UNIVERZITA PARDUBICE

Fakulta chemicko — technologicka

Vyuziti priitokové cytometrie pri studiu protinadorové aktivity

vybranych isochinolinovych alkaloidi

Bc. Stépanka Vlasakova

Diplomova prace

2017



Univerzita Pardubice
Fakulta chemicko-technologickd
Akademicky rok: 2016/2017

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a pi{jmeni: Bc. St&pinka Vlasikova

Osobni &fslo: C15631

Studijni program: IN3912 Specidlni chemicko-biologické obory
Studijni obor: Bioanalytik

Nézev tématu: Vyuziti pritokové cytometrie p¥i studiu protinadorové
aktivity vybranych isochinolinovych alkaloidi

Zad4avajici katedra: Katedra biologickych a biochemickych v&d

Zisady pro vypracovani:

1) Definujte princip priittokové cytometrie, jeji vyuZiti pfi studiu potencidlné protinddorovych
latek a popiSte nej¢astéji pouzivané metody.

2) Charakterizujte reakce bun&k na piisobeni cytotoxickych a cytostatickych latek pouZiva-
nych v klinické terapii niddord a malignit. V Gvodu prace piedstavte mechanismy poskozeni
jaderné DNA buiiky, z4stavy bunééného cyklu, rozdilné typy reparace genetické informace
buiiky, programovanou bun&¢nou smrt a zékladni mechanismy rezistence nadorovych bungk.
3) Popiste vlastnosti nejvyznamngjsich isochinolinovych alkaloidi réiznych strukturnich typt
s potencidlem vyuZiti pfi terapii nidorovych onemocnéni a biologickou aktivitu studovanych
latek.

4) V experimentélni ¢asti provedte studium cytotoxicity, popiipadé antiproliferaéni aktivity
vybranych isochinolinovych alkaloidd.

5) U vybranych koncentraci aktivnich latek se pokuste kvantifikovat, zda je jejich cytoto-
xické4 a antiprolifera¢ni aktivita zprostfedkovand zdstavou bun&éného cyklu, nebo apoptézou.
K experiment4lni prici pouZijte metod priitokové cytometrie, spektrofotometrie a popfipads
jinych dle vyvoje experimentlni prace.



Rozsah grafickych praci: dle pot¥eby
Rozsah pracovni zpravy:

Forma zpracovani diplomové price: tisténa
Seznam odborné literatury:

Podle pokynt vedouciho diplomové préce.

Vedouci diplomové préce: RNDr. Radim Havelek, Ph.D.
Katedra biologickych a biochemickych véd

Datum zadéni diplomové prace: 28. listopadu 2016

Termin odevzdani diplomové priace: 7. Eervence 2017

e LS. (’é :

prof. Ing. Petr Kalenda, CSc. prof. Ing. Aleyénder Cegan, CSc.

dékan vedouci katedry

V Pardubicich dne 28. Ginora 2017



ProhlaSuji:

Tuto praci jsem vypracovala samostatné. Veskeré literarni prameny a informace, které
jsem v praci vyuzila, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury.

Byla jsem sezndmena s tim, Ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici
ze zékona ¢. 121/2000 Sb., autorsky zdkon, zejména se skutecnosti, ze Univerzita
Pardubice ma pravo na uzavieni licencni smlouvy o uziti této prace jako Skolniho dila
podle § 60 odst. 1 autorského zakona, a s tim, ze pokud dojde k uziti této prace mnou
nebo bude poskytnuta licence o uziti jinému subjektu, je Univerzita Pardubice
opravnéna ode mne pozadovat pfiméfeny piispévek na thradu nakladl, které na

vytvoteni dila vynalozila, a to podle okolnosti az do jejich skutecné vyse.

Souhlasim s prezenénim zptistupnénim své prace v Univerzitni knihovné.

V Pardubicich dne 12. 5. 2017

Bc. Stépanka Vlasakova



Podékovani

Timto bych rdda podé€kovala zejména vedoucimu mé prace RNDr. Radimovi
Havelekovi, Ph.D. za jeho trpélivost, ochotu a pratelsky pfistup pii praci na
experimentech a cenné rady pii zpracovani této prace. Dale bych rada pod¢kovala doc.

Ing. Lucii Cahlikové, Ph.D. za poskytnuté latky pro biologické studium.

Dékuji také své rodiné a piatelim za podporu béhem celého mého studia.



Anotace

Diplomova prace se zabyva cytotoxickou a antiproliferacni aktivitou vybranych
isochinolinovych alkaloidi — chelidonin, homochelidonin, berbamin a bersavin. Prace
v ramci svého cile zjist'uje, jakym zplisobem tyto vybrané alkaloidy ovliviiuji viabilitu
a proliferaci modelovych bunécnych linii, zda indukci apoptézy nebo zastavou
bunéného cyklu. V prvnim kroku byla provedena zadkladni analyza systémem
xCELLigence, ktery zaznamenava zménu cell indexu bun¢k v Case, ¢imz se zjistila
antiproliferacni aktivita testovanych latek. Pro analyzu byly pouzity bunécné linie
MRC-5, A2780 a A549. Chelidonin, homochelidonin, ¢aste¢né bersavin a berbamin
vykazovaly antiprolifera¢ni uc¢inek. K verifikaci dat a pro rozsifeni zakladniho
screeningu byla pouzita metoda stanoveni viability a proliferace bun¢k pomoci
Trypanové modfi. Nasledné bylo vyuzito metod pritokové cytometrie pro studium
mechanismu antiproliferacniho a cytotoxického pisobeni. U vybranych alkaloidi byl
studovan vliv na zmény distribuce bunééného cyklu u bunék MRC-5, A-2780, Jurkat
a MOLT-4. Metodou kvantifikace vazby Annexinu V a propidium jodidu bylo
zjistovano procento bunc¢k ¢asné a pozdné apoptotickych po expozici nejslibnéjsim

testovanym latkam.

Vysledky  ukazaly  G¢innou  antiproliferacni  aktivitu  chelidoninu
a homochelidoninu. Jejich schopnost zastavy bunééného cyklu v G1 nebo v G2/M fazi
a schopnost indukce apoptozy. Bersavin rovnéz jevil antiprolifera¢ni a cytotoxickou
aktivitu doprovazenou zastavou bunééného cyklu v G1 nebo v G2/M fazi. Berbamin se

jevil jako nejméné ucinny alkaloid v porovnani s ostatnimi studovanymi alkaloidy.

