojem molekularné biologickych technologii byl Americkou agenturou pro 1é¢ivé
prostiedky (FDA) schvélen geneticky test polymorfismu genu pro enzym CYP3A4. Tento test
by mél individualizovat dadvkovani irinotekanu a ¢astecné tak snizit vyskyt nezadoucich
ucinki 1 toxickych projevii. Jeho hodnota a pfinos jsou vSak nadale sporné.(Dean 2012; Hahn
et al. 2006) Z podobnych divodd, tedy snizeni nezadouci toxicity a zvySeni dostupnosti

v nddorovych bunkach, se také pracuje na vyvoji jinych 1ékovych forem tohoto zajimavého
cytostatika, hlavné pak na lipozomalnim irinotekanu nebo mikrozomalnich sférach
obsahujicich irinotekan. (Kalra et al. 2014)

I kdyz je irinotekan relativné dlouhodobé¢ klinicky vyuzivan jako cytostatikum, jeho t¢inky na
cilové nadorové bunky, a to zejména buitkky CRC, nejsou stale na mechanistické tirovni
dostatecné prozkoumany. Vyzkum vybranych aspektl téchto u¢inki v modelu CRC in vitro

byl i cilem této préce.
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Cast 2.
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2.1 Cile prace

A. Obecné urcit citlivost nadorovych i nenadorovych stfevnich buné€k k irinotekanu (CPT-11).
Ur¢it vhodné koncentracni a ¢asové rozmezi, pti kterém CPT-11 negativné ovlivituje
bunécnou proliferaci, navozuje stres a indukuje bunécnou smrt. U nenadorovych stfevnich

bunék potom tyto ucinky hloubéji posoudit.

B. Zjistit vliv CPT-11 na riistové parametry a viabilitu modelu pokro¢ilého kolorektalniho
karcinomu s mutovanym 7P53. Urcit a posoudit vliv klicovych mediatora stresové

signalizace a buné¢né smrti tohoto nadorového modelu.
C. Vliv CPT-11 na riistové parametry, viabilitu a buné¢nou smrt nadorovych sttevnich bunék
s odstranénym 7P53. Objasnit vyznam mutace tohoto proteinu v $ir§im kontextu stresové

signalizace a bunécného piezivani.

D. Ze zjisténych vysledki urcit vhodné terapeutické cile k moznému prohloubeni G¢inku

cytostatické 1éby ¢i zmirnéni nezddoucich G€inki na normalni bunécné populace.
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2.2. Metodika

2.2.1 Bunécné linie a kultiva¢ni podminky

K naSemu vyzkumu jsme postupné vybrali 2 linie reprezentujici model CRC a dale 2
nenadorové linie predstavujici epitelové a mezenchymalni typy bunék bézné se vyskytujicich

v tlustém stieve.

SW-620 (ATCC® CCL-227™)

Tato bunécna linie byla odvozena z uzlinové metastazy nizce diferencovaného
adenokarcinomu dospélého muze. Jedna se o hyperploidni adherentni epitelové buiiky bez
mikroklkd, které v kultufe vykazuji variabilni morfologii, migra¢ni a invazivni potencial.

Linie nese mutaci v genu 7P53 (bodova mutace G -> A v kodonu 273), exprimuje onkogeny

c-MYC, K-RAS, H-RAS, N-RAS, MYB, SIS a FOS.

HCT-116 (ATCC® CCL-247™)

Tato linie lidskych epitelovych bun€k odvozenych z kolorektalniho adenokarcinomu
dospélého muZze je téméf diploidni, v kultufe roste adherentné. Buiiky nemigruji ani
nevykazuji invazivni potencidl. Linie nese mutaci v kodonu 13 onkogenu RAS. Gen 7P53 je
nemutovany a funkéni. Jako variantu jsme v n€kterych experimentech pouzili téZ linii HCT-

116-P53KO s vyfazenymi obéma alelami genu 7P53 (delece exonu 2).

NCM-460 (Incell Corporation)

Bunécna linie odvozena z bun€k normalni sliznice tlustého stteva zdravého dospélého muze.

NCF-CCD-18 (ATCC® CRL-1459™)
Netumorigenni bunécna linie, ktera je odvozena z fibroblastové populace tlustého stieva.

Odebrana od dospé€lé Zeny.

Lidské stabilizované linie kolorektalniho karcinomu SW-620 (Cislo 87051203) a HCT-116
(Cislo 91091005) byly ziskany z evropské bunécné banky ECACC (Porton Down, Velka
Britanie). Upravena linie HCT-116-P53KO byla ziskana z pracovisté profesora B.

Vogelsteina (University of Pensylvania, Baltimore, Maryland, Spojené Staty Americké).
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Normalni stievni fibroblasty NCF-CCD-18 byly ziskany z bunécné banky ATCC (CRL 1459,
Rockville, Mariland, Spojené Staty Americké). Tyto linie byly péstovany v Eaglové
modifikovaném mediu dle Dulbecca (DMEM) s 10 % fetalnim bovinnim sérem, penicilinem
100U/ml a streptomycinem 100ug/ml v inkubacnim boxu pii stabilni teploté¢ 37 °C ve vlh¢ené
atmosféfe s 5 % CO,. Buiiky byly pasdzovany za pomoci 0,05% roztoku EDTA/trypsin
pfiblizné 2x tydné po dosazeni 80 % konfluence.

Buiiky normalnich lidskych kolonocytii NCM byly ziskany z Incell Corporation, LCC (NCM-
460, San Antonio, Texas, Spojené Staty Americké) a byly péstovany v médium M3Base™

s ptidavkem penicilinu 100 IU/ml, streptomycinu 100 pg/ml a 10% teplem aktivované¢ho
fetalniho bovinniho séra. Kultury byly udrzovany v inkubatoru pfi stabilni teploté 37 °C ve
vlh¢ené atmosféie s 5 % CO» a pasdzovany za pomoci 0,05% roztoku EDTA/trypsin pfiblizné
2x tydné po dosazeni 80 % konfluence.

Pro ucely vlastni experimentalni prace byly pouzity buniky v nizkych pasézich a bez

mykoplazmatické kontaminace.

2.2.2 Nasazovani do testu a ovlivnéni

Buiiky jednotlivych linii byly nasazovany v ramci jednotlivych testii do riznych kultiva¢nich
nadob — klasické kultivacni lahve (malé ¢i stiedni), cytokomurky, podlozni sklicka,
96jamkové desticky ¢i filmovaci komurky. Po nasazeni byly pak kultury pfemistény do
inkubdtoru (37 °C, vlh¢end atmosféra s 5 % CO») na 24 hodin. VZdy se nasazovaly paralelné
kontrolni (neovlivnéné) a testované (ovlivnéné danymi koncentracemi irinotekanu poptipade 1
Jinymi chemickymi stimulatory ¢i inhibitory) kultury, pfi¢emzZ se pouZivaly bunééné suspenze
o rizné koncentraci tak, aby na pocatku experimentu ¢inila buné¢na konfluence v dané
kultiva¢ni nadobé€ cca 50-60 %. Experimenty probihaly v ¢asovém intervalu az 48 h
ovlivnéni.

Irinotekan 20mg/ml v zasobnim roztoku byl fedén s kultivaénim médiem dle ptislusné
bunécné linie do pozadované koncentrace, fedéni probihalo bezprostiedné pied aplikaci do
kultury.

Inhibitory apoptdzy byly pfipraveny ze zasobniho roztoku rozpusténim v piislusném
kultivaénim médiu do vyslednych koncentraci: 10 uM z-VDVAD-fmk (inhibitor kaspazy 2),
10 uM z-LEHD-fmk (inhibitor kaspazy 9), z-DEVD-fimk (inhibitor kaspazy 3); ovlivnéni

probéhlo vzdy soucasné s podanim CPT-11
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Inhibitory autofagie byly rozpustény bud’ v DMSO nebo v bezsérovém médiu a pouzity jako
zasobni roztok k fedéni do vyslednych koncentraci v kultivaénim médiu: inhibitor autofagie
3-MA (5mM, buiiky ovlivnény 30 minut pfed podanim irinotekanu), inhibitor autofagie
chloroquin (5mM, bunky ovlivnény 30 minut pied podanim irinotekanu). Kontrolni kultury
byly ovlivnény inhibitory samotnymi pfipadné adekvatnim mnozstvim pouzitého

rozpoustédla.

2.2.3 Chemikalie

Irinotekan byl ziskan od firmy Pfizer (Pfizer GmbH, Praha, Ceska republika). Anexin
V-FITC,

kyselina 3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propansulfonova (CHAPS), kfenova
peroxidaza, Triton X, BrdU, akridinova oranz, dithiothreitol (DTT); 4°,6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI), propidium jodid, monodansylkadaverin (MDC), Brilliant Coomassie
Blue, specifické inhibitory autofagie 3-metyladenin (3-MA) a chloroquin byly ziskany od
firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA).

Protilatky monoklonalni krali¢i anti-p21, anti-ATM, anti-ATR, anti-Chk1 a anti-Chk?2 byly
ziskany ze Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, Spojen¢ staty americké). Protilatky
monoklondlni anti-phospho-Ser-139 H2A.X, anti-LAMP-1, polyklonalni krali¢i anti-Bax,
monoklondlni krali¢i anti-LC3, monoklonani krali¢i anti-Beclin-1, monoklonélni mysi
anti-p62, monoklonalni mysi anti-TP53, monoklonalni krali¢i anti-COX-IVa monoklonalni
mysSi anti-beta aktin, monoklonalni krali¢i anti-phospho-p53, monoklonalni mys$i anti-acetyl-
TP53, monoklonalni krali¢i anti-p16 a trizol byly ziskany z Cell Signaling Technology, Inc.
(Danvers, Massachusetts, Spojené staty americké). Sekundarni protilatky pochdzely od firem
Alexis Corporation (Lausanne, Svycarsko) a Dako (Glostrup, Dansko). 4-[3-(4-idophenyl)2-
(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzene disulfonat (WST-1) byl ziskan od Boehringer
Mannheim-Roche (Basilej, Svycarsko). JC-1 (5,5",6,6 -tetrachloro-1,13,3 -
tetraetylbenzimidazolylcarbocyanin jodid) byl ziskan od Life-Technologies Czech Republic
(Praha, Ceska republika). Specifické inhibitory kaspazy 2 z-VDVAD-fimk a pfislusny substrat
Ac-VDVAD-AFC, kaspazy 3 z-DEVD-fimk a pfislusny substrait DEVD-AFC a kaspazy 9 z-
LEHD-fmk a substrat LEHD-AFC byly ziskany z firmy Calbiochem (La Jolla, Kalifornie,
Spojené staty americké).

Vsechny dalsi chemikalie byly nejvyssi analytické Cistoty.
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2.2.4 Metodika testt
2.2.4.1 Test DNA syntézy

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

2.2.4.2 Test WST-1

Prolifera¢ni aktivita bun¢k po pouziti irinotekanu byla alternativné stanovovana
kolorimetrickou metodou WST-1, kterd ur€uje aktivitu mitochondrialnich dehydrogenéz a
jinych cytosolovych enzymi v buiikéch prostfednictvim $tépeni tetrazoliové soli na barevny
formazan. Kontrolni a irinotekanu-vystavené buiikky v 96jamkovych destickach byly
proplachnuty Cerstve ptipravenym PBS (phosphate buffered saline), a do kazdé jamky bylo
pfidano 100 pl roztoku WST-1 v kultivaénim médiu. Kultivace pak pokracovala dalsi 2
hodiny. Poté byla v jednotlivych jamkach spektrofotometricky zméfena absorbance
(450/650nm, TECAN SpectraFluor Plus (TECAN Austria GmbH, Gronig, Rakousko)).

Ziskané hodnoty byly korelovany oproti slepému vzorku.

Data o metabolické aktivit¢ bun€k byla dale korelovana se zménami v mnozstvi celkového
proteinu u irinotekanem ovlivnénych bun¢k metodou Coomassie Brilliant Blue. Kontrolni a
irinotekanu-vystavené buiiky v 96jamkovych destickach byly fixovany roztokem etanolu a
ledové kyseliny octové. Poté byl k nim pfidan roztok Coomassie Brilliant Blue a desticky
byly inkubovény v temnu pfi pokojové teploté 1 hodinu. Nasledné bylo barvivo odstranéno,
buiiky oplachnuty a lyzovany Cerstvé pripravenym lyza¢nim roztokem octanu draselného a
etanolu. Desticky byly umistény na 1 hodinu na tfepacku a poté byla zméfena absorbance
vysledného produktu spektrofotometricky (620/450 nm, TECAN SpectraFluor Plus (TECAN
Austria GmbH, Gronig, Rakousko)).
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2.2.4.3 Dynamické morfologie bunék

Kontrolni a irinitekanu-vystavené bunky ve specialnich plastovych miskach se sklenénym
dnem byly pfemistény do pozorovaci komory mikroskopu BioStation IM (Nikon, Praha,
Ceska republika), ktera plni funkci téZ inkubatoru. Dynamika bun&éné morfologie, chovani i
vSech jejich zmén byla simultdnné vicekanélové snimana v n€kolika urovnich, pii riiznych
zvétSenich a z riznych mist kultury

Ziskané videosekvence byly zpracovany a nasledn¢ analyzovany a hodnoceny
prostiednictvim softwarového programu NIS Elements AR 3.20 (Nikon, Praha, Ceské
republika).

2.2.4.4 Test poskozeni DNA

Poskozeni DNA u testovanych bunécnych linii po jejich ovlivnéni irinotekanem bylo
stanovovano pomoci detekce pritomnosti fosforylovaného histonu H2A.X v jadrech bunék.
Kontrolni a irinotekanu-vystavené builky v 96jamkovych destickach byly promyty PBS a
fixovany 4% formaldehydem. Po oplachu a fazi permeabilizace a blokovani antigenti (30
minut, roztok 5% mléka s TRITONEM), byly vzorky inkubovany pfi 4 °C, v temnu 90 minut
s primarni protilatkou (krali¢i anti-phospho Ser-139 H2A.X, 1:100). Po skonceni inkubace
byly buniky promyty PBS a dale inkubovany se sekundarni protilatkou (anti-krali¢i, 1:250,
temno, 60 minut, pokojova teplota). Pfitomnost fosforylovaného histonu H2A.X byla métena
spektrofotometricky (485/520 nm, TECAN SpectraFluor Plus (TECAN Austria GmbH,
Gronig, Rakousko)). Vysledky byly vyjadieny jako narist intenzity fluorescence ve srovnani
s neovlivnénou kontrolou.

Pro mikroskopickou detekci DNA zlomt vyuZitim fosforylovaného histonu H2A.X byly
kontrolni a irinotekanu-vystavené bunky na podloznich sklech oplachnuty studenym PBS a
buiiky nasledné 15 minut fixovany metanolem pii pokojové teploté. Po dalSim oplachu byly
vzorky inkubovany pii 4 °C, v temnu 90 minut s primarni protilatkou (krali¢i anti-phospho
Ser-139 H2A.X, 1:200). Po skonceni inkubace byly skla oplachnuta PBS a dale inkubovéana
se sekundarni protilatkou (anti-krali¢i, 1:250, temno, 60 minut, pokojova teplota)
konjugovanou se zelenou fluorescenéni znackou Alexa Fluor® 488 (FITC). Bunééna jadra
byla dobarvena 15 minut fluorescen¢nim roztokem DAPI o koncentraci 10 pg/ml. Nasledné
byla skla s nabarvenymi buiikami zamontovana a prohlizena ve fluorescenci na mikroskopu
Nikon Eclipse E400 (Nikon, Praha, Ceska republika) pfi excitaéni vlnové délce filtru 450-490

nm a emisni 510 nm. Fotodokumentace byla potfizena pomoci barevné digitalni kamery
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COOL 1300 firmy VDS (Vosskiihler, Spolkova republika Némecko) a nasledn¢ analyzovana
programem NIS Elements AR 3.20 firmy Nikon (Praha, Ceské republika).

2.2.4.5 Adheze bunék

Adhesivni vlastnosti bunék smérem k extracelularni matrix byly méfeny kitem Vybrant™
Cell Adhession Assay firmy Invitrogen (Praha, Ceska republika). Kontrolni a irinotekanu-
vystavené buiiky v kultivacnich lahvich byly trypsinovany, proplachnuty PBS,
resuspendovany v kultivaénim médiu, nasledné smiseny s 5 pl roztoku calcein AM (findlni
koncentrace 5 uM). Nasledovala inkubace 30 minut pti 37 °C, proplach piedehiatym
kultivaénim médiem a opétovna resuspendace. 100 ul suspenze takto obarvenych bunék bylo
pipetovano do jednotlivych jamek 96jamkové desticky pokrytymi proteiny extraceluldrni
matrix a opét inkubovano (60 minut, 37 °C). Po této dobé byly neadherované (plovouci)
buiiky opatrné odmyty, desti¢ky byly nékolikrat proplachnuty médiem a PBS a byla méfena
fluorescence (490/525 nm, TECAN SpectraFluor Plus (TECAN Austria GmbH, Grodig,
Rakousko)). pfi vinovych délkach 490/525 nm. Vysledky adheze byly vyjadieny jako

procento kontroly u kultur ovlivnénych irinotekanem.