Kli¢ova slova

Pritokova cytometrie, isochinolinové alkaloidy, chelidonin, homochelidonin,

berbamin, bersavin



Annotation

This diplomma thesis deals with cytotoxic and antiproliferative activity of
isochinoline alkaloids - chelidonine, homochelidonine, berbamine and bersavine. This
thesis within its goal discovers in what ways these selected alkaloids influence viability
and proliferation of model cell lines, if it is happening through the apoptosis induction
or the cell cycle arrest. The first step was to perform the elementary analysis by the
XCELLigence system which detects the cell index change in time and it lead to finding
the antiproliferative activity of the tested substance. Cell lines MRC-5, A2780 and
A549 were used for the analysis. Chelidonine, homochelidonine, partly bersavine and
berbamine showed antiproliferative effect. The method of cell viability and proliferation
determination using Trypan Blue was applied to verify data and to expanse elementary
screening. Subsequently, we used the methods of flow cytometry to study the
antiproliferative and cytotoxic mechanism. We explored the influence on distribution of
cell cycle changes of MRC-5, A-2780, Jurkat and MOLT-4 cells in the selected
alkaloids. The percentage of early and late apoptotic cells was determined by
quantification of the Annexin V binding assay.

The results showed effective chelidonine and homochelidonine antiproliferative
activity and their capability of cell cycle arrest in G1 or G2/M phase and apoptosis
induction. Bersavine also showed antiproliferative and cytotoxic activity accompanied
by cell cycle arrest in G1 or G2/M phase. Berbamine appeared to be least effective

alkaloid compared to other studied alkaloids.

Keywords

Flow cytometry, isoquinoline alkaloids, chelidonine, homochelidonine,

berbamine, bersavine
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Uved

Nédorové onemocnéni vznikd na trovni genomu, kdy dochazi k jeho poruchdm na
podkladé mutace, delece, amplifikace nebo nedostate¢né reparace genovych defekti. Tyto
poruchy nasledné zplisobi poruchy regulace bunécného rastu a poskozené bunky se zacnou
neomezen¢ mnozit. Doposud nebyly vyvinuty 1éky, které by dokézaly cilen¢ opravit poruchy
na urovni DNA. AvSak v€asna diagnostika vétSinou vede k Gispé$snému vyléceni nadorového
onemocnéni na podkladé eliminace nadorovych bunék. Diraz je kladen ptfedev§im na 1ébu
s minimalnimi vedlej§imi u¢inky. Onkologickd onemocnéni se v Ceské republice fadi mezi
druhou nejcastéjsi pii¢inu umrti a meziro¢ni statistiky ukazuji zvySujici se vyskyt
nadorovych onemocnéni. L&Cba pacienta je mnohdy velmi komplikovand a kombinovana

nékolika postupy (lécba chirurgickd, chemoterapeutickd, biologicka a radioterapeutickd).

(Machova et al. 2012).

Na vznik rakovinného bujeni maji vliv rizné vnitini a vné&jsi faktory, pficemz vnéjsi
dle dostupnych poznatkii zna¢né ptrevazuji. Kazdou tkéan lidského té€la muze postihnout
maligni pfeména, avSak frekvence se u jednotlivych tkani muze liSit v zavislosti na
histologickém slozeni, rizné intenzit¢ bunécné proliferace a metabolismu, odliSnych
regulacnich mechanismech, nebo na odlisnych enzymovych systémech, ¢imz se u kazdé tkan¢
méni schopnost aktivovat nebo vyluovat karcinogenni latky. Z tohoto diivodu neptisobi
karcinogeny na vSechny tkdné a organy stejné. Odlisné je 1 poSkozeni rliznych tkdni vnéjSimi
faktory. NejCastéji jsou neptiznivym faktorim vystaveny pravé kryci tkan¢ na povrchu organa

a kize, ¢imz vznikaji karcinomy (80 % vSech nadort) (Stratil a Kuban, 2004).

Ptic¢inou obtizné 1écby nddorovych onemocnéni je nespecificky ucinek pouzivanych
chemoterapeutik. V minulosti tento nespecificky ucinek branil cilenému zaméfeni terapeutik
na nadorové bunky neschopnosti rozpoznat rozdil mezi nadorovymi a nenadorovymi
bunkami. V 80. letech byly provadény vyzkumy v molekularni biologii a genetice, jez vice
objasnily rozdily v signalnich drahach regulujicich bunécnou proliferaci. V 90. letech se
pristup zaméftil predevsim na cilenou 1€¢bu a hledani latek ucinnych na klicové proteiny. Tyto
latky s vysokym protinadorovym potencidlem jsou hojné¢ nachézeny v piirodé a jejich
vyhodou je mensi frekvence dokumentovanych neptiznivych vedlejsich u¢inkd. V soucasné
dobé se vyuziva vice nez 50 % piirodnich latek v terapii nddorovych onemocnéni. Jednim

Z nejvyznamnéjSich protinddorovych Ié¢iv jsou vinca alkaloidy, izolované z Barvinkovce
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rizového (Catharanthus roseus). Jeho derivaty vinblastin, vinkristin nebo vinleurosin
vykazuji silné protinadorové ucinky. Dalsi vyznamnou skupinou jsou taxany izolované z ktry
stromu Tisu (Taxus brevifolia), kdy se z jedovatého alkaloidu taxanu vyrabi latka paklitaxel
se silnym protinadorovym Gc¢inkem. Mezi dalsi pfirodni latky pouzivané v terapii nadorovych
onemocnéni patii epipodofylotoxiny, combretastatiny, kolchicin a kampoteciny. (Cibikova et
al. 2010). Naristajici vyskyt nddorovych onemocnéni ukazuje na potfebu mediciny vynalézat
novej§i a ucinnéjsi terapeutika. Velmi slibny protinddorovy potencidl vykazuji prave
isochinolinové alkaloidy, které by mohly byt v budoucnu kli¢ové pro efektivnéjsi terapii

nadorovych onemocnéni.
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1 Cil prace

Cilem diplomové prace je prostudovat moznosti vyuziti prutokové cytometrie pfi
studiu potencidlné protinadorovych latek a popsat nejcastéji pouzivané metody. Teoreticka
Cast si klade za cil struéné charakterizovat reakce bun€k na pisobeni cytotoxickych
a cytostatickych latek pouzivanych v terapii nadorti. Popsat jednotlivé typy poSkozeni jaderné
DNA, rozdilné typy reparace genetické informace butiky, programovanou bunéénou smrt
a zakladni mechanismy rezistence nadorovych bun¢k. Zaveér teoretické casti se bude vénovat
popisu vlastnosti vyznamnych isochinolinovych alkaloidii s potencidlem vyuZziti pfi terapii
nadorovych onemocnéni. Cilem experimentalni ¢asti je studium cytotoxické a antiproliferacni
aktivity vybranych isochinolinovych alkaloidi. Zamérem je rozsifit vysledky zakladniho
screeningu o metody prutokové cytometrie s cilem Iépe charakterizovat vliv studovanych

latek na proliferaci a viabilitu modelovych bunéénych kultur.
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2 Teoreticka ¢ast

2.1 Pritokova cytometrie

Pritokova cytometrie patii mezi molekuldrné biologické metody. S jeji pomoci mame
moznost kvantitativné 1 kvalitativné urcit rizné znaky na povrchu 1 uvnitt vySetfované bunky
a to na bunécné i molekularni Grovni. Umoziiuje ndm simultanni méfeni a analyzu fyzikalnich
a chemickych vlastnosti nejen bunék, ale i rlznych c¢astic béhem prichodu laserovym
paprskem. Univerzalnost této metody vede k nespoctu moznych aplikaci v klinické praxi i ve
vyzkumnych laboratofich napiiklad pro stanoveni obsahu jaderné DNA, urceni ploidie,
analyzu bunééného cyklu, studium genové exprese, pocCitani a urceni typu krevnich bunék,
detekci a charakterizaci mikroorganismt, tfidéni pozadovanych ¢€astic, a mnoho dalSich.
V posledni dobé doslo k vyraznému rozvoji této metody a dnes je standardné pouzivana pro
vysokorychlostni rozmérové a typové analyzy. Jeji Siroké uplatnéni zahrnuje pouziti
Vv klinické imunologii, klinické hematologii, pti diagnostice a sledovani nadorového bujeni, ve
farmakologii a toxikologii a dile k monitorovani HIV pozitivnich pacientii (Sinkorovéa
a Zarybnicka, 2008 a Suda 2005 a Jaha-Tigh et al. 2012 a Kurec 2014).

2.1.1 Princip

Prtokova cytometrie je metoda, umoznujici simultinni méfeni a analyzu piedem
vybranych znakli a vlastnosti kazdé buiiky nebo jiné biologické Castice v heterogenni nebo
homogenni bunécné populaci. Zakladem je unaseni jednotlivych ¢astic nebo bunék proudem
nosné kapaliny a jejich prichod laserovym paprskem. Po interakci buniky a paprsku laseru
dochdzi k lomu a rozptylu svétla, ¢cimz se zaznamenaji dva zdkladni parametry: velikost
bunék a jejich granularita. Tietim zakladnim parametrem je pak barevné definovana
fluorescence, kterou fluorochromem oznacena bunka emituje pii pruchodu laserovym

paprskem dané vinové délky (Kurec 2014 a Papandreou 2013).

Pritokové cytometry jsou dvojiho typu: pritokové analyzatory a pratokové tiidice
(anglicky sortery). Zatimco vSechny prutokové cytometry jsou schopné analyzovat buriky,
pouze specidlni prutokové tiidi¢e mohou tfidit bunky podle rtznych kritérii. Priatokové
cytometry jsou navrzeny tak, aby méfily rozptylené laserové svétlo ze dvou odlisnych uhli
a soucasn¢ zaznamenavaly jeden nebo vice emisnich fluorescenénich signalt. Bunky jsou

samostatné ze zkumavek riznych typti a objeml nasavany, aspirovany do cytometru

17



a laminarnim pratokem nosné tekutiny unaSeny do prostoru uréen¢ho k méfeni. Pro snimaci
oblast se pievazné pouziva kiemenna kyveta, ve které je mozno analyzovat 1000 az 10 000
bunck beéhem nékolika sekund. Fluorochromy pouZivané v cytometrii maji pro dany laser
stejné absorp¢ni, ale jiné emisni spektrum a jejich signal nam muze poskytnout specificky
definované parametry, napiiklad obsah DNA, povrchové receptory, pH a dalsi (Mandy et al.
1995).

2.1.2 Zakladni komponenty

Pratokovy cytometr se sklddd ze tii Casti: prvni je fluidni systém umoziujici
hydrodynamickou fokusaci, druhou ¢ast tvoii opticky systém se zdrojem svétla, emisnim
systémem zahrnujici soustavu optickych zrcadel a filtri a nakonec elektronicky systém, ktery

snima a digitalizuje signal (Picot et al. 2012).

2.1.2.1 Fluidni systém

Pro spravnou analyzu je tfeba mit buiikky ve formé suspenze, aby mohly prochazet
laserovym paprskem jedna po druhé, ¢imz se zajisti analyza vzdy kazdé bunky zvlast'. Buiky
jsou injektovany otvorem s malym primérem do unaseci tekutiny, ktera je usmérnovana do
laminarniho toku. Tento proces se nazyvd hydrodynamicka fokusace a da se ménit podle
rozdilu tlaku vzorku a undSeci tekutiny. Suspenze bunék je konstantné¢ hnana do méfici
komurky, kde se prochazejici bunky ktizi s monochromatickym laserem (Kurec 2014 a Picot
etal. 2012).

2.1.2.2 Opticky systém

Opticky systém se sklada z excitacni Casti, kterou tvori laser a sbérné ¢asti, kam patii
soustava Cocek, zrcadel a optickych filtri. Béhem prichodu bun€k paprskem excita¢niho
zafeni se detekuje rozptyl zafeni a v pfipadé oznaceni bunky fluorochromem také
fluorescence. Tyto signaly poté putuji do fotodetektort, kde jsou digitalizovany. Kone¢ny
osud bunék zavisi na typu pritokového cytometru, bud’ odchazi do sbérné odpadni nadoby,
nebo se tfidi do dalSich zkumavek. Nejbéznéji pouzivanym monochromatickym zafenim je
laser, ktery vyzafi koherentni paprsek svétla specifické vinové délky. Pritokovy cytometr
muze obsahovat od jednoho do nékolika laseri a tak je schopen excitovat nckolik
fluorochromti rozdilnych absorpénich maxim najednou. Co¢ky sbiraji a usmériiuji emitované

zateni, zrcadla a optické filtry rozd€luji zachycené paprsky o riznych vinovych délkach
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(pfesnéji riznych castech spektra elektromagnetického zafeni) k vhodnému detektoru (Mandy

et al. 1995 a Picot et al. 2012 a Gilman-Sach 1994).

Zateni, které dopada na detektor (fotodiodu) piimo a linearné, je dostatecné silné,
nemusi se déale zesilovat a nazyva se Forward scatter (FS). Je to parametr urcujici velikost
Castice. Parametr urCujici granularitu castice ptedstavuje bocné rozptylené zateni dopadajici
kolmo na detektor. Nazyva se Side scatter (SS) a jeho intenzita musi byt zesilena

fotonasobi¢em (Picot et al. 2012 a Gilman-Sach 1994 a Sinkorova a Zarybnicka, 2008).