2.2.4.6 Metylace DNA

Zmény v metylaci DNA byly méfeny zavedenym kitem Methylamp™ Global DNA
methylation (Epigentek, Inc. (New York, Spojené Staty Americké). Kontrolni a irinotekanu-
vystavené buiiky v kultivacnich lahvich byly trypsinovany a fixovany 4% formaldehydem.
DNA z téchto vzorki byla extrahovana fenol-chloroformovou metodou. Dale dle navodu
vyrobce byla tato DNA nejprve fixovana k povrchu jamek detekénich zkumavek a po blokaci
konjugovana s 5-methylcytosinem (1:1000), ktery ma vysokou afinitu k metylované frakci
DNA. Po dalsi konjugaci s detek¢ni protilatkou (1:1000) byl k DNA ptidan detekéni roztok a
nasledné méfena spektrofotometricky absorbance (450 nm, TECAN SpectraFluor Plus,
TECAN Austria GmbH, Grodig, Rakousko)). Vysledky byly vyjadieny zménou absorbance

vzorki ovlivnénych bune¢k a jejich kontrol.
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2.2.4.7 Detekce apoptozy — obecna piitomnost

Pritomnost a rozsah apoptdzy u bun¢k ovlivnénych irinotekanem byla obecné zjistovana a
kvantifikovana pomoci dvou komplementarnich metod — prutokové cytometrie s vyuzitim
barveni bunék propidium jodidem a mikroskopicky s vyuzitim specifického barveni
bunéénych jader DAPL V prvnim piipad€ byly CPT-11 ovlivnéné bunky (kultivované vyse
zminénym zpusobem) pfevedeny do suspenze pomoci trypsinu a po promyti PBS, fixovany
70% etanolem. Poté byly buiiky resuspendovéany v roztoku obsahujicim Triton X-100, RNAzu
A a propidium jodid. Po inkubaci (30 minut, 4 °C a v nepfitomnosti svétla) byl zméten pomér
apoptotickych bunék s hypodiploidnim obsahem DNA pomoci pritokového cytometru Cell
Lab Quanta™ SC (Beckman Coulter Inc., Brea, Kalifornie, USA).

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

bunék.

2.2.4.8 Uvolnovani cytochromu ¢ z mitochondrii

Kontrolni a irinotekanu-vystavené buiiky v kultiva¢nich lahvich byly pfevedeny pomoci
trypsinu do suspenze, ze které byly pfipraveny mitochondridlni a cytosolické lyzaty pomoci
mitochondrialniho fractionac¢niho kitu firmy Active Motif (Rixensart, Belgie) dle instrukci
vyrobce.

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

Bunky ovlivnéné irinotekanem a ptislusné kontroly byly v danych ¢asovych intervalech
sklizeny seSkrabnutim a centrifugovany (600 G, 5 minut). Poté byly na ledu pfipraveny lyzaty
uzitim lyza¢niho roztoku obsahujicim HEPES, CHAPS a DTT. Lyzaty byly déle
centrifugovany pfi (14.000 G, 10 minut), supernatant byl odebran a ulozen pii teploté -80 °C.
Aktivita kaspaz byla méfena na 96jamkovych destickach vyuzitim kinetické fluorimetrické
metody zaloZené na hydrolyze kaspaza-specifického substratu DEVD-AFC pro kaspazu 3.
Specificky inhibitor z-DEVD-fmk pro kaspazu 3 byl pouZit k ovéfeni specificity enzymatické
reakce. Obdobné byla métena aktivita kaspazy 9 (substrat LEHD-AFC, inhibitor z-LEHD-
fmk) a kaspézy 2 (substrat Ac-VDVAD-AFC, inhibitor z-VDVAD-fmk). Fluorescence byla
zaznamenana spektorfluorimetricky (460/440 nm a 360/340 nm, TECAN SpectraFluor Plus
(TECAN Austria GmbH, Grodig, Rakousko)). Vysledky byly zaznamenény jako relativni

narust aktivity vic¢i neovlivnéné kontrole.

2.2.4.10 Test bunécné signalizace

Pro stanoveni tirovné konkrétni bunécné signalizace po poskozeni DNA u bun¢k vystavenych
irinotekanu byl vyuzit komeréni kit PathScan® Multi-Target HCA DNA dodéavany Cell
Signaling Technology, Inc. (Danvers, Massachusetts, Spojené Staty Americké). Tento kit
umoziuje zaznamenat zmény signalizace v hlavnich uzlech bunéénych stresovych drah
metodou imunofluorescenéni detekce fosforylovanych ¢i nefosforylovanych proteint.
Imunofluorescencni detekce a stejné tak kvantifikace se provadi v 96jamkovych destickach.
Kontrolni a irinotekanu-vystavené buiiky v 96jamkovych destickach byly oplachnuty PBS a
fixovany 4% formaldehydem. Po blokovaci reakci 5% mlékem byly pouzity nasledujici
protilatky: Ser-139 p-H2A.X, Ser-345 p-Chk1, Thr-68 p-Chk2, Ser-15 p-TP53, p21, Tyr-15
cdc2, Thr-180/Tyr182 p-p38 a, Thr-183/Tyr-185 p-SAPK/INK) Pro detekéni ucely bylo
vyuzito dobarveni buné¢nych jader pomoci DAPI, které poslouzilo k normalizaci poctu bunék
v jamkach. Pfitomnost kazdého markeru byla detekovana spektrofluorimetricky (360/420nm a
485/520nm, TECAN SpectraFluor Plus (TECAN Austria GmbH, Gronig, Rakousko)*.
Vysledky byly vyjadifeny jako zména intenzity fluorescence ve srovnani s kontrolnimi

neovlivnénymi buiikami.
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2.2.4.11 Exprese ATM, ATR a CHK kinaz

Kontrolni a irinotekanu-vystavené bunky v kultivacnich lahvich byly trypsinovany,
centrifugovany a fixovany 4% formaldehydem (30 minut). Poté byly proplachnuty PBS,
permeabilizovany smési metanolu a Tritonu-X v 5% BSA (4°C) a prostfednictvim citratového
pufru v tlakovém varici vystaveny teploté¢ 100 °C po dobu 2 minut. Tato metoda slouzi k
odkryvani vhodnych vazebnych epitopti pro pozdéjsi detekei protilatkami. Takto zpracovana
bunécna suspenze byla inkubovana s ptisluSnymi primarnimi protilatkami (p-ATM 1:100,
ATM 1:150, p-ATR 1 1:100, ATR 1:150, p-CHK1 1:100, CHK1 1:200, p-CHK2 1:100,
CHK2 1:200) ptes noc pii teploté 4 °C a v temnu. Po skonceni inkubace byly vzorky promyty
v PBS a byly ptidany pfislusné sekundarni protilatky konjugované s FITC (1:10). Po
op€tovném promyti byla métena fluorescence u minimalné 25 000 bunck na priatokovém
cytometru Cell Lab Quanta™ SC (Beckman Coulter Inc., Brea, Kalifornie, USA). Vysledky
byly vyjadreny jako zména intenzity fluorescence ve srovnani s kontrolnimi neovlivnénymi

bunikami.

2.2.4.12 Aktivita MAPK

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

z kontrolnich hodnot.

2.2.4.13 Plazmidova transfekce

V prvnim kroku byla normalni sekvence genu 7P53 ziskana z krve zdravého dobrovolnika
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zanesena do vektoru pcDNA3.1/Hygro® (Invitrogen, Praha, Ceska republika). Tento
plazmidovy vektor se standardné pouziva pro transientni transfekci vétSiny sav¢ich bunck.
Nasledné bylo 3 x 10° bun&k vybranych linii rozpusténo v 1 ml média DMEM s 10 % FBS a
smiseno s 20 pg ptipraveného vektoru v Lipofectaminu Plus™ (Invitrogen, Praha, Ceské
republika) a inkubovano 12 hodin. Takto transfekované bunky byly pfed ovlivhénim CPT-11
jeste dalSich 12 hodin inkubovany v ¢erstvém cistém DMEM s 10 % FBS. Obdobnym
zpiisobem byly pfipraveny nefunkéni kontroly (mock) vyuzitim vektoru
pcDNA3.1/Hygro®/lacZ. Usp&snost transfekce byla ovéfena méfenim aktivity p-
galaktosidazy priatokovou cytometrii 24h po transfekci a typicky dosahovala 50-60 %.

2.2.4.14 Transkripce TP53

Aktivita transkripce 7P53 u bunéénych linii pfechodné transfekovanych sekvenci 7P53 a
vystavenych ptisobeni irinotekanu ve stanovené koncentraci byla v daném ¢ase zmétena
pomoci P53 Specific Transcription Kit firmy Cayman Europe, (Tallinn, Estonsko) - dle
instrukci vyrobce. Transfekované buiiky byly kultivovany za standardnich podminek (viz
vyse); na konci danych intervall ovlivnéni CPT-11 byly pfevedeny do suspenze pomoci
trypsinu, centrifugovany a oplachnuty PBS. Ze suspenze byl nésledné ptipraven jaderny lyzat,
a to sériemi centrifugaci a inkubaci s hypotonickymi i extrakénimi pufry. Vznikly jaderny
lyzat byl nasledné pipetovan do 96 jamkovych desticek oSetfenych dsDNA vazajicich 7P53.
Detekce TP53 probihala primarni protilatkou a nasledné navazanim sekundarni protilatky
konjugované s kienovou peroxidazou. Transkripcni aktivita 7P53 byla méfena
spektrofotometricky (450 nm, TECAN SpectraFluor Plus (TECAN Austria GmbH, Gronig,
Rakousko)). Vysledky byly nasledné vyjadieny jako procento kontroly.

2.2.4.15 Test permeabilizace lysozomalnich membran

Kontrolni a irinotekanu-vystavené buiiky kultivované na 96jamkovych destickach byly
barveny SuM akridinovou oranzi 15 minut na konci kazdého pokusného intervalu. Poté byly
bunky dvakrat oplachnuty Cerstvym kultivatnim médiem. Zaznamenan byl nartst diftzni
cytosolové zelené fluorescence odpovidajici akridinové oranzi uvolnéné z lysozomu (490/530
nm, TECAN SpectraFluor Plus (TECAN Austria GmbH, Gronig, Rakousko)). Vysledky byly
nasledné porovnany s neovlivnénou kontrolou. Komplementarné byly téZ burniky narostlé na

podloznich sklech vystavené irinotekanu a jejich ptislusné kontroly barveny 30 minut SpM
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akridinovou oranzi, nasledné oplachnuty kultiva¢nim médiem a zhotoveny preparaty. Tyto
byly prohlizeny fluorescenénim mikroskopem Nikon Eclipse E 400 (Nikon, Praha, Ceska
republika) pii vlnové délce 510-560/590nm. Potizené fotografie kamerou COOL 1300 (VDS,
Vosskiihler, Spolkova republika Némecko) byly analyzovany za pomoci programu NIS

Elements AR 3.20 a minimaln¢ 1.000 bun¢k bylo pouzito k morfometrické analyze.

2.2.4.16 Detekce autofagie

2.2.4.16.1 Fluorescencni mikroskopie

Kontrolni a irinotekanu-vystavené buiky v 96jamkovych desti¢kach s transparentnim dnem
byly inkubovany ve tmé spolu s MDC v DMSO po dobu 15 minut. Po inkubaci byly vzorky
dvakrat oplachnuty PBS a fluorescence byla zmétena spektrofluorimetricky (390/455 nm,
TECAN SpectraFluor Plus (TECAN Austria GmbH, Grodig, Rakousko)). Vysledky byly

znazornény jako relativni narist MDC-specifické fluorescence oproti neovlivnéné kontrole.

2.2.4.16.2 Exprese vybranych genl spojenych s autofagii

Kontrolni a irinotekanu-vystavené buiiky v kultiva¢nich lahvich byly ptevedeny do suspenze
trypsinaci a centrifugaci. V PBS oplachnutém a resuspendovaném bunécném peletu byla
separovana celkova RNA trizolovou extrakci. U takto ziskané RNA byla provedena RT-PCR
v realném Gase (50 cykli) na cykleru LightCycler 1.5 (Roche, Praha, Ceska republika) dle
nasledujicich reakénich podminek: 94 °C (30s), 60 °C (35s), 73 °C (30s); sekvence primeru
LC3B (forward) 5'-GAAGATGTCCGACTTATTCGAGAG-3’, (reverse) 5'-
ACTCTCATACACCTCTGAGATTGG-3’, sekvence primeru BEKLIN-1 (forward) 5'-
TGTCACCATCCAGGAACTCA-3’, (reverse) 5'-CTGTTGCACTTTCTGTGGA-3’,
sekvence primeru SQSTM1 — p62 (forward) 5'-ATCGGAGGATCCGATGT-3’, (reverse) 5'-
TGGCTGTGAGCTGCTCTT-3’, sekvence primeru B-aktin (forward) 5'-
ATTGCCGACAGGATGCAGAA-3’, (reverse) 5'-ACATCTGCTGGAAGGTGGACAG-3".
Exprese amplikonu byla srovnavana s mRNA B-aktinu. Ze ziskanych dat byl spocitan rozdil

exprese mezi jednotlivymi zminénymi geny.
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2.2.4.17 Detekce senescence

Buiiky ovlivnéné irinotekanem a piislusné kontroly kultivované v inkubaénich miskach byly
barveny na ptfitomnost B-galaktosidazy kitem Senescence f-Galactosidase Staining Kit (Cell
Signaling Technology, Inc. (Danvers, Massachusetts, Spojené Staty Americké)) dle
doporuceni vyrobce: Bunky byly v miskdch nejprve promyty PBS a nasledné byl ptidan 1 ml
fixacniho roztoku. Vzorky byly inkubovany pfi 15 minut pfi pokojové teplote. Po oplachu
PBS byl pridan barvici roztok detekujici -galaktosidazu. Misky byly zakryty parafinovou
folii a inkubovany pies noc pii 37 °C v inkubatoru bez CO; atmosféry. Nasledné byly bunky
mikroskopicky prohlizeny a hodnoceny (Nikon Eclipse E400 Nikon, (Praha, Ceska
republika)) Vlastni detekce senescentnich (B-galaktosiddza pozitivnich) bun¢k probéhla
pocitacoveé pomoci programu NIS Elements AR 3.20. Hodnoceni probéhlo minimaln€ u 5 000

bunék.

2.2.4.18 Priprava lyzati a imunobloting

Kontrolni a irinotekanu-vystavené buiiky v kultiva¢nich lahvich byly pfevedeny do suspenze
trypsinizaci a centrifugaci. K ziskani buné¢nych lyzata byl pelet byl resuspendovan v ledove
studeném lyza¢nim pufru (137 mmol NaCl, 10% glycerol, 1% n-octyl-B-D-glukopyranosid,
50 mmol NaF, 20 mmol Tris, I mmol ortovanadatan sodny, Complete TMMini) s pfidavkem
digitoninu.

Lysozomalni frakce byla z bunééné suspenze ziskana pomoci isola¢niho kitu LYSISO1
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Spojen¢ Staty Americké). Buiiky byly resuspendovany
v extrakénim pufru a na ledu homogenizovany pasirovanim stiikackou pfes tenkou injekéni
jehlu. Jaderna frakce byla odstranéna centrifugaci (20.000 G, 20 minut). Pelet s lysozomy byl
resuspendovan v extrakénim pufru a opét centrifugovan (20.000 G, 60 minut).

Bunécné lyzaty a lysozomalni frakce byly vafeny po 5 minut pii 95 °C v SDS vzorkovacim
pufru (Tris-HCI pH 6,81, 2-merkaptoetanol, 10% glycerol, SDS, 0,1% bromfenolova modf) a
pipetovany do 12% SDS/polyakrylamidového gelu. Kazdy vzorek obsahoval stejné mnozstvi
proteinu (30 pg), coz bylo potvrzeno BCA eseji. Po elektroforéze byly proteiny v gelu
pfevedeny na PVDF (polyvinidilin fluorid) membranu (100 V, 60 min) a inkubovany pfi

25 °C po dobu 1,5 hodiny s blokovacim roztokem (5% su$ené mléko, 10mmol Tris-HCI (pH
8,0), 150mM chlorid sodny a 0,1% Tween 20. Membrany byly nasledné inkubovany s

primarnimi protilatkami (monoklonalni krali¢i anti-LC3, 1:600, monoklonalni krali¢i
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anti_Beclin-1, 1:500, monoklonalni krali¢i anti-Lamp-1, 1:800, polyklonalni krali¢i anti-Bax,
1:500, monoklonalni mysi anti-p62, 1:1000, monoklonalni mysi anti-TP53, 1:1000,
monoklonalni krali¢i anti-phospho Ser-139 H2A.X, monoklonalni krali¢i anti-Cox-IV, 1:600,
monoklonalni mysi anti-f-aktin, 1:100) ptes noc pii 4 °C. Nasledné byly vzorky pétkrat na 5
minut omyty TBST. Po inkubaci se sekundarni protilatkou konjugovanou s kienovou
peroxidazou (1:1000, 1 hodina, 25 °C) nasledoval oplach TBST a detekce protein-
specifického signalu chemiluminiscen¢nim kitem dle navodu vyrobce firmy Boehringer
Mannheim-Roche (Basilej, Svycarsko). Jako kontrola byl pouzit B-aktin. Intenzita protein-
specifického signalu byla ovéfena pomoci GelQuant software 2.7 firmy DNR Bio-Imaging

Systems (Jeruzalém, Izrael).