2.1.2.3 Elektronicky systém

Elektronika pratokového cytometru umozni pievést optické signaly (fluorescenci
arozptyl svétla) na elektronické signaly. Ty se nasledné zesiluji a digitalizuji. Kazda
individualni bunika poskytuje rizné parametry ziskané analyzou, které se ukladaji do tzv. List
mode file, ktery slouzi k dal§imu zpracovani. Vysledky maji vzdy grafickou a ¢iselnou
podobu, at’ uz jako jednoparametrové, dvouparametrové nebo viceparametrové histogramy,
nebo hodnoty reprezentujici zastoupeni bunék s danym markerem v procentech (Sinkorova
a Zarybnicka, 2008).

elektronicky systém

emise svétla o od-

opticky SsC S oA
lisné vinové délce

systém

pfevod optického
signalu a digitalizace
i 9 ¢ 0o &I odpad l\_, pro poéitaéovou
analyzu

laser —-—==""6__| - FCS
o | %

soustava cocek ¥ fiv, S A
“3J% pritokova komora
-0~ s nosnou kapalinou

[

hydrodynamicka relativni fluorescence

fokusace
fluidni systém

bunécéna suspenze ,‘

Obr. 1: Schéma sestrojeni pritokového cytometru. Upraveno podle: Pekar¢ikova et al.

2014.
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2.1.3 M¢érené parametry

2.1.3.1 Rozptyl svétla (Forward scatter, Side scatter)

Zakladnim principem je soucasné méteni dvou optickych parametrii. Béhem priichodu
bunky paprskem svétla dochazi k lomu paprsku a jeho rozptylu. Odrazené svétlo se déli podle
sméru a uhlu lomu na forward scatter (pfimy rozptyl) a side scatter (bo¢ni rozptyl). FS ma
lom svétla malého uhlu (0,5°- 2°) a je umérny velikosti ¢astic. Bo¢ni rozptyl ma uhel 90°
a odrazi vnitini strukturu (granularitu) buiiky. K zobrazeni téchto dvou parametrti se pouziva
dot - plot, coz je dvourozmérny graf. Tento zaznam se mtize pouzit napt. k rozdéleni bilych
krvinek, jak je vidét na obr. 2. Velké a granularni buniky maji vyss$i hodnoty SS a FS,
monocyty jsou také velké, ale jejich granularita neni tak vysokd, proto je jejich zaznam
s vysokym FS, ale niz§im SS. Mensi lymfocyty a lymfoblasty vytvaii samostatnou populaci

s niz§im FS, nejsou granularni, a proto maji i nizké SS (Jahan-Tigh et al. 2012 a Kurec 2014).
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Obr. 2: Dvourozmérny graf, tzv. dot - plot leukocytti (Abcam).

2.1.3.2 Fluorescence

Tretim méfenym parametrem je fluorescencni zafeni, které ma stejné jako SS nizkou
intenzitu, proto se musi zesilit fotondsobi¢em. Fluorescence patii mezi sekundarni zafeni, kdy
dochdzi k vyzéareni energie za velmi kratkou dobu. Tzn., po odstranéni budiciho zdroje
piestane fluorescence zafit. K vyzareni svétla dojde po pohlceni elektromagnetického zatreni

latkou. Toto elektromagnetické zafeni se nazyva excitacni, ma krat$i vinovou délku a tudiz

20



vyS$$i energii nez emitované elektromagnetické zareni (Judson a Van le, 1997 a Lakowicz
a Masters, 2008).

Fluorescen¢ni latky

Latky schopné absorpce elektromagnetického zateni a jeho nasledné emise se nazyvaji
fluorochromy (fluorofory). Spole€nou vlastnosti fluorochromii pouZivanych v pritokové
cytometrii je stejné absorpcni spektrum pro ur€ity laser, ale jiné emisni spektrum. Absorbuji
svétlo se stejnou vlnovou délkou, ale emitujici svétlo uz mé odlisnou vinovou délku. Tento
rozdil 1ze rozliSit a detekovat. S timto jevem se poji dilezity termin znamy jako Stokestv
posun, ktery je zobrazen na obr. 3, a je charakteristicky pro kazdy fluorochrom a znamena

rozdil mezi excita¢ni vinovou délkou a emisni vinovou délkou (Albani 2008).

FITC - absorbéni a emisni spektrum

I Stokes(v posun
absorbce
300 400 500 600 700
vinova délka (nmy

Obr. 3: Stokestiv posun. Prevzato z: Soukup 2004.

Znacenim bunék fluorochromy se mohou analyzovat rizné¢ buné¢né biomolekuly, jako
je DNA, RNA, proteiny, enzymy, lipidy, povrchové receptory (naptiklad HLA molekuly),
specifické DNA sekvence, intracelularni komponenty, jako mitochondrie a chromozomy.

Detekce je poté zaloZzena na separaci zafeni riznych vlnovych délek pomoci dichroickych
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zrcadel a optickych filtrii, coZ umozniuje rozliSeni riznych struktur a povrchovych markert

bunky (Durack a Robinson, 2004).

Mezi nejcastéj$i  fluorochromy pouzivané v pritokové cytometrii  patii
fluoresceinizothiokyanat (FITC), phycoerythrin (PE), Phycoerythrin-Cy5, Texas red a dalsi.
Ty mohou byt konjugovany s monoklondlnimi poptipadé polyklondlnimi protilatkami. Dale
jsou vyuzivany fluorochromy specificky se vazici na bunéfné komponenty, napiiklad
propidiumjodid (PI) a jeho kovalentni vazba na DNA. Spoleénou vlastnosti téchto
fluorochromt je jejich excita¢ni vinova délka 488 nm a zdrojem je tedy ve vétSin€ cytometrt
argonovy laser (Gilman-Sach 1994). Prutokova cytometrie se postupem let znaéné rozviji
a Vv soucasné dob¢ je mozné mefit pres 11 riznych fluorescencnich latek v jedné analyze. Tato
nova metoda se nazyva mnohobarevna prutokova cytometrie. Jeji budici systém obsahuje vice
typt lasertt a umoziuje tak soucasné vyuziti nékolika fluorochromil najednou. Ve srovnéani
s klasickou priitokovou cytometrii poskytuje mnohobarevnad pritokova cytometrie mnohem
vetsi mnozstvi informaci o analyzovaném vzorku. Je mozné identifikovat vzacné bunécné
populace, charakterizovat bunécné podskupiny a muze byt rozhodujici pro stanoveni
patogeneze slozitych imunologickych onemocnéni. Pouzivanymi lasery v mnohobarevné
prutokové cytometrii jsou naptiklad helium-neonovy laser o vinové délce 632 nm, kryptonovy
o vlnové délce 407 nm nebo laser-diodovy o vinové délce 635 nm. Fluorochromy pouzivané
pro vicebarevnou prutokovou cytometrii jsou naptiklad allophycocyanin (APC), APC-Cy5
nebo iododicarboxycyanin (Cy5) (Baumgarth a Roederer, 2000 a Ormerod 2000 a Shapiro
2005).

Ptekazkou mnohobarevné priatokové cytometrie jsou fluorescencni piesahy.
Fluorochromy totiz maji Siroka emisni spektra, proto neni vylouc¢ené jejich ptrekryvani béhem
analyzy. V dusledku téchto spektralnich prekryvii mohou vznikat komplikace v rozliseni
skutecnych populaci. Existuje vSak zptsob korekce této chyby, tzv. kompenzace, kdy se
nastavenim V softwaru matematicky odstrani tento fluorescencni piekryv (Baumgarth
a Roederer, 2000).

Intenzita emitovaného fluorescen¢niho zafeni je pfimo umérnd mnozstvi vazebnych
mist pfitomnych na bunice nebo castici urenych pro fluorescencni latku. Tzn. ¢im vice
ptitomnych vazebnych mist, tim je intenzita fluorescence vyssi (Baumgarth a Roederer,
2000).
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2.14 Analyza dat

Data uloZena v prubéhu méfeni v List mode file, jsou ptipravena k dalsi analyze.
Kjejich zobrazeni se pouzivaji ruzné grafické zaznamy — jednoparametrove,
dvouparametrové histogramy nebo také 3D zobrazeni zakladnich parametri — napiiklad
rozptyl svétla a fluorescence (Pedreira et al. 2013). Jednoparametrovy histogram zobrazuje
intenzitu signalu v redlném case, kdy je na osu x vynesena intenzita signalu a na osu y
mnozstvi bun€k. Jednoparametrovy histogram se vétSinou pouziva pro zobrazeni intenzity
fluorescence v jedné roving, bud logaritmické nebo linearni $kale. Pro slozitéjsi analyzy
heterogenni bunécné populace se pouzivaji dvouparametrové dot - plot histogramy, kdy na
ose X je vynesena intenzita jednoho signalu a na ose y intenzita druhého signalu. Kazdy bod
vyneseny V tomto histogramu ptedstavuje konkrétni buniku. Hustota bodl v histogramu urcuje
mnozstvi pritomnych bunék (tzv. dot — plot histogram). V multiparametrové analyze je mozno
selektovat heterogenni bunéénou populaci na zakladé dvou parametra (velikost, granularita)
a déle je mozno je rozlisit diky expresi dalSich markera. Tato selektivni analyza a zobrazeni
konkrétni cilové populace se nazyva gating. Umoziiuje rychlou a objektivni analyzu bungk,
aniz by musely byt fyzicky izolovany (Gilman-Sach 1994). Timto zpGsobem ziskame
z klasického dvouparametrového bodového grafu az péti-dimenziondlni vizualizaci

(Chattopadhyay a Roederer, 2012).
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Obr. 4: A - klasicky 1D histogram, B - 2D histogram, C — 3D histogram s pouzitim
dvou svételnych parametrd spojenych s tretim parametrem (CD45 intenzita fluorescence).

Upraveno podle: Pedreira et al. 2013.
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2.1.5 Vyuziti v klinické praxi

Prutokova cytometrie je velmi vSestranna metoda analyzy bun¢k pouzivana napfic
riznymi obory. Nejvétsi uplatnéni nachazi v klinické imunologii, hematoonkologii, nddorové
biologii a molekularni biologii. V nadorové a molekuldrni biologii se pouziva napiiklad
k analyze bunééného cyklu, detekci apoptozy, sledovani pruniku 1é¢iv do bunék, stanoveni
nukleovych kyselin, stanoveni ploidie. V nasledujicim pfehledu budou zminény jen nckteré
Z nejpouzivangjSich metod tykajicich se nadorové biologie (van den Engh 1993). Coz se tyka
prevazné studia apoptdzy, které je v poslednich letech pfedmétem velkého zajmu. Pochopeni
a vyuziti tohoto fyziologického procesu tkvi v modulaci mechanismii kontrolujicich apoptozu
a tedy mozny zplsob 1écby nadorovych onemocnéni, at’ uz spontann¢ nebo lé¢bou navozena

apoptoza v nadorech (Eckschlager et al. 1999).

2.1.5.1 Analyza zmény optickych vlastnosti buiky

Nejjednodussi pouziti pritokové cytometrie V rozliSeni apoptdzy a nekrdzy jsou praveé
optické vlastnosti. V pocatecnich fazich apoptdzy se buiika postupné zmensuje, zatimco
membrana ziistava celistva. K nekroéze dochazi po selhani membranové integrity. V disledku
bunéénych zmén u apoptozy FS klesd, protoze se cytoplasma smrstuje, zatimco SS stoupa
diky fragmentaci jadra. Po n¢kolika hodindch dochéazi k poklesu obou parametri v disledku
vzniku apoptotickych télisek (Darzynkiewicz et al. 1992). U nekrdzy dochazi k poc¢ateénimu

vzestupu FS i SS nasledovan rychlym poklesem obou parametrt (Dive et al. 1992).

2.1.5.2 Analyza kondenzace chromatinu a propustnosti buné¢né membrany

Pritokovou cytometrii se mize kvantitativné hodnotit rychlost pfijmu a uchovani
nékterych barviv u apoptotickych a nekrotickych bunék. V zavislosti na propustnosti
plasmatické membrany zivych, mrtvych a apoptotickych bunék a tedy vstup a vazba barviv
jako je PI, ethidium bromid (EB) nebo Hoechst-33342 na DNA, je mozné tyto bunky rozlisit.
Po vstupu PI do nekrotickych bun€k neni vyloucen, ale vaze se na DNA a zptsobuje vznik
cervené fluorescence nekrotického jadra. Apoptotické bunky PI vylouci a neobarvi se. Vitalni
bunky pfijimaji Hoechst-33324 a to vytvaii modrou fluorescenci buné&éné DNA. Takto je
mozné rozliSit vitdlni buiiky vykazujici modrou fluorescenci, nekrotické buiiky s ¢ervenou
fluorescenci a apoptotické buiiky s Zadnou nebo velmi slabou ¢ervenou fluorescenci (Pollack

a Ciancio, 1991, Dive et al. 1992).
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2.1.5.3 Analyza zmény asymetrie a propustnosti bunééné membrany