2.2.4.19 RNA interference

Buiiky byly v 6jamkovych inkubac¢nich destickach kultivovany v médiu bez ptidavku
antibiotik k dosazeni 75% konfluence. Nésledn¢ byla v téchto jamkach provedena transfekce
ptidanim specifickych kationickych lipidi obsahujicich siRNA pro jednotlivé geny (P16,
TP53, BAX SiRNAs Transfection Kit, Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz,
Kalifornie, Spojené Staty Americké); P38 SignalSilence® Pool siRNA Kit, Cell Signaling
Technology, Inc. (Danvers, Massachusetts, Spojené Staty Americké)). Po 8 hodinach
inkubace pti 37 °C byl pfidan 1ml Cerstvého kultiva¢niho média a pokraovano v inkubaci za
stejnych podminek dalSich 24 hodin. Buiiky byly nasledné vystaveny CPT-11 a analyzovany
48 hodin po posledni siRNA transfekci. Paralelné byly pfipraveny negativni kontroly
transfekce (scrambled siRNA sekvence). Vyfazeni genu bylo ovéfeno imunoblotem, vysledky

byly normalizovany dle kontroly.

2.2.4.20 Exprese microRNA

Kontrolni a irinotekanu-vystavené buiiky v kultiva¢nich lahvich byly pfevedeny do suspenze
trypsinizaci, centrifugaci a resuspendaci. MicroRNA byla izolovana z téchto suspenzi pomoci
kitu mirVana 344™ miRNA Isolation Kit (Applied Biosystems (Praha, Ceska republika)).
Pro analyzu zralych miR-34a, miR-128a a miR-449a a RNU44 byly pouzity specifické kity

s primery TagMan.347 (Applied Biosystems (Praha, Ceska republika)). Reakce pro kazdy
vzorek (45 cykli) byla provedena v objemu 20 pl uzitim 1 pl cDNA na cykléru LightCycler
1.5 (Roche (Praha, Ceska republika)) dle nasledujicich reakénich podminek: 50 °C (1.5 min),
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96 °C (10 min), 95 °C (15s), 60 °C (1.5 min). Mala jadérkova RNA RNU44 byla pouzita jako
vnitini kontrola a byla amplifikovana pro vSechny vzorky za stejnych reakénich podminek.
Reakce s kazdym vzorkem byla opakovana asponi 4x. Zména exprese miRNA byla vyjadiena
dle metody 2"22¢T (Livak and Schmittgen 2001). Ziskan4 data byla vyjadiena jako zména
exprese miRNA ovlivnénych bun¢k v daném cCasovém intervalu vzhledem k neovlivnéné

kontrole po normalizaci k RNU44.

2.2.5 Statisticka analyza

Statisticka analyza byla provedena v programu GraphPad Prism 4 (GraphPad Software Inc.,
San Diego, Kalifornie, USA). Byla pouzita analyza variance jednoduchého tfidéni (one-way
Anova) s Dunnetovym testem mnohonésobnych porovnéni post hoc. Vysledky byly
srovnavany s kontrolou a priiméry byly povazovany za vyznamné pii p<0,05. VSechny

experimenty byly kvili biologické variabilit¢ opakovany minimalné 3x.
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Cast 3.
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3.1 Vysledky

3.1.1. Vliv CPT-11 na rtistové parametry nadorovych i nenaddorovych stfevnich bun¢k

V uvodni ¢asti nasi prace jsme nejprve obecné ovetili zakladni citlivost bunék vybrané
nadorové linie CRC (HCT-116) k CPT-11, a to prostfednictvim hodnoceni jeho vlivu na
jejich riist, viabilitu a proliferaci. Vzhledem k tomu, ze pti [é¢b¢ timto chemoterapeutikem
jsou v realné klinické praxi ovlivnény i nenadorové bunééné populace stieva, zaméfovali jsme
nasi pozornost zejména na normalni bunky vyskytujici se v tlustém stfevu. V tomto piipad¢ se
jednalo o modelové bunééné linie NCM (epitelovd) a NCF (mesenchymalni — fibroblastova).
Vyse uvedené parametry citlivosti bun¢k k CPT-11 jsme stanovili prosttednictvim testu
metabolické aktivity (WST-1) a komplementarniho testu DNA syntézy (inkorporace
bromdeoxyuridinu -BrdU). V daném ¢asovém intervalu hodnoceni (48 h) CPT-11 inhiboval
rust a viabilitu vSech testovanych linii (nddorové i nenddorovych), a to v zavislosti na pouZzité
viabilitu u vSech testovanych buné¢k, byla 20 pg/ml, i kdyz jiz pro koncentraci 10 pg/ml byl
pozorovatelny znatelny, byt statisticky nevyznamny pokles. Zatimco citlivost obou pouzitych
testli pro hodnoceni cytotoxicity CPT-11 na CRC linit HCT-116 byla shodna, v pfipadé linii
NCM a NCF se jako citlivéjsi ukazal test DNA syntézy (Obr. 6A, B).
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Obr. 6: Proliferace a viabilita linie kolorektalniho karcinomu HCT-116 a nenadorovych linii
NCM (epitelovd) a NCF (mesenchymadlni — fibroblastova) po podani irinotekanu (CPT-11)

v koncentra¢nim rozmezi 0-250 pg/ml a v asovém intervalu 48 hodin. (A) Test metabolické
aktivity WST-1, (B) DNA syntéza. *P< v porovnani s neovlivnénymi kontrolni buiikami ve

stejném Casovém intervalu
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3.1.2. Vliv CPT-11 na buné¢nou smrt/senescenci

CPT-11 vyvolana cytotoxicita u testovanych linii byla vyznamné spojena s navozenim
bunécné smrti u vSech tii linii. Jeji uroven vsak byla zavisla na pouzité koncentraci této latky
a lisila se 1 mezi jednotlivymi bunéénymi populacemi. Mnozstvi mrtvych (umirajicich) bunék
bylo signifikantné zvySeno jiz pii koncentraci 10 pg/ml CPT-11, a to u vSech sledovanych
linii. Se zvySujicimi se koncentracemi CPT-11 nartistalo i mnozstvi mrtvych bun¢k, nicméné
nejcitlivéjsi vzdy byla linie HCT-116, nejméné potom linie NCF (Obr. 7). V naslednych
testech jsme pak ovéfili zakladni charakteristiky této bunééné smrti, a to prostiednictvim
méteni aktivity kaspazy-2, -9 a -3. U buné¢k linie HCT-116 vzrostla aktivita vSech kaspaz
vyznamng¢ jiz v intervalu 16-24 hodin od zacatku ovlivnéni CPT-11 a do konce sledovani
neustale stoupala. Podobny trend byl zaznamenan i u bunék linie NCM, avsSak s vyrazné nizsi
a ¢asov¢ oddalenéjsi dynamikou. Naopak, u ovlivnéné linie NCF nebyla aktivita vSech
sledovanych kaspéz v pribéhu celého experimentu vyznamné zvysena (Obr. 8 A, B a C). Na
zéakladé téchto vysledkt i nékterych morfologickych pozorovani byla nasledné u testovanych
linii ovlivnénych CPT-11 stanovena piitomnost B-galaktosidazy, markeru senescence. Jak je
ukézano na Obr. 9, pozitivita na 3-galaktosidazu se u vSech linii zvySovala jiz od ovlivnéni
CPT-11 v koncentraci 10 pg/ml, a to nejvice u linie NCF, pfi¢emZ maxima bylo dosaZeno pii
koncentraci 40 pg/ml, kdy az 30 % ovlivnénych NCF bunék vykazovalo senescentni fenotyp.
Prosenescentni uc¢inek CPT-11 u NCF bunék dale koreloval i se zménami (sniZenim)
metylace DNA, a to jiZ pfi necytotoxické koncentraci 5 pg/ml CPT-11 (Obr. 10), a zvySenim
bunécéné adhezivity u téZe linie, vyznamné nicméné az pii vyssich CPT-11 koncentracich

(Obr. 11).
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Obr.7: Vliv irinotekanu (CPT-11) v koncentracnim rozmezi 0-250 pg/ml na buné¢nou smrt

linie kolorektalniho karcinomu HCT-116 a nenadorovych linii NCM (epitelovd) a NCF

(mesenchymalni — fibroblastova) v casovém intervalu 48 hodin. *P< 0,05 v porovnani

s neovlivnénymi kontrolnimi bunikami ve stejném ¢asovém intervalu, #P< 0,05 v porovnani

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

v porovnani s pocatkem ovlivnéni
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Obr. 9: Vliv irinotekanu (CPT-11) v koncentra¢nim rozmezi 0-250 pg/ml na expresi
B-galaktosidazy u bunék linie kolorektalniho karcinomu HCT-116 a nenadorovych linii NCM
(epitelovd) a NCF (mesenchymalni — fibroblastovd) v ¢asovém intervalu 48 hodin. *P< 0,05

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

v porovnani s neovlivnénymi kontrolnimi buitkami ve stejném ¢asovém intervalu
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Obr. 11: Vliv irinotekanu (CPT-11) v koncentra¢nim rozmezi 0-250 pg/ml na zménu
adhezivity bunék linie kolorektalniho karcinomu HCT-116 a nenddorovych linii NCM
(epitelovd) a NCF (mesenchymalni — fibroblastovd) v casovém intervalu 48 hodin. *P< 0,05
nartst v porovnani s neovlivnénymi kontrolnimi bunikami ve stejném ¢asovém intervalu,
#P< 0,05 pokles v porovnani s neovlivnénymi kontrolnimi bunikami ve stejném casovém

intervalu
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3.1.3 Vliv CPT-11 na poskozeni DNA a specifickou signalizaci

Vysledky predchazejicich experimentli naznacily, ze v rdmci pouzitého koncentra¢niho
rozmezi a v Casovém intervalu 48 hodin CPT-11 stimuluje vyrazné odlisné typy bunécnych
odpovédi, a to v zavislosti na pouzitém bunécném modelu. Obzvlasté zajimavymi se jevily
rozdily u nenadorovych linii (NCM — navozena bunécna smrt apoptéza a NCF — vyrazny
podil senescentniho fenotypu), a to s i ohledem na jejich mozné navozeni v realné klinické
praxi s naslednym rozvojem specifickych nezadoucich u¢inkt. Proto jsme se v dalsi Casti
prace pokusili objasnit diivod téchto rozdilli pomoci bliz$i charakterizace mechanizmi,
kterymi CPT-11 v téchto modelech navozuje vyse zminéné odpovédi. Nejnizsi cytotoxicka
koncentrace CPT-11 (20 pg/ml) vyvolala u obou linii ¢asoveé zavisly vznik dvouvlaknovych
zlomii v DNA. Ty se prezentovaly jako H2A.X imunofluorescenéné pozitivni loziska

v bunééném jadie (Obr. 12), jejichZ pocet dosahl maxima 48 hodin po ovlivnéni a byl u obou
testovanych linii témét shodny (Obr. 13). U takto poskozenych bunék byly ¢asné aktivovany
specifické bunécné senzory DNA poskozeni (cca 3 hodiny od ovlivnéni), a to kindzy ATM,
ATR, Chkl a Chk2. Nejvyznamnéjsi nartst aktivace byl zaznamenan u ATM a Chk1 kinéz,
které detekuji dvouvlaknové zlomy, zatimco aktivace ATR a Chk2 kinaz (detekuji
jednovlédknové zlomy) byla vyznamné nizsi, a to opét témef shodné u obou testovanych linii
(Obr. 14 a 15).

V obou liniich byla dale zaznamenana ptitomnost aktivované MAPK kinazy p38, ktera se
uplatiiuje pii stresové odpovédi bunky na riizné stimuly v¢etné poskozeni DNA. U NCM
bunék doslo po ovlivnéni CPT-11 k brzké aktivaci této kindzy (4 hodiny), pficemz jejiho
maxima bylo dosaZeno po 12 hodinach od ovlivnéni, s naslednym pozvolnym poklesem.
Naopak, aktivita této kindzy u ovlivnénych buné€k NCF nartistala pouze pozvolna a jeji

dosazeny vrchol (24 hodin od ovlivnéni) byl vyrazné nizsi nez u bunék NCM (Obr. 16).
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Obr. 12: PoSkozeni DNA vizualizované prostiednictvim H2A.X pozitivnich fluorescencnich loZisek v jadfe bun¢k nenadorovych linit NCM

(epitelovd) a NCF (mesenchymalni —fibroblastovd) béhem 48 hodin po ovlivnéni irinotekanem (CPT-11) v koncentraci 20 pg/ml. Fluorescen¢ni

mikroskopie. ZvétSeni 600x. Méfitko 10 um.
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Obr. 13: Pocty bunék s jadrem pozitivnim na H2A.X loziska u nenadorovych linii NCM
(epitelova) a NCF (mesenchymalni — fibroblastova) ovlivnénych 20 pg/ml irinotekanu

(CPT-11) v ¢asovém intervalu 48 hodin. *P< 0,05 v porovnani s poc¢atkem ovlivnéni.
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Obr. 14: Casovy priibéh aktivace kinaz ATM, ATR, Chk1 a Chk2 po ovlivnéni nenadorové
linie NCM (epitelova) irinotekanem (CPT-11) v davce 20 pg/ml v pritbéhu 16 hodin.

*P< 0,05 v porovnani s pocatkem ovlivnéni.
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Obr. 15: Casovy priibéh aktivace kinaz ATM, ATR, Chk1 a Chk2 po ovlivnéni nenadorové
linie NCF (mesenchymalni — fibroblastova) irinotekanem (CPT-11) v davce 20 pg/ml

v prubéhu 16 hodin. *P< 0,05 v porovnani s pocatkem ovlivnéni.
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Obr. 16: Casovy priibéh aktivace MAPK kinazy p38 u nenadorovych bunéénych linii NCM
(epitelovad) a NCF (mesenchymalni — fibroblastova) ovlivnénych irinotekanem (CPT-11)

v koncentraci 20 pg/ml béhem 48 hodin. *P< 0,05 v porovnani s pocatkem ovlivnéni.
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3.1.4. Vliv CPT-11 na expresi proteini TP53 a pl6

CPT-11 vyvolal u obou testovanych nenadorovych linii poSkozeni DNA, kter¢ aktivovalo
specifickou nitrobunécnou signalizaci vedouci k odlisSnym projeviim ve smyslu apoptozy a
senescence. Z tohoto diivodu se cilem dalsiho vyzkumu se stala aktivita a exprese klicovych
mediatort téchto procest, tj. proteintt TP53 a p16. Analyzy pfitomnosti obou téchto proteint
stejné tak jako proteinu p21 (piimo podléhajiciho TP53) prostfednictvim imunoblotovani
prokazaly vyznamné odliSnosti v Grovni jejich exprese ¢i aktivity u obou testovanych linii
(obr. 17).

U linie NCM byla pozorovana zvysujici se exprese TP53 jiz po 6 hodinach od ovlivnéni, ktera
dosédhla maxima 12 hodin po ovlivnéni, a to spolu s jeho specifickou fosforylaci na pozici
Ser-46, avSak statisticky nesignifikantni acetylaci na pozici Lys-382. Zarovein v bunikach
stoupalo mnozstvi proteinu p21, které dosdhlo maxima na konci celého experimentu. Naopak,
mnozstvi proteinu p16 se v ovlivnénych buiikach trvale snizovalo.

U linie NCF vyvolal CPT-11 opét zvySeni exprese TP53, avSak méné€ vyrazné ve srovnani

s bunitkami NCM. Fosforylace TP53 na pozici Ser-46 se také zvySovala, nicméné vyznamného
narastu dosahla (spolu s acetylaci na pozici Lys-382) az 12 hodin po ovlivnéni. CPT-11
vyvolal trvaly nartist exprese proteinu p16 (obr. 17).