Zivé neporusené buiiky maji v bunééné membrané fosfolipidy usporadany tak, Ze
fosfatidylcholin a sfyngomyelin jsou na vnéjSim povrchu a fosfatidylserin (PS) na vnitinim.
Béhem apoptdzy se plasmatickd membrana méni, resp. méni se jeji povrchové struktury, kdy
dochazi k externalizaci PS (Eckschlager et al. 1999). Tento jev se vyuziva k prikazu
apoptotickych bunék interakci s Annexinem V, ktery se pravé vaze na PS vV pfitomnosti
vapenatych iontt (Andree et al. 1990 a Tait et al. 1989). Pouzitim Annexinu V zna¢enym
fluoresceinem v kombinaci s PI se daji rozlisit zivé, apoptotické a nekrotické burnky (Van
Engeland et al. 1996 a VVan den Eijnde et al. 1997). Annexin V je protein, ktery ma vysokou
afinitu k fosfolipidim, v tomto piipad¢ k fosfatidylserinové struktute. Proto jeho vazbou
ziskame ptehled o populaci apoptotickych bunék, jelikoz na zivé se navdzat nemize, protoze
neni schopen proniknout pies fosfolipidovou dvouvrstvu. Barvenim Annexinem V zna¢enym
fluorescen¢nim barvivem v kombinaci s PI je mozné rozlisit az ¢tyfi populace bunék: Zivé
bunky (Annexin V a PI negativni), apoptotické (Annexin V pozitivni a PI negativni), v pozdni
fazi apoptdzy (Annexin V a PI pozitivni) a nekrotické (Annexin V negativni a PI pozitivni)
(Van Engeland et al. 1998).

2.1.5.4 Analyza zmény mitochondrialniho potencialu bunky

Tvorba a otevieni porii zpusobi asymetrické rozdéleni protont a dalSich iont na obou
stranach vnitfni mitochondridlni membrany a tim dochdzi ke zméné mitochondridlniho
membranového potencialu (Martinou 1999). Vnitini strana vnitini mitochondrialni membrany
je nabita zaporn¢ a tak se kationtové lipofilni fluorochromy dostavaji do matrix mitochondrii
a tam se hromadi (Kroemer et al. 1997). Znakem c¢asné faze apoptozy je ztrata
mitochondrialniho potencialu a tim i nemoznost piestupu fluorochromi do matrix
mitochondrii (Marchetti et al. 1996). K analyze zmény mitochondridlniho potencialu se
pouziva nékolik typt lipofilnich kationtovych fluorochromt napt.: rhodamin 123, JC-1
(3,3-tetraethylbenzinimidazolcarbocyanine jodid), DiOC6 (3,3‘-dihexyloxacarbocyanine
jodid) (Kroemer et al., 1997). Zivé metabolicky aktivni buiiky inkubované s témito barvivy
propousti fluorochromy do matrix mitochondrii a intenzita zafeni zvoleného fluorochromu
odrazi zménu membranového potencidlu. Rhodamin 123 v kombinaci s Pl je schopen rozlisit
Zivé a apoptotické buiiky. Vazbou fluorochromu JC-1 na mitochondrie je detekovan posun

barvy fluorescence ze zelené, kterd je charakteristickd pro jeho monomerni strukturu na
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oranzovou, charakterizujici jeho agregaci v mitochondriich viabilnich bunék (Vermes et al.

2000).

Mezi U¢inn¢jsi metody prikazu apoptotickych bunék se tadi ty, které hodnoti

fragmentaci DNA (Huang et al. 2005).

2.1.5.5 Stanoveni bunék sub G0/G1 analyzou bunééného cyklu podle obsahu DNA

Charakteristickym rysem apoptdzy je fragmentace DNA. Aby byl tento rys apoptozy
detekovan, je potieba Vv prvni fazi permeabilizovat bunéénou membranu bunék. K tomu se
pouzivaji ruzné¢ detergenty, naptiklad ethanol, methanol nebo aceton. V disledku
permeabilizace dochdzi k tiniku fragmentované DNA z bunky a vysledkem je populace bunék
se snizenym obsahem DNA - sub GO/Gl (subdiploidni obsah DNA). Po obarveni
interkala¢nimi ¢inidly jako je PI ziskdme profil prezentujici bunky v G1, Sa G2/M fazi
a apoptotické bunky piedstavujici sub GO/GI pik, ktery se nachazi na levé strané histogramu
(Gong et al. 1994 a Darzynkiewicz et al. 1997). V pozdé&jsi fazi apoptdézy dochazi k tplné
ztraté DNA v disledku tvorby apoptotickych télisek obsahujicich fragmenty chromatinu
(Halicka et al. 2000). Vzhledem k méfeni obsahu DNA muze tento piistup ukazat faze
bunécného cyklu normalnich bun¢k a tim odhadnout podil bunék v jednotlivych fazich
bunééného cyklu stejné dobie jako kvantifikace apoptotickych bunék v sub G1 piku. Obecnou
vyhodou je jednoduchost a nizké naklady na danou metodu (Bruno et al. 1992 a Halicka et al.
2002). Nevyhodou je, ze sub GO/G1 apoptoticky pik nemtize byt pouzit jako jediny marker
apoptdzy, protoze k fragmentaci DNA nemusi dojit vyluéné pii apoptoze (Darzynkiewicz et
al. 2001).

2.1.5.6 TUNEL assay

TUNEL je zkratka pro cely nazev (TdT-mediated dUTP Nick End Labeling)
(Heatwole 1999). Tato metoda je dle nékterych literarnich zdrojt nejpouzivanéjsi z metod pro
studium apoptdzy. Je zalozena na specifické vazb& nukleotidu dUTP znaCené¢ho biotinem
nebo  fluoresceinem na 3’0OH  konce fragmentované DNA  za  katalyzy
deoxynukleotidy-ltransferazy. Pokud je nukleotid znaCen biotinem, detekuje se pomoci
avidin-peroxidasy (Gavrieli et al. 1992). Nevyhodou této metody je naro¢né zpracovani
a zdlouhava manipulace se vzorky. TUNEL assay muze byt pouZzita nejen pro suspenzni
bunky péstované v kultufe, adherentni bunky, ale i pro tkanové fezy. Metoda je také velmi

spolehliva v porovnani s jinymi metodami (Huerta et al. 2007).
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2.2 Vliv cytotoxickych a cytostatickych latek