Kromé naristu mnozstvi proteinu TP53 u obou testovanych nenddorovych linii se po ovlivnéni
CPT-11 zvySovala 1 vlastni transkripcni aktivita 7P53 genu, a to opét v Casové zavislosti a

v odli$né¢ intenzité. Ta byla vzdy vyssi u bunék NCM (Obr. 18).
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Obr. 17: Casovy pribéh exprese vybranych proteint Géastnicich se intracelularni stresové
signalizace u nenadorovych buné¢k linie NCM (epitelovad) a NCF (mesenchymalni —
fibroblastova) ovlivnénych irinotekanem (CPT-11) v koncentraci 20 pg/ml béhem 48 hodin.
NanaSeci kontrola — aktin. Vysledné imunobloty byly denzitometricky analyzovany a*P< 0,05

v porovnani s poc¢atkem ovlivnéni.
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Obr. 18: Casovy pribéh zmén v transkripéni aktivité TP53 u nenadorovych linii NCM
(epitelovd) a NCF (mesenchymalni — fibroblastova) ovlivnénich irinotekanem (CPT-11)

v koncentraci 20 pg/ml béhem 36 hodin. *P< 0,05 v porovnani s po¢atkem ovlivnéni.
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3.1.5. Uloha proteinii TP53 a p16 na CPT-11 vyvolanou apoptdzu a senescenci

Pro mechanistické ovéteni tllohy a vyznamu proteini TP53 a p16 v CPT-11 navozené
intracelularni stresové signalizaci a nasledné apoptoze/senescenci byla exprese prislusnych
genll uml¢ena metodou RNA interference (siRNA-genovy knockdown). V tvodu jsme
nejprve ovetili uc¢innost umlceni obou genti pomoci imunoblotingu. Vysledky prezentované
na Obr. 19 ukazuji, ze v obou ptipadech bylo dosazeno signifikantniho ubytku exprese
prislusnych proteinii u obou dvou linii. Potlaceni exprese genu 7P53 vedlo u obou bunécnych
linii k vyznamnému potlaceni navozené Girovné apoptozy, zatimco snizeni exprese pl6 se

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

inhibice senescence pozorovana (Obr. 21).
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Obr. 19: Efekt uml€eni exprese (knockdown) gentt 7P53 a/nebo p16 pomoci siRNA u
nenddorovych bunéénych linii NCM (epitelovd) a NCF (mesenchymalni — fibroblastova).
Nanaseci kontrola — aktin. Vysledné imunobloty byly denzitometricky analyzovany

a *P< 0,05 v porovnani s neovlivnénymi bunikami.
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Obr. 20: Efekt umlceni exprese (knockdown) genti TP53 a/nebo p16 pomoci siRNA

u nenddorovych bunécnych linii NCM (epitelova) a NCF (mesenchymalni — fibroblastova) na
ptitomnost apoptdzy vyvolané irinotekanem (CPT-11) v koncentraci 20 pg/ml v intervalu 48
hodin. *P< 0,05 v porovnani s buitkami ovlivnénymi CPT-11 ve stejné koncentraci a ve

stejném Casovém intervalu.
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Obr. 21: Efekt umlceni exprese (knockdown) genti 7P53 a/nebo pl6 pomoci siRNA

u nenadorovych bunéénych linii NCM (epitelovd) a NCF (mesenchymalni — fibroblastova) na
ptitomnost senescence vyvolané irinotekanem (CPT-11) v koncentraci 20 pg/ml v intervalu
48 hodin. *P< 0,05 v porovnani s buitkami ovlivnénymi CPT-11 ve stejné koncentraci a ve

stejném Casovém intervalu
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3.1.6. Exprese vybranych miRNA u bun¢k ovlivnénych CPT-11

S ohledem na soucasny stav znalosti mechanizmi zapojenych do intracelularnich stresovych
signalizaci jsme u NCM a NCF bun¢k vystavenych CPT-11 v koncentraci 20 pg/ml, kromeé
jiz probéhlych analyz, zkoumali expresi vybranych miRNA (miRNA-34a, miRNA-128a,
miRNA-449a) zndmych ze zapojeni do tohoto procesu. U linie NCM doslo k ¢asové
zéavislému trvalému nartistu exprese vsech sledovanych miRNA, 1 kdyZ pouze u miRNA-34a
se jednalo o signifikantni zvySeni, a to od 12 hodin ovlivnéni CPT-11 s vrcholem po 36
hodinach. Oproti tomu u linie NCF byla zaznamenana masivn¢ zvySena exprese vSech
sledovanych miRNA, a to jiz po 6 hodinach od ovlivnéni CPT-11. I v tomto ptipadé byla
nejvice zvySena hladina miRNA-34a (Obr. 22).
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Obr. 22: Casovy priibéh vybranych miRNA zapojenych do procesu senescence béhem 36
hodin ovlivnéni irinitekanem (CPT-11) v koncentraci 20 pg/ml u nenddorovych bunéénych
linii (A) NCM (epitelovd) a (B) NCF (mesenchymalni — fibroblastova). *P< 0,05 v porovnani

s po¢atkem ovlivnéni CPT-11
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3.2.1 Vliv CPT-11 na riistové parametry a viabilitu nadorovych stfevnich bun¢k s mutovanym

TP53

Z dosavadnich vysledki vyplynul klicovy vliv proteinu TP53 v bunééné odpovédi na stres
vyvolany CPT-11. Protoze buniky CRC v pokrocilém stadiu nesou mutace v tomto tumor
supresorovém genu, pro dalsi pokusy jsme zvolili nadorovou linii SW-620, jejiz bunky byly
puvodné odebrané z uzlinové metastazy CRC a které jsou pozitivni pro nékteré mutace —
zejména v genu 7P53. Vliv CPT-11 na ristové parametry a viabilitu byl ur€en opét pomoci
testu metabolické aktivity (WST-1) korelovaného na mnozstvi celkového proteinu (test
Coomassie Brilliant Blue). V ¢asovém intervalu 48 hodin jsme pozorovali koncentra¢né
zavislé snizeni bunééného ristu a viability, ptiCemz prvni statisticky vyznamny cytotoxicky
ucinek pouzité latky CPT-11 se projevil v koncentraci 40 pg/ml (Obr. 23). Tato koncentrace

byla tedy zvolena jako vychozi pro dalsi testovani.
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Obr. 23: Proliferace a viabilita linie kolorektalniho karcinomu SW-620 v koncentracnim
rozmezi 0-80 pg/ml a v ¢asovém intervalu 48 hodin. *P< 0,05 v porovndni s neovlivnénymi

kontrolni bunkami ve stejném ¢asovém intervalu.
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3.2.2 Vliv CPT-11 na bunécnou smrt — apoptézu u nadorovych sttevnich bunék s mutovanym

TP53

U CPT-11 ovlivnénych bun¢k byla mikroskopicky pozorovana nizsi proliferace

a morfologické zmény zahrnujici bunééné smrst'ovani, ztratu adherence a tvorbu
membranovych protruzi — blebd s naslednym rozpadem bunék (Obr. 24). Pritomnost
umirajicich bun¢k v kulturach vystavenych CPT-11 byla déle kvantifikovana cytometricky
(Obr. 25), pricemz jejich dalsi pozorované morfologické i biochemické znaky zahrnovaly
specifickou kondenzaci a fragmentaci chromatinu (Obr. 26), Casové zavislou ztratu
mitochondridlniho membranového potencialu (MMP — Obr. 27), uvoliiovani cytochromu ¢ do

cytoplazmy (Obr. 28) a aktivaci kaspazy-3 (Obr. 29).
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Obr. 24: Casovy priibéh proliferace a morfologickych zmén bunék u linie kolorektalniho karcinomu s mutovanym genem 7P53 — SW-620 po
podéani irinotekanu (CPT-11) v koncentraci 40 a 80 pg/ml a v ¢asovém intervalu 48 hodin. Fazov¢ kontrastni mikroskopie. Zvétseni 600x.

Meéftitko 10 um.
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Obr. 25: Vliv irinotekanu (CPT-11) v koncentraénim rozmezi 0-80 pg/ml a v ¢asovém
intervalu 48 hodin na apoptozu u bunék linie kolorektalniho karcinomu s mutovanym genem
TP53 — SW-620. *P< 0,05 v porovnani s neovlivnénymi kontrolni buiikami ve stejném

¢asovém intervalu.
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Obr. 26: Zmény struktury jader bunék linie kolorektalniho karcinomu s mutovanym genem 7P53 — SW-620 po ovlivnéni irinotekanem (CPT-11)

v koncentraci 40 a 80 ng/ml v €asovém intervalu 48 hodin. Fluorescenéni mikroskopie. Zvétseni 600x. M¢titko 10 um.
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Obr. 27: Casové zmény mitochondrialniho membranového potencialu (MMP) bungk linie
kolorektalniho karcinomu s mutovanym genem 7P53 — SW-620 po ovlivnéni irinotekanem

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

bunikami ve stejném Casovém intervalu.
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Obr. 29: Aktivace kaspazy-3 u bunék linie kolorektalniho karcinomu s mutovanym genem
TP53 — SW-620 po ovlivnéni irinotekanem (CPT-11) v koncentraci 40 a 80 pg/ml v ¢asovém
intervalu 48 hodin. *P< 0.05 v porovnani s kontrolnimi neovlivnénymi butikami ve stejném

¢asovém intervalu.

87



3.2.3 Vliv CPT-11 na specifickou intracelularni signalizaci nadorovych stfevnich bunék

s mutovanym 7P53

Vzhledem k tomu, ze CPT-11 vyvolaval buné¢nou smrt — apoptdzu, v dalsi ¢asti naSich studii
jsme se podrobnéji zaméfili na zapojeni vybranych signalnich stresovych drah, a to
prostiednictvim sledovani aktivace klicovych elementt téchto drah. Bunky linie SW-620
vykazovaly po ovlivnéni CPT-11 v davce 40 pul/ml pomérné ¢asnou (6—12 hodin) zvySenou
expresi jednak histonu H2A.X a jednak kinaz Chk1 a Chk2. na druhé strané exprese a
aktivace ostatnich sledovanych markerti jakymi byly p-TP53, p38, cdc2 ¢i p21 a JNK zustaly
nesignifikantni (obr. 30 A). Pii pouziti vyssi koncentrace CPT-11 (80 pl/ml), byl profil
aktivace sledovanych markerii podobny, pouze troven jejich aktivace byla vyssi. Déle se ale
téz zvysila exprese MAPK kindzy p38. Zmény v ostatnich markerech v ramci sledovaného
casového ramce byly pouze minimdlni a statisticky nesignifikantni (obr. 30 B). Vzhledem

ke zjisténé aktivaci kinazy p38, byla jeji uloha dale podrobnéji zkoumana pomoci metody
ELISA, a to v priib&éhu celych 48 hodin. Vysledky prokéazaly odli$ny casovy profil aktivity
této kindzy v zavislosti na pouZité koncentraci CPT-11, kdy u bunék SW-620 ovlivnénych 40
png/ml CPT-11 tato aktivita pozvolna nartstala a dosdhla vyznamnych hodnot v intervalu 36 —
48 hodin. Naproti tomu CPT v koncentraci 80 pg/ml vyvolal vyznamny a rychly nartst
aktivity p38 jiz po 12 hodinach expozice s naslednym poklesem do prakticky vychozich
hodnot (Obr. 31). Abychom prokazali pfimy vliv kinazy p38 na apoptézu buné¢k SW-620
ovlivnénych CPT-11, ptistoupili jsme k cilené¢ inhibici tohoto proteinu, a to prostiednictvim
specifického chemické inhibitoru p38 SB203580 a/¢i pomoci genového utiSeni exprese
(siRNA). Ob¢ dvé metody prokéazaly v experimentu schopnost statisticky vyznamné snizit
aktivitu p38 u této bunécné linie (Obr. 32). Chemicka 1 genova inhibice kinazy p38 u bunék
linie SW-620 ovlivnéné CPT-11 v koncentraci 40 pg/ml vyznamné zvysilo uroven apoptdzy
ve vSech sledovanych ¢asovych intervalech (Obr. 33 A). Naproti tomu u bun¢k ovlivnénych
CPT-11 v koncentraci 80 pg/ml doslo za stejnych podminek k opacnému jevu; tj. k
signifikantnimu sniZzeni urovné apoptdzy, a to opét ve vSech sledovanych ¢asovych

intervalech (obr. 33 B).
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Obr. 30: Vliv irinotekanu (CPT-11) v koncentraci (A) 40 pg/ml a (B) 80 png/ml na aktivaci
vybranych markert signélnich stresovych drah u bunék linie kolorektalniho karcinomu
s mutovanym genem 7P53 — SW-620 v ¢asovém intervalu 12 hodin. *P< 0,05 v porovnani

s pocatkem ovlivnéni.
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Obr. 31: Aktivita MAP kindzy p38 u bunék linie kolorektalniho karcinomu s mutovanym
genem TP53 — SW-620 po ovlivnéni irinotekanem (CPT-11) v koncentraci 40 a 80 pg/ml
v ¢asovém intervalu 48 hodin. *P< 0,05 v porovnani poc¢atkem ovlivnéni, #P< 0,05

v porovnani s buitkkami ovlivnénymi CPT-11 v koncentraci 80 pug/ml ve stejny casovy
interval, +P< 0,05 v porovnani s buiikami ovlivnénymi CPT-11 v koncentraci 40 ug/ml ve

stejny Casovy interval.
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Obr. 32: SniZeni aktivity MAPK kinazy p38 prostfednictvim specifického chemického
inhibitoru SB203580 a/¢i genového utiSeni exprese (siRNA) u bunék linie kolorektalniho
karcinomu s mutovanym genem 7P53 — SW-620 po ovlivnéni irinotekanem (CPT-11)

v koncentraci 40 a 80 pg/ml v ¢asovém intervalu 48 hodin. *P< 0,05 v porovnani s bunkami

ovlivnénymi CPT-11 ve stejny Casovy interval
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Obr. 33: Vliv inhibice MAPK kindzy p38 (chemicky inhibitor SB203580 a siRNA) na
apoptozu bunék linie kolorektalniho karcinomu s mutovanym genem 7P53 — SW-620 po
ovlivnéni irinotekanem (CPT-11) v koncentraci (A) 40 a (B) 80 pg/ml v Casovém intervalu 48
hodin. *P< 0,05 v porovnani s buitkami ovlivnénymi CPT-11 v koncentraci 40 pg/ml ve
stejny Casovy interval, #P< 0,05 v porovnani s buiikami ovlivnénymi CPT-11 v koncentraci

80 ug/ml ve stejny Casovy interval.
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3.3.1 Vliv CPT-11 na riistové parametry nadorovych stievnich bun¢k s odstranénym 7P53

Vysledky piedchozich experimentii jasné prokazaly, ze funk¢ni status genu (proteinu) 7P53
hraje pfi odpovédi nadorovych stievnich bun¢k na CPT-11 vyznamnou ulohu. V posledni
¢asti nasich experimentti jsme proto chtéli ovérit chovani bunék CRC u kterych doslo k deleci
genu 7P53, a to zejména s ohledem na jejich citlivost vii¢i CPT-11. Jako model jsme pouzili
bunécnou linii, ve které byl gen TP53 uméle odstranén genovym knockoutem (HCT-116-
TP53KO). CPT-11 v ¢asovém intervalu 48 hodin opét prokazal cytotoxicky a antiproliferacni
ucinek, ktery byl vyznamny jiz od pouzité koncentrace 10 pg/ml, jak bylo prokazano testem
syntézy DNA. K dal§im experimentiim byla vybrana koncentrace 20 pg/ml jejiz cytotoxicita
se pohybovala pod trovni hodnoty ICso (Obr. 34). CPT-11 v této koncentraci vyvolaval
poskozeni DNA, které¢ vyznamné nartistalo jiz v intervalu 4-8 hodin od ovlivnéni

s dosazenym maximem bunék pozitivnich na dvouvldknové zlomy (cca 45 %) v intervalu 24-
36 hodin od ovlivnéni (Obr. 35). Toto poskozeni vyvolalo standardni buné¢nou odpovéd’

v podobé aktivace stresové kindzy Chkl, kterd ¢asoveé odpovidala nariistu DNA poskozeni u

ovlivnénych bunék (Obr. 36).
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Obr. 34: Proliferace a viabilita linie kolorektalniho karcinomu s uméle odstranénym genem
TP53 - HCT-116-TP53KO po podani irinotekanu (CPT-11) v koncentra¢nim rozmezi
0-40 pg/ml a v ¢asovém intervalu 48 hodin stanovena prostfednictvim testu DNA syntézy.