2.2.1 Mechanismy poSkozeni jaderné DNA

Chemoterapeutika a klasickd cytostatika navozuji genotoxicky stres poskozenim
molekuly jaderné DNA. Nejcastéjsi typy poSkozeni DNA zahrnuji poskozeni bdzi, vznik
abazickych segmentl, jednoduché a dvojité zlomy DNA (single-strand break — SSB,
double-strand break — DSB). Prvni reakci na poskozeni DNA je zastava bunééného cyklu
a aktivace opravnych procestt DNA. Pokud je poSkozeni ptili§ velké nebo dochazi k selhani
reparacnich procesi, nastava nejcastéji smrt bunky. K indukci programované bunécné smrti
(apoptozy) dochazi nasledkem hromadéni velkého poctu neopravené DNA doprovazené
kolapsem mitozy a aktivaci intracelularnich signalnich proteind. Dnes je jiz dobfe znamo, Ze
v prubéhu bunécného cyklu zivocisSnych bun€k dochézi k pravidelnym kontrolam integrity
DNA v kontrolnich bodech (checkpoints). Tyto body se nachazi mezi fdzemi G1 a S (GI1-S
checkpoints), po dokonceni syntézy DNA (S-G2 checkpoint) a mezi fazemi G2 a M (G2-M
checkpoint). Aby mohl byt zahajen striktné¢ regulovany d¢j reparace DNA, dochézi k zastavé
bunééného cyklu v téchto kontrolnich bodech. Zastavu bunécéného cyklu tidi specifické
proteiny. Stabilizaci transkripéniho faktoru tumor-supresorového proteinu p53 se zastavi
bunéény cyklus v bodé G1-S a aktivaci kinaz CHK1/CHK?2 se zastavi v bodé¢ G2-M (Klener
a Klener, 2013). Nejznaméjsi chemoterapeutika (cytostatika) pouzivana k terapii nddorovych
onemocnéni obsahuji chemické slouceniny na bazi platiny, jako je napf. cisplatina nebo jeji
analog, karboplatina (Helleday et al. 2014). Cisplatina je chemoterapeutikum, které se
pouziva v 1écbé cel¢ tfady karcinomi, napiiklad karcinom varlat, vajecniki, mocového
méchyte, délozniho Cipku nebo karcinomu plic. Hlavnim mechanismem protinddorového
ucinku je interakce s DNA a vznik kovalentni vazby mezi chemoterapeutikem a purinovou
bazi. Tim vznikaji vnitrofetézcové a mezifetézcové kroslinky, zabranujici oddaleni fetézct pti
replikaci. Expozice bunék cisplatiné vede k zastave jejich bunééného cyklu v S, nebo G2 fazi,
¢imz kazda jednotliva bunka ziska Cas pro adekvatni opravy zminéného poskozeni DNA.
Prilis velké poskozeni, které buiitka nedokdze béhem zastavy bunécného cyklu opravit, vsak

vede k bunécné smrti prostiednictvim apoptotického mechanismu (Ho et al. 2003).
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Obr. 5: Typy poskozeni DNA. Upraveno podle: Helleday et al. 2014.
2.2.2 Typy reparace DNA

2.2.2.1 Nehomologni spojovani koncii (NHEJ)

zpusobit celd fada Cinitell, jako ionizujici zafeni, chemoterapeutické latky, ale také nékteré
endogenni vlivy. Pokud takto poSkozend DNA neni opravena pted replikaci nebo mitozou,
mohou tyto zlomy indukovat apoptdzu. Pokud jsou zlomy nespravné opraveny, maji potencial
pro vznik chromozomalnich translokaci a genomové nestability. Mechanismem opravy DNA
pomoci NHEJ je ptimé spojeni rozlomenych koncii DNA. Této opravy se Ucastni proteiny
DNA-dependentni proteinkinazy (DNA-PK), XRCC4, DNA-ligizy IV a heterodimery
Ku70/80 (Klener a Klener, 2013).

2.2.2.2 Homologni rekombinace (HR)

HR je na rozdil od NHEJ velmi pfesnym mechanismem opravy DNA. HR je
predominantn¢ aktivovana spolu se zastavou bunék v Sa G2 fazi bunécného cyklu.
Mechanismus je ptesny diky pouziti sesterské chromatidy jako templéatu pro piesnou opravu
poskozené DNA. Celého procesu se Ucastni multiproteinovy komplex obsahujici BRCAI,
BRCA2, RADS51, RADS2, RAD54, XRCC2, XRCC3 a dalsi molekuly (Vriend a Krawczyk,
2017).

2.2.2.3 DNA mismatch repair (MMR)
MMR systém ma vyznamnou roli v korekci spravného péarovani bazi béhem replikace
a rekombinace, které unikly opravnym mechanismim. Dal§im dilezitym ukolem MMR je

oprava inzerce nebo delece smycek (IDLs — inzertion/deletion loops), které vznikaji na
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zakladé ,,prokluzu® polymeraz béhem replikace. MMR mechanismus pracuje na zakladeé tii
krokti. Prvnim krokem je rozpoznani Spatného sparovani bazi, dale dochazi k degradaci ¢asti
fetézce a vznik mezery a ndslednd oprava mezery a resyntéza DNA. MMR proces je

zprostfedkovan dvéma hlavnimi proteinovymi komplexy MutS a MutL (Dexheimer 2013).

2.2.2.4 Base excision repair (BER)

BER je odpovédny za opravu bazi DNA. Je to vysoce koordinovany proces n¢kolika
po sobé jdoucich enzymatickych reakci. Primarné dochazi k odstranéni poSkozenych bazi
specifickymi glykosyldzami, ¢imz vznikne abdzické misto. Nasledné zpracovani konct

zlomeného vlakna, syntéza DNA a ligace (Dexheimer 2013).

2.2.2.5 Nucleotide excision repair (NER)

NER je vysoce univerzalnim reparatnim mechanismem schopnym rozpoznat
a odstranit celou fadu rozmérnych 1ézi narusujicich Sroubovici DNA. Mezi nejvyznamnéjsi
1éze patii pyrimidinové dimery nebo vnitrofetézcové piicné vazby. Mechanismus NER
zahrnuje nékolik krokli. Rozpoznani 1éze, otevieni DNA Sroubovice kolem mista 1éze,
nasledné odstranéni kratkého jednovldknového segmentu poskozené DNA a konecnou