*P< 0,05 v porovnani s neovlivnénymi kontrolni buikami ve stejném ¢asovém intervalu.
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Obr. 35: Pocty bunék s jadrem pozitivnim na H2A.X loziska u linie kolorektalniho karcinomu
s uméle odstranénym genem 7P53 - HCT-116-TP53KO po podani irinotekanu (CPT-11)
v koncentraci 20 pg/ml a v ¢asovém intervalu 48 hodin. *P< 0,05 v porovnani s

neovlivnénymi kontrolni butikami ve stejném ¢asovém intervalu.
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Obr. 36: Casovy priibéh aktivace stresové kinazy Chk1 u linie kolorektalniho karcinomu
s uméle odstranénym genem 7P53 - HCT-116-TP53KO po podani irinotekanu (CPT-11)
v koncentraci 20 pg/ml a v Casovém intervalu 24 hodin. *P< 0,05 v porovnani s pocatkem

ovlivnéni.
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3.3.2 Vliv CPT-11 na bunécnou smrt-apoptézu u nddorovych stievnich bunék s odstranénym

TP53

Oproti kontrolnim kulturam, byla u CPT-11 ovlivnénych bunék mikroskopicky pozorovana
nizsi proliferace a morfologické zmény zahrnujici cytoplazmatickou vakuolizaci, bunééné
smrstovani, ztratu adherence a tvorbu membranovych protruzi — blebt (Obr. 37). Piitomnost
indukované apopt6zy u ovlivnénych bunék byla nasledné potvrzena cytometricky, piicemz
Casosbérné studie dale specifikovaly jeji dynamiku. Ta byla nejprve béhem prvnich 20 hodin
ovlivnéni dosti pozvolna a k vyznamnému nardstu poctu apoptotickych bunék ve sledovanych
kulturéch doslo az od 24 hodin ovlivnéni a vyse (Obr. 38). Tato bunécné smrt probihala
prostfednictvim aktivovanych kaspdz-9 a -3, ale v neptitomnosti kaspazy-8 (Obr. 39). Pokusy
s frakcionaci bunék dale specifikovaly, ze do procesu aktivované apoptotické signalizace
indukované CPT-11 se u testovaného modelu zapojovaly i mitochondrie, a to pfimym

uvolnovanim cytochromu ¢ do cytoplazmy (Obr. 40).
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Obr. 37: Casovy priibéh proliferace a morfologickych zmén bunék u linie kolorektalniho karcinomu s uméle odstranénym genem TP53 -
HCT-116-TP53KO po podani irinotekanu (CPT-11) v koncentraci 10 a 20 pg/ml a v asovém intervalu 48 hodin. Fazové kontrastni mikroskopie.
ZvétSeni 600x. Métitko 10 pm.
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Obr. 38: Vliv irinotekanu (CPT-11) v koncentraci 20 pg/ml na bunéénou smrt linie
kolorektalniho karcinomu s uméle odstranénym genem 7P53 - HCT-116-TP53KO v ¢asovém
intervalu 48 hodin. *P< 0,05 v porovnani s neovlivnénymi kontrolnimi butikami ve stejném

¢asovém intervalu
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Obr. 39: Vliv irinotekanu (CPT-11) v koncentraci 20 pg/ml na aktivitu kaspazy-8, -9 a -3
u linie kolorektalniho karcinomu s uméle odstranénym genem 7P53 - HCT-116-TP53KO

v ¢asovém intervalu 48 hodin. *P< 0,05 v porovnani s po¢atkem ovlivnéni

101



@
o
= x
o
hv
0 L
(]
o
= 5
T
O -
o
. ﬁ
T T T T T T
6.. 51 4.. 3.. 2.. - o
o (] o o o o

(wu gG¥) aoueqiosqy
2 woiys03)Ao AA0j0S01A)

48

36
Cas (hodiny)

24

w

12

O Kontrola

mCPT-11 20

0,6 -

(wu gsy) eoueqiosqy
2 WoJIYya0)A2 1ujelpuoyd0

24 36 48

Cas (hodiny)

12

w

102



Obr. 40: Vliv irinotekanu (CPT-11) v koncentraci 20 pg/ml na uvoliiovani cytochromu ¢
z mitochondrii (A) do cytoplazmy (B) u linie kolorektalniho karcinomu s uméle odstranénym
genem 7P53 - HCT-116-TP53KO v ¢asovém intervalu 48 hodin. *P< 0,05 v porovnani

s kontrolnimi neovlivnénymi buitkami ve stejném ¢asovém intervalu.
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3.3.3 Uloha autofagie u nddorovych stfevnich bunék s odstranénym TP53 ovlivnénych

CPT-11

Morfologické analyza bunék, pozvolny nastup projevl apoptdzy i jeji celkova uroven u
ovlivnénych bunék nazna¢ovala moznou ptitomnost a zapojeni dalsi bunééné odpovédi na
tento druh stresu. Jednim z moznych kandidatli mohla byt zvySena uroven autofagie — coby
obranny bunécny mechanizmus. V dalSim kroku jsme tedy zkoumali, zda u CPT-11
ovlivnénych bun¢k dochézi k soucasné stimulaci autofagie. K detekci autofagie jsme pouzili
specificky marker monodansylkadaverin (MDC), coz je fluorescencni sloucenina, ktera se
vmezeiuje do autofagickych vakuol a tim je specificky oznacuje. Jak je patrno na Obr. 41,
vyznamné zvySena MDC fluorescence naznacujici signifikantni pfitomnost autofagie byla
detekovatelnd u HCT-116-TP53KO vystavenych jiz velmi nizké CPT-11 koncentraci (0.5
ng/ml). Se zvysujicimi se koncentracemi CPT-11 uroven navozené autofagie stoupala,
nicméné v rozmezi cytotoxickych koncentraci se jiz dale vyznamné neménila. Pfitomnost
koncentracné zavislé autofagické aktivity bunck byla dale ovéfena i prostrednictvim analyz
exprese prislusnych proteinti, kdy byla pozorovana zvysena exprese proteinu BEKLINU-1,
konverze proteinu LC3-I na LC-1II ¢i degradace proteinu p62 (Obr. 42). Pro mechanistické
potvrzeni aktivace tohoto procesu u CPT-11 vystavenych bunck jsme déle pouzili specifické
inhibitory autofagie, které ji ovliviiuji riznymi mechanizmy a v riznych fazich (¢asna — 3-
MA, pozdni — chlorochin). Jejich vliv na CPT-11 stimulovanou autofagii byl odli$ny; zatimco
inhibitor ¢asné faze autofagie vyznamné tuto bunéénou odpovéd’ inhiboval, inhibitor pozdni
faze autofagii spiSe vyvolanou autofagii podnécoval (Obr. 43 a 44).

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

a nizkou expresi COX-IV (obr. 47 a 48).
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Obr. 41: MDC-specificka fluorescence bun¢k odpovidajici autofagii u linie kolorektalniho
karcinomu s uméle odstranénym genem 7P53 - HCT-116-TP53KO po ovlivnéni irinotekanem
(CPT-11) v koncentraénim rozmezi 0-40 pg/ml v ¢asovém intervalu 36 hodin. *P< 0,05

v porovnani s kontrolnimi neovlivnénymi buitkami ve stejném casovém intervalu.
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Obr. 42: Zmény v expresi vybranych markert autofagie bunék u linie kolorektalniho
karcinomu s uméle odstranénym genem 7P53 - HCT-116-TP53KO po ovlivnéni irinotekanem
(CPT-11) v koncentra¢nim rozmezi 0-40 pg/ml v ¢asovém intervalu 36 hodin. Nanaseci
kontrola — aktin. Vysledné imunobloty byly denzitometricky analyzovany a *P< 0,05

v porovnani s kontrolnimi neovlivnénymi butikami ve stejném casovém intervalu.
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Obr. 43: MDC-specificka fluorescence bunék odpovidajici autofagii u linie kolorektalniho
karcinomu s uméle odstranénym genem 7P53 - HCT-116-TP53KO po ovlivnéni irinotekanem
(CPT-11) v koncentraci 20 ng/ml (samotny) nebo spolu se specifickymi inhibitory autofagie
(3-MA, chlorochin) v ¢asovém intervalu 48 hodin. *P< 0,05 v porovnani s kontrolnimi
neovlivnénymi buiikkami ve stejném casovém intervalu #P< 0,05 v porovnani s buiikami

ovlivnénymi pouze CPT-11 ve stejném Casovém intervalu.
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Obr. 44: Zmény v expresi vybranych markeri autofagie buné€k u linie kolorektalniho
karcinomu s uméle odstranénym genem 7P53 - HCT-116-TP53KO po ovlivnéni irinotekanem
(CPT-11) v koncentraci 20 pg/ml (samotny) nebo spolu se specifickymi inhibitory autofagie
(3-MA, chlorochin) v ¢asovém intervalu 36 hodin. Nanaseci kontrola — aktin. Vysledné
imunobloty byly denzitometricky analyzovany a *P< 0,05 v porovnani s kontrolnimi

neovlivnénymi buiikami ve stejném casovém intervalu.
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Obr. 45: Casovy pribéh permeabilizace lysosomalni membrany u linie kolorektalniho
karcinomu s uméle odstranénym genem 7P53 - HCT-116-TP53KO po ovlivnéni irinotekanem
(CPT-11) v koncentraci 20 ng/ml béhem 48 hodin. *P< 0,05 v porovnani s kontrolnimi

neovlivnénymi buiikami ve stejném casovém intervalu.
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Obr. 46: Permeabilizace lysosomalni membrany u linie kolorektalniho karcinomu s uméle
odstranénym genem 7P53 - HCT-116-TP53KO po ovlivnéni irinotekanem (CPT-11)
v koncentraci 20 pg/ml b&hem 36 hodin. (A) Cas 0 (B) &as 36 hodin. Fluorescenéni

mikroskopie. ZvétSeni 200x, métitko 10 pm.
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Obr. 47: Aktivita lysozomalni fosfatdzy v lysozomalnich a mitochondrialnich frakcich bun¢k

linie kolorektalniho karcinomu s uméle odstranénym genem 7P53 - HCT-116-TP53KO po

ovlivnéni irinotekanem (CPT-11) v koncentraci 20 ug/ml béhem 36 hodin. (A) Kontrolni

neovlivnéné bunky (B) Bunky vystavené¢ CPT-11.
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Obr. 48: Lokalizace proteinu BAX v lysozomalnich a mitochondrialnich frakcich buné¢k linie
kolorektalniho karcinomu s uméle odstranénym genem 7P53 - HCT-116-TP53KO po
ovlivnéni irinotekanem (CPT-11) v koncentraci 20 pg/ml béhem 36 hodin. (A) Kontrolni
neovlivnéné buiky (B) Buiky vystavené CPT-11. NanaSeci kontrola — aktin. Vysledné

imunobloty byly denzitometricky analyzovany.
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3.3.4 Vliv exprese proteinu TP53 na CPT-11 stimulovanou buné¢nou smrt u nadorovych

sttevnich bun¢k s odstranénym 7P53

CPT-11 indukoval u stavajici linie HCT-116-TP53KO apoptdzu, nicméné v omezené mife a
za soucasného zvyseni exprese autofagie a jejich markeri, coz naznacovalo mozny funk¢éni
vztah obou bunéénych fenotypt k expresi TP53. Pro ovéfeni této hypotézy jsme transfekovali
HCT-116-TP53KO, ale i dal§i CRC linie nesouci divoké ¢i mutované formy 7P53, divokou
dominantni formou genu 7P53 (Obr. 49 a 50). Takto ovlivnéné buiiky jsme néasledné vystavili
CPT-11 po dobu 24 hodin. Bunky transfekované 7P53 byly k CPT-11 citlivé;si a roven
navozené bunééné smrti se vyznamné zvysila, 1 kdyz v nepfitomnosti podobné zvysené

aktivity kaspazy-3 a autofagie (Obr. 51, 52 a 53).
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Obr. 49: Exprese proteinu TP53 v transfekovanych bunkach linii kolorektalniho karcinomu

s divokou formou genu 7P53 (HCT-116), odstranénym genem 7P53 (HCT-116-P53KO) ¢i
mutovanym (HT-29) genem 7P53 a vliv irinotekanu (CPT-11) v koncentraci 20 pg/ml na tuto
expresi v Casovém intervalu 24 hodin. Nanaseci kontrola — aktin. Vysledné imunobloty byly

denzitometricky analyzovany.
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Obr. 50: Transkrip¢ni aktivita proteinu TP53 v netransfekovanych a transfekovanych buinikach
linii kolorektalniho karcinomu s divokou formou genu 7P53 (HCT-116), odstranénym genem
TP53 (HCT-116-P53KO) ¢i mutovanym (HT-29) genem 7P53 ovlivnénych irinotekanem

(CPT-11) v koncentraci 20 ng/ml v ¢asovém intervalu 24 hodin.. *P< 0,05 v porovnani s linif

HCT-116 TP53KO a #P< 0,05 v porovnani s netransfekovanymi liniemi.
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Obr. 51: Vliv exprese proteinu TP53 na irinotekanem (CPT-11, 20 ug/ml) indukovanou
bunécnou smrt v casovém intervalu 48 hodin u bunék linie kolorektalniho karcinomu
s odstranénym genem 7P53 - HCT-116-P53KO. *P< 0,05 v porovnani s kontrolnimi

neovlivnénymi buntkami a #P< 0,05 v porovnani s buiikkami ovlivnénymi CPT-11.
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Obr. 52: Vliv exprese proteinu TP53 na irinotekanem (CPT-11, 20 pg/ml) indukovanou
aktivitu kaspazy-3 v casovém intervalu 48 hodin u bunék linie kolorektalniho karcinomu

s odstranénym genem 7P53 - HCT-116-P53KO.
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Obr. 53: Vliv exprese proteinu TP53 na irinotekanem (CPT-11, 20 pg/ml) indukovany nartst
specifické MDC fluorescence jako indikéatoru autofagie v ¢asovém intervalu 48 hodin u bunék

linie kolorektalniho karcinomu s odstranénym genem 7P53 - HCT-116-P53KO.
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3.3.5 Vyznam proteinu BAX v bunééné smrti indukované CPT-11 u nadorovych stfevnich

bunék s odstranénym 7P53

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

(obr. 60).
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Obr. 54: Vliv exprese proteinu TP53 na lysosomalni permeabilizaci u buné€k linie
kolorektalniho karcinomu s odstranénym genem 7P53 - HCT-116-P53KO po ovlivnéni
irinotekanem (CPT-11, 20 pg/ml) béhem 48 hodin. *P< 0,05 v porovnani s kontrolnimi

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

v porovnani s kontrolnimi netransfekovanymi bunikami.
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Obr. 56: Vliv exprese proteinu TP53 na lokalizaci proteinu BAX v lysosomalnich frakcich
1-3 u bunék linie kolorektalniho karcinomu s odstranénym genem 7P53 - HCT-116-P53KO
po ovlivnéni irinotekanem (CPT-11, 20 pg/ml) béhem 36 hodin. Nanaseci kontrola — aktin.

Vysledné imunobloty byly denzitometricky analyzovany
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Obr. 57: Exprese proteinu BAX po specifickém umlceni jeho genu metodou siRNA u bun¢k
linie kolorektalniho karcinomu s transfekovanym genem 7P53 - HCT-116-P53TR.
ovlivnénych irinotekanem (CPT-11, 20 ug/ml) v asovém intervalu 48 hodin. Nanaseci
kontrola — aktin. Vysledné imunobloty byly denzitometricky analyzovéany a *P< 0,05

v porovnani s kontrolnimi bunikami
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Obr. 58: Vliv snizené exprese proteinu BAX (metoda siRNA) na irinotekanem (CPT-11, 20
pg/ml) indukovanou bunéénou smrt v ¢asovém intervalu 48 hodin u bunék linie
kolorektalniho karcinomu s odstranénym genem TP53 - HCT-116-P53KO. # P< 0,05

v porovnani s buiikami s normalni expresi BAX.
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Obr. 59: Vliv snizené exprese proteinu BAX (metoda siRNA) na irinotekanem (CPT-11, 20
pg/ml) indukovanou aktivitu kaspazy-3 v ¢asovém intervalu 48 hodin u bun¢k linie
kolorektalniho karcinomu s odstranénym genem 7P53 - HCT-116-P53KO * P< 0,05

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

s normalni expresi BAX.
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3.2 Diskuze

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

Pii cytostatické 1é¢bé nadorovych onemocnéni nedochazi k ovlivnéni pouze nadorovych
bun¢k samotnych, ale téz riznych bunéénych typt v celém téle, a to véetné bunék tlustého
stieva. Toto souvisi s celkovym bezpecnostnim profilem tohoto cytostatika a je pfic¢inou
nezadoucich ucinki v bézné klinické praxi. (Di Paolo et al. 2011) Ovlivnéni nenadorovych
bunéénych linii vyplyva z moznosti piestupu CPT-11 do bunék stieva z krevniho fecCisté ¢i
piimo ze stfevniho lumen. Davkoveé zavisly efekt cytostatik véetn€ CPT-11 na bunécnou smrt,
potazmo na apoptdzu a senescenci byl podloZzen mnoha pozorovanimi laboratornimi i
klinickymi.(Haug ef al. 2008; Probin ef al. 2006; Rothenberg 2001)

NaSe tivodni prace se proto zabyvala zejména detaily bunééné odpovédi nenadorovych linii
tlustého stteva NCM (epitelova) a NCF (fibroblastova) na ovlivnéni CPT-11. Byla porovnana
davkova ucinnost s vybranym modelem buné¢k kolorektalniho karcinomu linie HCT-116,
ktery predstavuje pomérné dobie prozkoumany model bun¢k kolorektalniho karcinomu.
DosaZeny toxicky u€inek CPT-11 vykazoval v ramci naSich experimentti davkové a Casove
zavisly efekt. Morfologické zmény z vétsi ¢asti odpovidaly bunééné smrti, zejména u
nadorovych bunék tak Zaddouci. PoSkozeni ve formé¢ zlomti DNA aktivovalo mitochondrie,
uvolnilo z nich cytochrom c a cestou kaspéaz vedlo ke smrti apoptézou, coz odpovida jinym
experimentalnim pozorovanim.(Haug et al. 2008)

Tyto zmény ale byly vice vyjadieny u linii HCT-116 a epitelidlni nenadorové NCM; po
ovlivnéni CPT-11 vstupovaly pievazné do mitochondrialni, na kaspazach zavislé apoptozy.
Oproti tomu fibroblastova linie NCF vykazovala spiSe charakteristiky senescence, jak bylo

prokézano mikroskopicky a expresi -galaktosidazy. U stejné linie doslo ke sniZzeni metylace
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DNA a zvySeni bunécéné adhesivity, coz dale dokazuje vhodnost téchto markert k detekci
senescence.(Ben-Porath and Weinberg 2005). Ackoliv tyto zavéry koreluji s dostupnymi
poznatky v literatufe, nemtzou plné vysvétlit pozorované rozdily v obou nenddorovych
bunécnych liniich.

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

U obou linii byla zaznamenana pomérné ¢asna aktivace signalnich kinaz ATM-Chk1 spolu
s pozd¢jsi a méné signifikantni ucasti drahy ATR-Chk2. Dale byl téz zaznamenan rozdil

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

Rozdil mezi aktivaci rozli¢nych stresovych signélnich drah byl dale pozorovéan na urovni
exprese TP53 a konkrétné specifické fosforylaci Ser-46 transkripéni aktivaci. Je znamo, Ze
kombinace riiznych posttranslacnich uprav proteinu TP53 a dalsi interakce s kofaktory usti
v riznorodé odpoveédi TP53 na stres dle typu buiiky.(Muller and Vousden 2013) V tomto
piipadé by to mohla byt pravda, pokud by ovSem byla zapojena TP53 signalizace.
Ptedpoklada se, Ze bunééné cesty TP53 — p21WAF! 3 p16™K4 _ Rb vedouci k senescenci jsou
velmi konzervativni. Pokud néjaké bunky tomuto procesu uniknou, jedna se o velmi

agresivni, asto dediferencované bunécné klony, které dokéazaly prekonat vliv p2
nejspise cestou aktivace Bcl-xL/MCLI, déle branici bunééné smrti. (de Carne Trecesson et al.
2011)

Ve srovnani s t€émito Udaji jsme odhalili velké rozdily v expresi p16, kterd v piipad¢ linie
NCM pozvolna klesala a pozvolna ale signifikantné rostla u linie NCF v priibéhu celého
experimentu. Specificky vyznam téchto proteinl pro apoptdzu a senescenci jsme se dale
rozhodli ovéfit jejich uml¢enim pomoci siRNA. Potlaceni exprese genu 7P53 mélo zasadni
vliv na snizeni urovné navozené apoptozy, vytrazeni genu p/6 vedlo naopak u obou
testovanych linii bez rozdilu k vyraznému snizeni irovné senescentnich projevi. Poskozeni

DNA tedy miiZe v naSem experimentu aktivovat téz drahu p16 koncici u bunécné senescence

jako varianté k programované bunécné smrti, coz je ve shodé s dostupnymi
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poznatky.(Campisi and d'Adda di Fagagna 2007)

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

Naproti tomu exprese vSech tfi zkoumanych microRNA byla u nenddorové linie NCF po
ovlivnéni CPT-11 zvysena, coz mize byt pfi¢inou preference senescentniho fenotypu téchto
bun¢k. Tento efekt by mohl byt TP53 zavisly (kvili prokdzané specifické acetylaci) i
nezavisly. (Chen et al. 2017)

V dalsich fazich nasich experimenttli jsme se vratili ke zkoumani mechanismiim uc¢inku CPT-
11 na bunky kolorektalniho karcinomu. S ohledem na pfedchozi vysledky jsme z modelovych
linii vybrali bunikky SW-620, které predstavuji model jiZ pokrocilého kolorektalniho
karcinomu, protoze byly plivodné odebrany z metastazy v lymfatické uzliné. VEtsi agresivitu
této linie podporuje 1 ndmi zkoumany mutovany gen 7P53.

V ivodu jsme opét ovéfili vliv CPT-11 na inhibici proliferace a sniZeni viability bunék, ktera
vykazovala ¢asovou i ddvkovou zéavislost. Buné¢na smrt vykazovala znamky na kaspazach
zavislé apoptozy. Déle jsme ovéfili 1 icast jinych mechanisml bunééné smrti, zejména
autofagie. Pisobeni tohoto mechanismu se nam vSak nepodatilo prokazat ani na urovni
proteinu ¢i mRNA.

Z toho dliivodu jsme se zamé&fili na nitrobunécnou signalizaci vedouci k bunééné smrti, ktera
byla dle nasich vysledi vedena cestou aktivace checkpoint-kinaz, konkrétné Chkl1 i Chk2, a
tedy alteraci s dynamikou bunééného cyklu.(Petitprez ef al. 2013) Dradha ATR/Chk1 je
specificka pro jeho S-fazi a naslednou zastavu mitoézy (Bartek et al. 2004), zatimco draha
ATM/Chk2 ovliviiuje protein TP53 a vede k zastavé bunécného cyklu v G1 fazi.

Vliv CPT-11 se projevil i ndrastem aktivity kindzy p38. Jeji aktivace po ovlivnéni nadorovych

bunék riznymi cytostatiky se v minulosti jiz prokdzala.(Chiu ef al. 2008; Roux and Blenis
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2004) V dusledku jejiho napojeni skrze antiapoptotické proteiny rodiny BCL-2 na regulaci
bunécného cyklu, opravu poskozené DNA ¢i autofagii,(De Chiara et al. 2006; Roux and
Blenis 2004) ma aktivace této kindzy za nasledek stimulaci mechanismi pieziti buiiky a tim
zvysenou rezistenci k cytostatické 1é¢bé.(Guo et al. 2008) Tato resistence vSak miize byt
piekonana specifickymi inhibitory p38 (Paillas ez al. 2011), coz se zda opét slibné k 1écbé
nejen nadorovych onemocnéni. (Li et al. 2013; Yong et al. 2009)

Na druhou stranu kromé¢ stimulace pteziti miize tato kindza stimulovat apoptézu pfimym
ovlivnénim p53 (Taylor et al. 2013) nebo cestou koaktivace transkripce.(Cuadrado ef al.
2007)

Dale muze zvysena signalizace p38 pomahat zachovat kontaktni inhibici (Faust ez al. 2005),
remodelovat cytoskelet (Woll et al. 2007) nebo podporovat senescenci bunék.(Xu et al. 2014)
Vyznam p38 pro zachovani zivotaschopnosti nadorovych bunék a stejné tak jejich smrti se
zda byt komplexni a zavisly na mnoha faktorech. Jednim takovym kandidatem by mohlo byt
ovlivnéni této kinazy ve spravny ¢as. Dle nasich experimenti se zd4, Ze prvnich 12 hodin
nedochazi k dramatickym zménam aktivity. Po 12 hodinéach vsak jeji aktivita pozvolna
narlistd, coz koreluje s velmi omezenymi projevy apoptézy v tom samém obdobi. Toto
pozorovani je potvrzeno i experimentem s inhibici p38 u bunék ovlivnénych irinotekanem,
kdy po 12 hodinach signifikantné narostlo procento vyskytu apoptozy a zlistalo zvySené po
celou dobu experimentu. Toto korelovalo téZ se sniZzenym bunéénym prezivanim ve stejnych
casovych intervalech. Kromeé ¢asné odpovédi na stres umoZiiujici bunice podstoupit reparacni
procesy (Phong ef al. 2010) ptedstavuje zfejmé p38 téz dilezity regulator autofagie. (Qiang et
al. 2013)

Bohuzel, zadny z predkladanych modelii se v naSem experimentu nepotvrdil, coz miize byt
modelovych naddorovych bunék. Dle naSich experimentli véfime, ze aktivace p38 vedla

k potlaceni kliCovych proapoptotickych signali a podpotfe mechanismil preziti. Tato situace
by mohla byt dle literatury navozena napf. aktivaci HSP proteinti.(Murphy 2013) Toto zjiSténi
je podlozeno supresivnim efektem inhibice p38 na celkovou smrt bun¢k a zvySené bunécné
prezivani v pribéhu 48 hodin od ovlivnéni.

P38 téZ mlze stimulovat apoptdzu naptiklad ovlivnénim exprese proapoptotickych proteinii
jako FasR a FasL, ¢i BAX, BIM a NOXA rodiny BCL-2.(Cai et al. 2006; Hsu et al. 1999)
Vyrazny cytotoxicky efekt pozorovany u bunék ovlivnénych vyssimi ddvkami CPT-11 by
kromé apoptézy mohl souviset i s jinymi mechanismy bunééného zaniku. AvSak pozorovanim

morfologickych, biochemickych i molekularnich charakteristik v pribéhu bunééné smrti jsme
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neprokazali signifikantni pfitomnost napiiklad autofagii-vyvolané bunééné smrti ¢i nekrozy.
Vzhledem k pfirozené bunécné rozmanitosti naseho experimentalniho systému a detekénim
limitim nemtzeme presto vyloucit, Ze se tyto zpisoby bunééné smrti mohly na celkovém
vysledku podilet.

Klicovy vyznam v regulaci pochodt vedoucich k bunécné smrti piedstavuje protein TP53.
Mutace v jeho genu je spojovéana s vyssi agresivitou a zvySenym prezivanim nadoru pfi
cytostatické 1écbé. (Matt and Hofmann 2016; Morgan and Kastan 1997)

V posledni ¢asti nasi prace jsme se snazili ovéfit praveé vliv tohoto proteinu na mechanismy
bunécné smrti vlivem CPT-11. K experimentiim jsme vybrali nddorovou bunéénou linii HCT-
116-P53KO, ktera vykazuje nefunkéni gen 7P53 (mutace v exonu 2). (Boyer et al. 2004;
Bunz et al. 1999) Po ovlivnéni CPT-11 jsme prokazali davkove zavislou cytotoxicitu s
poskozenim DNA, ktera dale vedla k apoptoze zavislé na aktivaci mitochondrii a kaspaz.
Ptestoze byla tato reakce ocekavana, snazili jsme se prokdzat i mozné zapojeni jinych
popsanych mechanismtl, zejména autofagie jako zptsobu preziti. (Paillas et al. 2011; Sui et
al. 2013) K tomuto jsme vybrali n¢kolik bézné pouzivanych markera téz ve spojitosti

s inhibitory ¢asny i pozdnich fazi autofagie, avSak zadné zmény (zvySeni) apoptodzy nebylo
zaznamenano. Autofagie v tomto pfipadé tedy piedstavovala spiSe zplisob smrti bun¢k nez
mechanismus pro pieZiti, na ¢emz se pravdépodobné podilel i nefunk¢ni protein TP53. (Hale
et al. 2013) K lepsimu porozumeéni vztahu mezi autofagii a apoptdzou jsme zaméfili na
lysozomy, které by mohli ptedstavovat pojitko mezi témito déji. (Maiuri et al. 2007)
Ovlivnéni CPT-11 vedlo ke zvySené permeabilité lysozomalnich membran v souvislosti

s moZnou ucasti proteinu BAX, jehoZ zvySeny vyskyt jsme zjistili v lysozomalni 1
mitochondrialni bunééné frakci. Translokace BAX z cytoplazmy do mitochondrii by dle
literatury méla zvySovat propustnost jejich membran; stejné€ tak miize obdobnym
mechanismem dojit k permeabilité lysozomil. (Karch et al. 2017) SniZeni exprese BAX
pomoci siRNA vedlo v naSem experimentu po ovlivnéni CPT-11 téZ ke snizeni znamek
bunécné smrti ve smyslu nizsi kaspazové aktivity a stejné tak mensi permeability lysozomtl.
V nasem modelu s nefunkénim TP53 tedy BAX pfispival k bunécné smrti apoptoézou i
autofagii. K ur€eni mozného vlivu TP53 v naSich podminkéch jsme provedli transfekci
divokého genu 7P53 do bunék HCT-116-P53KO a nésledné ovétili jeho expresi. Po této
transfekci a ovlivnéni CPT-11 doslo k signifikantnimu zvySeni znamek bunééné smrti,
ackoliv roven autofagie se nezménila. Piima ucast TP53 v procesu autofagie je
komplikovana. Dle dostupnych dat se zda, ze ptitomnost TP53 v jadie pisobi spis

proautofagicky, zatimco cytoplazmatickd autofagii potlacuje. (Morselli et al. 2008) Z tohoto
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pohledu vedlo obnoveni funkce TP53 k vétsSimu vyskytu bunééné smrti po ovlivnéni CPT-11,
ackoliv neovlivnilo autofagii.

Nase vysledky potvrzuji, ze nddorové a nenadorové linie mohou na ovlivnéni CPT-11
reagovat odliSnym mechanismem. Zasadni vyznam v tomto hraje protein TP53 a zachovala
signalizace pti poskozeni DNA s ucasti p38 ¢i dokonce nékterych microRNA. U nadorovych
modeltl je hlavnim mechanismem bunééné smrti apoptoza, avsak aktivace autofagie
pravdépodobné za piispéni BAX, mitochondrii a lysozom je téZ mozné a neni pii apoptoze
vyloucena. Oproti tomu nenddorové modely mohou na CPT-11 reagovat krom¢ apoptdzy i
odlisn¢, napriklad indukci senescence.

Z uvedeného vyplyva, Ze vSechny tyto souvislosti by ndm do budoucna mohly pomoci lépe a
efektivnéji nasmérovat protinadorovou 1écbu ¢i snizit jeji toxicitu. Pfestoze ndm v soucasnosti
véda a casto 1 klinickd praxe dovoluje vytadit z funkce mnoho riznych gent ¢i proteini, a tak
vyznamné ovlivnit pribéh onemocnéni, ndmi oznacené terapeutické cile medicinskému
ovlivnéni stale unikaji. V ptipad¢ proteinu TP53 je moznym vysvétlenim pravé komplexnost

jeho regulace a i jeho Siroka funk¢nost, kterou budeme muset pochopit mnohem hloubéji.
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Cast 4.
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4.1 Zavéry

A. Irinotekan (CPT-11) prokézal svoji toxicitu inhibici proliferace a snizenim viability u ndmi
vybranych bunéénych modelt kolorektalniho karcinomu i nenadorovych bunéénych linii.
Jeho efekt byl davkove zavisly a jiz od 20 pg/ml zptsoboval detekovatelné zmeény bunécného
chovani a signalizace.

Ovlivnéni nenddorovych bunéénych linii CPT-11 m¢lo za nasledek dle konkrétniho
bunécného typu indukci apoptozy a/nebo senescence. Epitelialni linie NCM odpovidala TP53-
zavislou mitochondridlni cestou apoptdzy s ucasti kindzy p38. Fibroblastova linie NCF
prokazovala preferen¢né znaky senescence cestou aktivace proteini TP53 a p16 s moznou
ucasti nékterych microRNA. Apoptdza indukovana CPT-11 byla TP53-zavisla, zatimco

senescence byla ovlivnéna TP53 1 p16.

B. U modelu pokrocilého kolorektalniho karcinomu zptisoboval CPT-11 v nizSich davkéch
pomaly narast aktivity kinazy p38, coz mélo za nasledek aktivaci intracelularnich
mechanismi pfeziti a inhibici apoptdzy. Vyssi davky zpiisobily rychlou aktivaci kinazy p38 a

nasledné spusténi mitochondrialni cesty apoptozy vedouci k bunééné smrti.

C. Bunky linie kolorektalniho karcinomu s inaktivovanym TP53 reagovali na ovlivnéni CPT-
11 bunécénou smrti v podobé apoptdzy pouze v omezené mife. Naproti tomu vzrostl vyznam
alternativnich procest, naptiklad autofagie. Potvrdila se tim kli¢ova, avSak komplikovana

uloha TP53 v signalizaci nddorovych buné¢k na stresové podnéty.

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

pouze v preklinickych studiich.

133



Cast 5.

134



5.1. Seznam pouzité literatury

ABIDA, W. M. AND W. GU p53-Dependent and p53-independent activation of autophagy
by ARF. Cancer Res, Jan 15 2008, 68(2), 352-357.

ABRAHA, A. M. AND E. B. KETEMA Apoptotic pathways as a therapeutic target for
colorectal cancer treatment. World J Gastrointest Oncol, Aug 15 2016, 8(8), 583-591.

AHN, T. S., D. JEONG, M. W. SON, H. JUNG, et al. The BRAF mutation is associated with
the prognosis in colorectal cancer. J Cancer Res Clin Oncol, Nov 2014, 140(11), 1863-1871.
AN, C. H., M. S. KIM, N. J. YOO, S. W. PARK, et al. Mutational and expressional analyses
of ATGS, an autophagy-related gene, in gastrointestinal cancers. Pathol Res Pract, Jul 15
2011, 207(7), 433-437.

ARENDS, J. W. Molecular interactions in the Vogelstein model of colorectal carcinoma. J
Pathol, Mar 2000, 190(4), 412-416.

ASANGANIL I. A, S. A. RASHEED, D. A. NIKOLOVA, J. H. LEUPOLD, et al.
MicroRNA-21 (miR-21) post-transcriptionally downregulates tumor suppressor Pdcd4 and
stimulates invasion, intravasation and metastasis in colorectal cancer. Oncogene, Apr 3 2008,
27(15), 2128-2136.

BAN, K. AND R. A. KOZAR Glutamine protects against apoptosis via downregulation of
Sp3 in intestinal epithelial cells. Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol, Dec 2010, 299(6),
G1344-1353.

BANDYOPADHYAY, U., S. KAUSHIK, L. VARTICOVSKI AND A. M. CUERVO The
chaperone-mediated autophagy receptor organizes in dynamic protein complexes at the
lysosomal membrane. Mol Cell Biol, Sep 2008, 28(18), 5747-5763.

BARTEK, J., C. LUKAS AND J. LUKAS Checking on DNA damage in S phase. Nat Rev
Mol Cell Biol, Oct 2004, 5(10), 792-804.

BEAUSEJOUR, C. M., A. KRTOLICA, F. GALIMI, M. NARITA, et al. Reversal of human
cellular senescence: roles of the p53 and p16 pathways. EMBO J, Aug 15 2003, 22(16), 4212-
4222,

BEN-PORATH, I. AND R. A. WEINBERG The signals and pathways activating cellular
senescence. Int J Biochem Cell Biol, May 2005, 37(5), 961-976.

BENCHIMOL, S. p53-dependent pathways of apoptosis. Cell Death Differ, Nov 2001, 8(11),
1049-1051.

BOLEL, A., E. M. HECHENBLEIKNER, A. C. GOODWIN, R. BADANI, et al. The
Bacteroides fragilis toxin gene is prevalent in the colon mucosa of colorectal cancer patients.
Clin Infect Dis, Jan 15 2015, 60(2), 208-215.

BOYER, J., E. G. MCLEAN, S. AROORI, P. WILSON, et al. Characterization of p53 wild-
type and null isogenic colorectal cancer cell lines resistant to 5-fluorouracil, oxaliplatin, and
irinotecan. Clin Cancer Res, Mar 15 2004, 10(6), 2158-2167.

BROCARDO, M. AND B. R. HENDERSON APC shuttling to the membrane, nucleus and
beyond. Trends Cell Biol, Dec 2008, 18(12), 587-596.

BUNZ, F., P. M. HWANG, C. TORRANCE, T. WALDMAN, et al. Disruption of p53 in
human cancer cells alters the responses to therapeutic agents. J Clin Invest, Aug 1999, 104(3),
263-2609.

CAlI B., S. H. CHANG, E. B. BECKER, A. BONNI, et al. p38 MAP kinase mediates
apoptosis through phosphorylation of BimEL at Ser-65. J Biol Chem, Sep 01 2006, 281(35),
25215-25222.

CAMPISI, J. AND F. D'ADDA DI FAGAGNA Cellular senescence: when bad things happen
to good cells. Nat Rev Mol Cell Biol, Sep 2007, 8(9), 729-740.

135



CESEN, M. H., K. PEGAN, A. SPES AND B. TURK Lysosomal pathways to cell death and
their therapeutic applications. Exp Cell Res, Jul 01 2012, 318(11), 1245-1251.

CIZNADIJA, D., R. TOTHILL, M. L. WATERMAN, L. ZHAO, et al. Intestinal adenoma
formation and MYC activation are regulated by cooperation between MYB and Wnt
signaling. Cell Death Differ, Nov 2009, 16(11), 1530-1538.

CUADRADO, A., V. LAFARGA, P. C. CHEUNG, I. DOLADO, et al. A new p38 MAP
kinase-regulated transcriptional coactivator that stimulates p53-dependent apoptosis. EMBO
J, Apr 18 2007, 26(8), 2115-2126.

DE CARNE TRECESSON, S., Y. GUILLEMIN, A. BELANGER, A. C. BERNARD, et al.
Escape from p21-mediated oncogene-induced senescence leads to cell dedifferentiation and
dependence on anti-apoptotic Bcl-xL and MCL1 proteins. J Biol Chem, Apr 15 2011,
286(15), 12825-12838.

DE CHIARA, G., M. E. MARCOCCI, M. TORCIA, M. LUCIBELLO, et al. Bcl-2
Phosphorylation by p38 MAPK: identification of target sites and biologic consequences. J
Biol Chem, Jul 28 2006, 281(30), 21353-21361.

DEAN, L. Irinotecan Therapy and UGT1A1 Genotype. In V. PRATT, H. MCLEOD, L.
DEAN, A. MALHEIRO AND W. RUBINSTEIN eds. Medical Genetics Summaries. Bethesda
(MD), 2012.

DIPAOLO, A., G. BOCCI, M. POLILLO, M. DEL RE, et al. Pharmacokinetic and
pharmacogenetic predictive markers of irinotecan activity and toxicity. Curr Drug Metab, Dec
2011, 12(10), 932-943.

DUSEK, L., J. MUZIK, M. KUBASEK, J. KOPTIKOVA, et al. Epidemiologie zhoubnych
nadort v Ceské republice [online] Masarykova univerzita, 2005.

FAUST, D., I. DOLADO, A. CUADRADO, F. OESCH, et al. p38alpha MAPK is required
for contact inhibition. Oncogene, Nov 24 2005, 24(53), 7941-7945.

FELICIANO, A., B. SANCHEZ-SENDRA, H. KONDOH AND M. E. LLEONART
MicroRNAs Regulate Key Effector Pathways of Senescence. J Aging Res, 2011, 2011,
205378.

FERLAY, J. Cancer Incidence and Mortality Worldwide. GLOBOCAN 2012 v 1.0

2013 2012.

FLEMING, N. L., R. N. JORISSEN, D. MOURADOV, M. CHRISTIE, et al. SMAD?2,
SMAD3 and SMAD4 mutations in colorectal cancer. Cancer Res, Jan 15 2013, 73(2), 725-
735.

GALLUZZI, L., F. PIETROCOLA, J. M. BRAVO-SAN PEDRO, R. K. AMARAVADI, et al.
Autophagy in malignant transformation and cancer progression. EMBO J, Apr 1 2015, 34(7),
856-880.

GALLUZZI, L., I. VITALE, S. A. AARONSON, J. M. ABRAMS, et al. Molecular
mechanisms of cell death: recommendations of the Nomenclature Committee on Cell Death
2018. Cell Death Differ, Mar 2018, 25(3), 486-541.

GEORGAKOPOULOU, E. A., K. TSIMARATOU, K. EVANGELOU, P. J. FERNANDEZ
MARCOS, et al. Specific lipofuscin staining as a novel biomarker to detect replicative and
stress-induced senescence. A method applicable in cryo-preserved and archival tissues. Aging
(Albany NY), Jan 2013, 5(1), 37-50.

GORGOULIS, V. G. AND T. D. HALAZONETIS Oncogene-induced senescence: the bright
and dark side of the response. Curr Opin Cell Biol, Dec 2010, 22(6), 816-827.

GREEN, D. R. AND F. LLAMBI Cell Death Signaling. Cold Spring Harb Perspect Biol, Dec
012015, 7(12).

GUINNEY, J., R. DIENSTMANN, X. WANG, A. DE REYNIES, et al. The consensus
molecular subtypes of colorectal cancer. Nat Med, Nov 2015, 21(11), 1350-1356.

136



GUO, X., N. MA, J. WANG, J. SONG, et al. Increased p38-MAPK is responsible for
chemotherapy resistance in human gastric cancer cells. BMC Cancer, Dec 18 2008, 8, 375.
HAHN, K. K., J. J. WOLFF AND J. M. KOLESAR Pharmacogenetics and irinotecan therapy.
Am J Health Syst Pharm, Nov 15 2006, 63(22), 2211-2217.

HALE, A. N., D. J. LEDBETTER, T. R. GAWRILUK AND E. B. RUCKER, 3RD
Autophagy: regulation and role in development. Autophagy, Jul 2013, 9(7), 951-972.
HANAHAN, D. AND R. A. WEINBERG The hallmarks of cancer. Cell, Jan 07 2000, 100(1),
57-70.

HANAHAN, D. AND R. A. WEINBERG Hallmarks of cancer: the next generation. Cell, Mar
04 2011, 144(5), 646-674.

HAUG, K., K. L. KRAVIK AND P. M. DE ANGELIS Cellular response to irinotecan in
colon cancer cell lines showing differential response to 5-fluorouracil. Anticancer Res, Mar-
Apr 2008, 28(2A), 583-592.

HAYFLICK, L. AND P. S. MOORHEAD The serial cultivation of human diploid cell strains.
Exp Cell Res, Dec 1961, 25, 585-621.

HE, T. C., A. B. SPARKS, C. RAGO, H. HERMEKING, et al. Identification of c-MYC as a
target of the APC pathway. Science, Sep 4 1998, 281(5382), 1509-1512.

HITOMI, J., D. E. CHRISTOFFERSON, A. NG, J. YAO, et al. Identification of a molecular
signaling network that regulates a cellular necrotic cell death pathway. Cell, Dec 26 2008,
135(7), 1311-1323.

HOFMANN, C., K. BUTTENSCHOEN, J. STRAETER, D. HENNE-BRUNS, et al. Pre-
clinical evaluation of the activity of irinotecan as a basis for regional chemotherapy.
Anticancer Res, Mar-Apr 2005, 25(2A), 795-804.

HSU, S. C., M. A. GAVRILIN, M. H. TSAI, J. HAN, et al. p38 mitogen-activated protein
kinase is involved in Fas ligand expression. J Biol Chem, Sep 03 1999, 274(36), 25769-
25776.

HUANG, C. Y., W. T. KUO, Y. C. HUANG, T. C. LEE, et al. Resistance to hypoxia-induced
necroptosis is conferred by glycolytic pyruvate scavenging of mitochondrial superoxide in
colorectal cancer cells. Cell Death Dis, May 2 2013, 4, 622.

HUANG, C. Y. AND L. C. YU Pathophysiological mechanisms of death resistance in
colorectal carcinoma. World J Gastroenterol, Nov 7 2015, 21(41), 11777-11792.

HUANG, L. C. AND A. MERCHEA Dysplasia and Cancer in Inflammatory Bowel Disease.
Surg Clin North Am, Jun 2017, 97(3), 627-639.

HUANG, W. P. AND D. J. KLIONSKY Autophagy in yeast: a review of the molecular
machinery. Cell Struct Funct, Dec 2002, 27(6), 409-420.

CHABOT, G. G. Clinical pharmacokinetics of irinotecan. Clin Pharmacokinet, Oct 1997,
33(4), 245-259.

CHANG, Y. F.,J. S. IMAM AND M. F. WILKINSON The nonsense-mediated decay RNA
surveillance pathway. Annu Rev Biochem, 2007, 76, 51-74.

CHEN, J., A. WANG AND Q. CHEN SirT3 and p53 Deacetylation in Aging and Cancer. J
Cell Physiol, Sep 2017, 232(9), 2308-2311.

CHENG, Y., X. REN, W. N. HAIT AND J. M. YANG Therapeutic targeting of autophagy in
disease: biology and pharmacology. Pharmacol Rev, 2013, 65(4), 1162-1197.

CHIU, S. J.,J. 1. CHAO, Y. J. LEE AND T. S. HSU Regulation of gamma-H2AX and securin
contribute to apoptosis by oxaliplatin via a p38 mitogen-activated protein kinase-dependent
pathway in human colorectal cancer cells. Toxicol Lett, Jun 30 2008, 179(2), 63-70.

CHO, D., S. SIGNORETTI, M. REGAN, J. W. MIER, et al. The role of mammalian target of
rapamycin inhibitors in the treatment of advanced renal cancer. Clin Cancer Res, Jan 15 2007,
13(2 Pt 2), 758s-763s.

IACOPETTA, B. TP53 mutation in colorectal cancer. Hum Mutat, Mar 2003, 21(3), 271-276.

137



IYER, S. V., A. PARRALES, P. BEGANI, A. NARKAR, et al. Allele-specific silencing of
mutant p53 attenuates dominant-negative and gain-of-function activities. Oncotarget, Feb 2
2016, 7(5), 5401-5415.

KALRA, A. V., J. KIM, S. G. KLINZ, N. PAZ, et al. Preclinical activity of nanoliposomal
irinotecan is governed by tumor deposition and intratumor prodrug conversion. Cancer Res,
Dec 01 2014, 74(23), 7003-7013.

KARCH, J., T. G. SCHIPS, B. D. MALIKEN, M. J. BRODY, et al. Autophagic cell death is
dependent on lysosomal membrane permeability through Bax and Bak. Elife, Nov 17 2017, 6.
KAUR, A. AND S. SHARMA Mammalian target of rapamycin (mTOR) as a potential
therapeutic target in various diseases. Inflammopharmacology, Jun 2017, 25(3), 293-312.
KAWAKAMI, H., A. ZAANAN AND F. A. SINICROPE Microsatellite instability testing
and its role in the management of colorectal cancer. Curr Treat Options Oncol, Jul 2015,
16(7), 30.

KERR, J. F., A. H. WYLLIE AND A. R. CURRIE Apoptosis: a basic biological phenomenon
with wide-ranging implications in tissue kinetics. Br J Cancer, Aug 1972, 26(4), 239-257.
KOSTIC, A. D., E. CHUN, L. ROBERTSON, J. N. GLICKMAN, et al. Fusobacterium
nucleatum potentiates intestinal tumorigenesis and modulates the tumor-immune
microenvironment. Cell Host Microbe, Aug 14 2013, 14(2), 207-215.

KOUSTAS, E., M. V. KARAMOUZIS, C. MIHAILIDOU, D. SCHIZAS, et al. Co-targeting
of EGFR and autophagy signaling is an emerging treatment strategy in metastatic colorectal
cancer. Cancer Lett, Jun 28 2017, 396, 94-102.

KROEMER, G., L. GALLUZZI AND C. BRENNER Mitochondrial membrane
permeabilization in cell death. Physiol Rev, Jan 2007, 87(1), 99-163.

KROEMER, G., L. GALLUZZI, P. VANDENABEELE, J. ABRAMS, et al. Classification of
cell death: recommendations of the Nomenclature Committee on Cell Death 2009. Cell Death
Differ, Jan 2009, 16(1), 3-11.

KROEMER, G., G. MARINO AND B. LEVINE Autophagy and the integrated stress
response. Mol Cell, Oct 22 2010, 40(2), 280-293.

LANE, D. P. Cancer. p53, guardian of the genome. Nature, Jul 2 1992, 358(6381), 15-16.
LANGDON, S. P. Basic principles of cancer cell culture. Methods Mol Med, 2004, 88, 3-15.
LANGLEY, E., M. PEARSON, M. FARETTA, U. M. BAUER, et al. Human SIR2
deacetylates p53 and antagonizes PML/p53-induced cellular senescence. EMBO J, May 15
2002, 21(10), 2383-2396.

LEE, C. S.,J. BAEK AND S. Y. HAN The Role of Kinase Modulators in Cellular Senescence
for Use in Cancer Treatment. Molecules, Aug 25 2017, 22(9).

LEVINE, B. AND D. J. KLIONSKY Development by self-digestion: molecular mechanisms
and biological functions of autophagy. Dev Cell, Apr 2004, 6(4), 463-477.

LEVINE, B. AND J. YUAN Autophagy in cell death: an innocent convict? J Clin Invest, Oct
2005, 115(10), 2679-2688.

LI, L., G. LI, C. YU AND Y. LI A meta-analysis of the role of p38 mitogen-activated protein
kinase inhibitors in patients with active rheumatoid arthritis. Clin Rheumatol, Dec 2013,
32(12), 1697-1702.

LL W., J. CHANG, S. WANG, X. LIU, et al. miRNA-99b-5p suppresses liver metastasis of
colorectal cancer by down-regulating mTOR. Oncotarget, Sep 15 2015a, 6(27), 24448-24462.
LL X., X. MIAO, H. WANG, Z. XU, et al. The tissue dependent interactions between p53 and
Bcl-2 in vivo. Oncotarget, Nov 3 2015b, 6(34), 35699-35709.

LINDOR, N. M. Lynch syndrome 101 (years, that is). Am Soc Clin Oncol Educ Book, 2014,
27-32.

138



LIVAK, K. J. AND T. D. SCHMITTGEN Analysis of relative gene expression data using
real-time quantitative PCR and the 2(-Delta Delta C(T)) Method. Methods, Dec 2001, 25(4),
402-408.

LOEB, L. A. Human Cancers Express a Mutator Phenotype: Hypothesis, Origin, and
Consequences. Cancer Res, Apr 15 2016, 76(8), 2057-2059.

MAIURI, M. C., E. ZALCKVAR, A. KIMCHI AND G. KROEMER Self-eating and self-
killing: crosstalk between autophagy and apoptosis. Nat Rev Mol Cell Biol, Sep 2007, 8(9),
741-752.

MARINKOVIC, M., M. SPRUNG, M. BULJUBASIC AND I. NOVAK Autophagy
Modulation in Cancer: Current Knowledge on Action and Therapy. Oxid Med Cell Longev,
2018, 2018, 8023821.

MARMOL, 1., C. SANCHEZ-DE-DIEGO, A. PRADILLA DIESTE, E. CERRADA, et al.
Colorectal Carcinoma: A General Overview and Future Perspectives in Colorectal Cancer. Int
J Mol Sci, Jan 19 2017, 18(1).

MATHIJSSEN, R. H., R. J. VAN ALPHEN, J. VERWEIJ, W. J. LOOS, et al. Clinical
pharmacokinetics and metabolism of irinotecan (CPT-11). Clin Cancer Res, Aug 2001, 7(8),
2182-2194.

MATHISSEN, R. H., J. VERWEIJ, W. J. LOOS, P. DE BRUIJN, et al. Irinotecan
pharmacokinetics-pharmacodynamics: the clinical relevance of prolonged exposure to SN-38.
Br J Cancer, Jul 15 2002, 87(2), 144-150.

MATT, S. AND T. G. HOFMANN The DNA damage-induced cell death response: a
roadmap to kill cancer cells. Cell Mol Life Sci, Aug 2016, 73(15), 2829-2850.

MCGREGOR, M. J., W. FADHIL, R. WHARTON, Y. YANAGISAWA, et al. Aberrant P53
expression lacks prognostic or predictive significance in colorectal cancer: results from the
VICTOR trial. Anticancer Res, Mar 2015, 35(3), 1641-1645.

MENDIS, S. E. A. Global status report on noncommunicable diseases 2014. In.: WHO, 2014.
MERINO, D. AND D. MALKIN p53 and hereditary cancer. Subcell Biochem, 2014, 85, 1-
16.

MIZUSHIMA, N. AND M. KOMATSU Autophagy: renovation of cells and tissues. Cell,
Nov 112011, 147(4), 728-741.

MORGAN, S. E. AND M. B. KASTAN p53 and ATM: cell cycle, cell death, and cancer. Adv
Cancer Res, 1997, 71, 1-25.

MORKEL, M., P. RIEMER, H. BLAKER AND C. SERS Similar but different: distinct roles
for KRAS and BRAF oncogenes in colorectal cancer development and therapy resistance.
Oncotarget, Aug 28 2015, 6(25), 20785-20800.

MORSELLL E., E. TASDEMIR, M. C. MAIURI, L. GALLUZZI, et al. Mutant p53 protein
localized in the cytoplasm inhibits autophagy. Cell Cycle, Oct 2008, 7(19), 3056-3061.
MULLER, P. A. AND K. H. VOUSDEN p53 mutations in cancer. Nat Cell Biol, Jan 2013,
15(1), 2-8.

MUNOZ-ESPIN, D. AND M. SERRANO Cellular senescence: from physiology to
pathology. Nat Rev Mol Cell Biol, Jul 2014, 15(7), 482-496.

MURPHY, M. E. The HSP70 family and cancer. Carcinogenesis, Jun 2013, 34(6), 1181-
1188.

NISHIDA, Y., S. ARAKAWA, K. FUJITANI, H. YAMAGUCH]I, et al. Discovery of
Atg5/Atg7-independent alternative macroautophagy. Nature, Oct 1 2009, 461(7264), 654-658.
NISHIHARA, H., S. KIZAKA-KONDOH, P. A. INSEL AND L. ECKMANN Inhibition of
apoptosis in normal and transformed intestinal epithelial cells by cAMP through induction of
inhibitor of apoptosis protein (IAP)-2. Proc Natl Acad Sci U S A, Jul 22 2003, 100(15), 8921-
8926.

NOEL, M. S. Biologics in bowel cancer. J Gastrointest Oncol, Jun 2017, 8(3), 449-456.

139



OUYANG, L., Z. SHI, S. ZHAO, F. T. WANG, et al. Programmed cell death pathways in
cancer: a review of apoptosis, autophagy and programmed necrosis. Cell Prolif, Dec 2012,
45(6), 487-498.

PAILLAS, S., F. BOISSIERE, F. BIBEAU, A. DENOUEL, et al. Targeting the p38 MAPK
pathway inhibits irinotecan resistance in colon adenocarcinoma. Cancer Res, Feb 01 2011,
71(3), 1041-1049.

PAPADATOS-PASTOS, D., R. RABBIE, P. ROSS AND D. SARKER The role of the PI3K
pathway in colorectal cancer. Crit Rev Oncol Hematol, Apr 2015, 94(1), 18-30.

PARSONS, M. T., D. D. BUCHANAN, B. THOMPSON, J. P. YOUNG, et al. Correlation of
tumour BRAF mutations and MLH1 methylation with germline mismatch repair (MMR) gene
mutation status: a literature review assessing utility of tumour features for MMR variant
classification. J] Med Genet, Mar 2012, 49(3), 151-157.

PAULIK, A., J. GRIM AND 8. FILIP Predictors of irinotecan toxicity and efficacy in
treatment of metastatic colorectal cancer. Acta Medica (Hradec Kralove), 2012, 55(4), 153-
159.

PETITPREZ, A., V. POINDESSOUS, D. OUARET, M. REGAIRAZ, et al. Acquired
irinotecan resistance is accompanied by stable modifications of cell cycle dynamics
independent of MSI status. Int J] Oncol, May 2013, 42(5), 1644-1653.

PHIPPS, A. 1., J. R. ROBINSON, P. T. CAMPBELL, A. K. WIN, et al. Prediagnostic alcohol
consumption and colorectal cancer survival: The Colon Cancer Family Registry. Cancer, May
152017, 123(6), 1035-1043.

PHONG, M. S., R. D. VAN HORN, S. LI, G. TUCKER-KELLOGG, et al. p38 mitogen-
activated protein kinase promotes cell survival in response to DNA damage but is not required
for the G(2) DNA damage checkpoint in human cancer cells. Mol Cell Biol, Aug 2010,
30(15), 3816-3826.

PROBIN, V., Y. WANG, A. BAI AND D. ZHOU Busulfan selectively induces cellular
senescence but not apoptosis in WI38 fibroblasts via a p53-independent but extracellular
signal-regulated kinase-p38 mitogen-activated protein kinase-dependent mechanism. J
Pharmacol Exp Ther, Nov 2006, 319(2), 551-560.

QIANG, L., C. WU, M. MING, B. VIOLLET, et al. Autophagy controls p38 activation to
promote cell survival under genotoxic stress. J Biol Chem, Jan 18 2013, 288(3), 1603-1611.
QIU, Y., H. YU, X. SHI, K. XU, et al. microRNA-497 inhibits invasion and metastasis of
colorectal cancer cells by targeting vascular endothelial growth factor-A. Cell Prolif, Feb
2016, 49(1), 69-78.

RAMES, J., V. BENCKO AND Z. VALENTA Rizikové faktory prostfedi a Zivotniho stylu u
kolorektalniho karcinomu. Dotaznikové Setfeni. Hygiena, 2007, 52(3), 87-88.

RENNOLL, S. AND G. YOCHUM Regulation of MYC gene expression by aberrant
Whnt/beta-catenin signaling in colorectal cancer. World J Biol Chem, Nov 26 2015, 6(4), 290-
300.

RIAZ, A. A., M. X. WAN, T. SCHAFER, P. DAWSON, et al. Allopurinol and superoxide
dismutase protect against leucocyte-endothelium interactions in a novel model of colonic
ischaemia-reperfusion. Br J Surg, Dec 2002, 89(12), 1572-1580.

RIEDERER, M. A., T. SOLDATI, A. D. SHAPIRO, J. LIN, et al. Lysosome biogenesis
requires Rab9 function and receptor recycling from endosomes to the trans-Golgi network. J
Cell Biol, May 1994, 125(3), 573-582.

ROTHENBERG, M. L. Irinotecan (CPT-11): recent developments and future directions--
colorectal cancer and beyond. Oncologist, 2001, 6(1), 66-80.

ROUX, P. P. AND J. BLENIS ERK and p38 MAPK-activated protein kinases: a family of
protein kinases with diverse biological functions. Microbiol Mol Biol Rev, Jun 2004, 68(2),
320-344.

140



RUSSO, A., V. BAZAN, B. IACOPETTA, D. KERR, et al. The TP53 colorectal cancer
international collaborative study on the prognostic and predictive significance of p53
mutation: influence of tumor site, type of mutation, and adjuvant treatment. J Clin Oncol, Oct
202005, 23(30), 7518-7528.

RYAN, E., K. SHEAHAN, B. CREAVIN, H. M. MOHAN, et al. The current value of
determining the mismatch repair status of colorectal cancer: A rationale for routine testing.
Crit Rev Oncol Hematol, Aug 2017, 116, 38-57.

SAMUELS, Y. AND K. ERICSON Oncogenic PI3K and its role in cancer. Curr Opin Oncol,
Jan 2006, 18(1), 77-82.

SANZ-GARCIA, E., G. ARGILES, E. ELEZ AND J. TABERNERO BRAF mutant colorectal
cancer: prognosis, treatment, and new perspectives. Ann Oncol, Nov 1 2017, 28(11), 2648-
2657.

SEHDEV, A. AND B. H. ONEIL The Role of Aspirin, Vitamin D, Exercise, Diet, Statins,
and Metformin in the Prevention and Treatment of Colorectal Cancer. Curr Treat Options
Oncol, Sep 2015, 16(9), 43.

SIMONS, C. C., L. A. HUGHES, K. M. SMITS, C. A. KHALID-DE BAKKER, et al. A
novel classification of colorectal tumors based on microsatellite instability, the CpG island
methylator phenotype and chromosomal instability: implications for prognosis. Ann Oncol,
Aug 2013, 24(8), 2048-2056.

SOBIN, L. H., M. K. GOSPODAROWICZ AND C. WITTEKIND TNM Classification of
Malignant Tumours, Seventh Edition. Edtion ed.: Wiley-Blackwell, 2009. Translation of:
TNM Klasifikace zhoubnych nédord, ¢eska verze 2011. ISBN 978-1-4443-5896-4.
SOLOMON, H., N. DINOWITZ, I. S. PATERAS, T. COOKS, et al. Mutant p53 gain of
function underlies high expression levels of colorectal cancer stem cells markers. Oncogene,
Jan 18 2018.

STAMBOLIC, V., D. MACPHERSON, D. SAS, Y. LIN, et al. Regulation of PTEN
transcription by p53. Mol Cell, Aug 2001, 8(2), 317-325.

SUDHAKAR, A. History of Cancer, Ancient and Modern Treatment Methods. J Cancer Sci
Ther, Dec 01 2009, 1(2), 1-4.

SUI, X., R. CHEN, Z. WANG, Z. HUANG, et al. Autophagy and chemotherapy resistance: a
promising therapeutic target for cancer treatment. Cell Death Dis, Oct 10 2013, 4, e838.
TASDEMIR, E., M. C. MAIURI, L. GALLUZZI, 1. VITALE, et al. Regulation of autophagy
by cytoplasmic p53. Nat Cell Biol, Jun 2008, 10(6), 676-687.

TAYLOR, C. A., Q. ZHENG, Z. LIU AND J. E. THOMPSON Role of p38 and JINK MAPK
signaling pathways and tumor suppressor p53 on induction of apoptosis in response to Ad-
elFSAT1 in A549 lung cancer cells. Mol Cancer, May 02 2013, 12, 35.

TAZAWA, H., N. TSUCHIYA, M. IZUMIYA AND H. NAKAGAMA Tumor-suppressive
miR-34a induces senescence-like growth arrest through modulation of the E2F pathway in
human colon cancer cells. Proc Natl Acad Sci U S A, Sep 25 2007, 104(39), 15472-15477.
THORNBERRY, N. A. AND Y. LAZEBNIK Caspases: enemies within. Science, Aug 28
1998, 281(5381), 1312-1316.

TSUJIMOTO, Y. Role of Bcl-2 family proteins in apoptosis: apoptosomes or mitochondria?
Genes Cells, Nov 1998, 3(11), 697-707.

TSUJIMOTO, Y. AND S. SHIMIZU Another way to die: autophagic programmed cell death.
Cell Death Differ, Nov 2005, 12 Suppl 2, 1528-1534.

VAN KRIEKEN, J. H., E. ROULEAU, M. J. LIGTENBERG, N. NORMANNO, et al. RAS
testing in metastatic colorectal cancer: advances in Europe. Virchows Arch, Apr 2016, 468(4),
383-396.

141



VANDENABEELE, P., W. DECLERCQ, F. VAN HERREWEGHE AND T. VANDEN
BERGHE The role of the kinases RIP1 and RIP3 in TNF-induced necrosis. Sci Signal, Mar
302010, 3(115), re4.

VANHOEFER, U., A. HARSTRICK, W. ACHTERRATH, S. CAO, et al. Irinotecan in the
treatment of colorectal cancer: clinical overview. J Clin Oncol, Mar 01 2001, 19(5), 1501-
1518.

VOGELSTEIN, B., E. R. FEARON, S. R. HAMILTON, S. E. KERN, et al. Genetic
alterations during colorectal-tumor development. N Engl J Med, Sep 01 1988, 319(9), 525-
532.

VYZULA, R. E. A. Modrd kniha Ceské onkologické spolecnosti. Edtion ed.: Masarykiv
onkologicky ustav, Brno, 2017. ISBN 978-80-86793-42-9.

WALDMAN, T., K. W. KINZLER AND B. VOGELSTEIN p21 is necessary for the p53-
mediated G1 arrest in human cancer cells. Cancer Res, Nov 15 1995, 55(22), 5187-5190.
WALL, M. E. AND M. C. WANI Camptothecin. Discovery to clinic. Ann N'Y Acad Sci, Dec
13 1996, 803, 1-12.

WAN, Y.C.,T.LL, Y. D. HAN, H. Y. ZHANG, et al. MicroRNA-155 enhances the activation
of Wnt/beta-catenin signaling in colorectal carcinoma by suppressing HMG-box transcription
factor 1. Mol Med Rep, Mar 2016, 13(3), 2221-2228.

WEN, X., Z. Q. LIN, B. LIU AND Y. Q. WEI Caspase-mediated programmed cell death
pathways as potential therapeutic targets in cancer. Cell Prolif, Jun 2012, 45(3), 217-224.
WOLL, S., R. WINDOFFER AND R. E. LEUBE p38 MAPK-dependent shaping of the
keratin cytoskeleton in cultured cells. J Cell Biol, Jun 4 2007, 177(5), 795-807.

XU, Y., N. LI, R. XIANG AND P. SUN Emerging roles of the p38 MAPK and
PI3K/AKT/mTOR pathways in oncogene-induced senescence. Trends Biochem Sci, Jun
2014, 39(6), 268-276.

YAMAKUCHI, M., M. FERLITO AND C. J. LOWENSTEIN miR-34a repression of SIRT1
regulates apoptosis. Proc Natl Acad Sci U S A, Sep 9 2008, 105(36), 13421-13426.

YANG, L., J. FANG AND J. CHEN Tumor cell senescence response produces aggressive
variants. Cell Death Discov, 2017, 3, 17049.

YANG, Z., R. A. GHOORUN, X. FAN, P. WU, et al. High expression of Beclin-1 predicts
favorable prognosis for patients with colorectal cancer. Clin Res Hepatol Gastroenterol, Feb
2015, 39(1), 98-106.

YONG, H. Y., M. S. KOH AND A. MOON The p38 MAPK inhibitors for the treatment of
inflammatory diseases and cancer. Expert Opin Investig Drugs, Dec 2009, 18(12), 1893-1905.
YOULE, R. J. AND D. P. NARENDRA Mechanisms of mitophagy. Nat Rev Mol Cell Biol,
Jan 2011, 12(1), 9-14.

YU, L. C., A.N. FLYNN, J. R. TURNER AND A. G. BURET SGLT-1-mediated glucose
uptake protects intestinal epithelial cells against LPS-induced apoptosis and barrier defects: a
novel cellular rescue mechanism? FASEB J, Nov 2005, 19(13), 1822-1835.

ZHANG, M. Y., W.F. GOU, S. ZHAO, X. Y. MAO, et al. Beclin 1 expression is closely
linked to colorectal carcinogenesis and distant metastasis of colorectal carcinoma. Int J Mol
Sci, Aug 18 2014, 15(8), 14372-14385.

ZHANG, W., Q. LI, C. SONG AND L. LAO Knockdown of autophagy-related protein 6,
Beclin-1, decreases cell growth, invasion, and metastasis and has a positive effect on
chemotherapy-induced cytotoxicity in osteosarcoma cells. Tumour Biol, Apr 2015, 36(4),
2531-2539.

Z0U, H., W.J. HENZEL, X. LIU, A. LUTSCHG, et al. Apaf-1, a human protein homologous
to C. elegans CED-4, participates in cytochrome c-dependent activation of caspase-3. Cell,
Aug 08 1997, 90(3), 405-413.

142