syntézu sekvence a jeji ligaci (Dexheimer 2013).
2.2.3 Programovana bunééna smrt

2.2.3.1 Apoptoza

Programovand bunécna smrt je zakladni bunéény program, ktery je vlastni kazdé
buiice lidského téla (Fulda 2015). Termin apoptdza jako programovand bunéénd smrt byl
poprvé pouzit v roce 1972, 1 kdyz naznaky tohoto procesu a urcité komponenty byly popsany
o mnoho let diive. Apoptdza je fyziologickym procesem doprovéazejicim vyvoj i starnuti
organismu a je nezbytnd pro udrzeni bunécnych populaci v tkanich. Apoptéza je také
dilezitym obrannym mechanismem, ktery hraje dtlezitou roli U imunitnich reakci bunécné
imunity a mechanismt eliminace bun¢k. Ackoli existuje Siroka Skala podnétd, jak
fyziologickych, tak patologickych pro zahdjeni apoptdzy, ne vSechny buiky reaguji na
podnéty stejné. Ackoli ionizujici zatfeni nebo Iéky pouzivané v chemoterapii poskozuji DNA
ve vSech buiikach, nékteré typy bunék vykazuji rezistenci k aktivaci apoptozy. Neékteré
hormony, napftiklad kortikosteroidy zptsobuji apoptézu u thymocytt, avsak jiné typy bunck
nejsou timto proapoptotickym ucinkem ovlivnény (Elmore 2007). Apoptéza tedy hraje

klicovou roli jak ve fyziologickych procesech, tak i v riznych patologickych stavech.
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Homeostaza tkani je tak udrzovana jemnou rovnovahou mezi bunéénou smrti na jedné strané
a proliferaci bun¢k na druhé strané. Piipadné zmény v této rovnovaze jsou zakladem pro

vznik mnoha onemocnéni (Fulda 2015).

Spole¢né s procesem fizené bunééné smrti mechanismem apoptdzy je potieba
rozliSovat mechanismus nekontrolovaného zaniku bunky, ktery je oznaCovéan jako nekrdza.
Zajimavosti je, ze v n¢kterych ptipadech proces smrti urcuje typ nebo stupenn podnétti. Nizké
davky rtiznych skodlivych stimuld, at’ uz je to teplo, radiace, chemoterapeutika, mohou
indukovat apoptézu, ale tyto stejné podnéty mohou vést pifi vysSich davkach k nekroze

(Elmore 2007).
Morfologické znaky apoptozy

Béhem apoptozy dochazi k typickym morfologickym zménam. Casnou apoptézu
charakterizuje smr$tovani, buiiky jsou tedy mensi, cytoplasma se zhustuje a organely jsou
chromatinu. Dale nastava blebbing membrany (vackovité vyrustky z membrany) doprovazeny
oddélenim bunécénych fragmenti formujicich se do apoptotickych télisek. Apoptoticka téliska
obsahuji cytoplasmu s organelami a jaderné fragmenty. Bud’ mohou, anebo nemusi byt
pritomny. Integrita organel je stale zachovdna uzavienim intaktni plasmatické membrany,
jejiz molekularni zmény tzv. ,eat me‘ signaly, jsou duilezité pro zahajeni fagocytdzy in vivo.
Apoptotickd teliska jsou nésledné fagocytovana makrofagy bez zndmek zanétlivych reakci

(Hacker 2000).
Mechanismus apoptozy

Programovand bunéfna smrt je velmi slozity proces, ktery probihda na zakladé
kaskadovitych molekularnich reakci. Jeji mechanismus se skldda ze dvou piisné regulovanych
hlavnich apoptotickych cest: vnéj$i receptorovd drdha a wvnitini mitochondridlni dréha.
Existuje vSak jeSté perforin-granzymova draha zprostfedkovand cytotoxickymi T-bunikami

(Elmore 2007).
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Vnéjsi cesta aktivace apoptozy

Vnéj$i cesta pienasi signaly z vné&jSiho prostfedi do intracelularniho prostiedi pro
zahdjeni apoptozy. Receptory lokalizované v ramci bunécného povrchu jsou integrovany do
plazmatické membréany a aktivovany po interakci s jejich pfirozenymi ligandy. Tyto receptory
smrti jsou napi. Fas receptor (znamy také jako CD95 nebo Apol), DR4 a DR5 nebo TNFR-1
a TNFR-2, jejich odpovidajici receptorové ligandy jsou FasL, TRAIL ligand (apoptozu
indukujici ligand souvisejici s TNF) a TNF (tumor nekrotizujici faktor). Pro zahajeni
apoptozy je potieba simultanni vazba alespon tii ligandi. Vazba receptoru s ligandy vede
k oligomerizaci receptorti smrti a nasledné k prevedeni navazanych ligandovych molekul do
intracelularniho prostoru, které s pro-kaspazou-8 vytvori DISC komplex (death-inducing
signaling complex). Uvniti tohoto komplexu poté dojde K proteolytickému Stépeni
pro-kaspazy-8 na kaspazu-8. Kaspaza-8 pak miZze piimo aktivovat dal§i kaspazy, jako
kaspdzu-3, nebo nepiimo iniciovat aktivaci vnitini mitochondridlni cesty prostfednictvim
proteolytického $tépeni Bid na zkraceny (truncated) tBid (pro-apoptoticky ¢len rodiny Bel-2
proteinl). TBid se poté piemisti na vnéjSi mitochondridlni membranu, kde zpisobi jeji
permeabilizaci a uvolnéni molekul cytochromu ¢, AIF (apoptoézu indukujici faktor), EndoG
(endonukleazy G), prostfednictvim interakce s dalSimi Bcl-2 proteiny pfitomnymi na
mitochondrialni membrané (Fulda 2015 a Elmore 2007 a Fulda a Debatin, 2006 a Fickova
a Nagy, 2007).

Aktivace vnéjSi cesty mize byt také zahijena granzymy, produkovanymi
cytotoxickymi T-lymfocyty a buiitkami oznaGovanymi jako natural killer (NK). Ty se
dostavaji do cytoplasmy poéry vytvorenymi specifickymi proteiny perforiny, které taktéz
produkuji T-lymfocyty nebo NK buriky. Tato cesta iniciuje $tépeni kaspazy-3 s naslednou
fragmentaci DNA, degradaci cytoskeletu a tvorby apoptotickych télisek (Elmore 2007).

Vniti'ni cesta aktivace apoptozy

Vnitini signalni drahy zahrnuji mnoho podnétl, které nejsou zprosttedkované
receptory, ale piimo piisobi na struktury uvniti buiiky. Podnéty mohou spoustét intracelularni
signaly pozitivnim nebo negativnim zpusobem. Negativni signaly jsou zpusobeny
neptitomnosti ur€itych rustovych faktorti, hormont nebo cytokind, coz mize vést k selhani

procesu potlaceni apoptdzy a tim jeji spuSténi. Podnéty zplisobené pozitivnimi signaly jsou
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zafeni, toxiny, hypoxie, virové infekce, vysoké koncentrace vapniku nebo volné radikaly

(Elmore 2007 a Jayakiran 2015).

Tyto podnéty findlné zplsobi zmény ve vnitini mitochondridlni membrané, dojde ke
zvySené permeabilit¢ membrany a tvorbé por, coz vyusti ve ztrdtu mitochondridlniho
transmembranového potencidlu. Disledkem je uvolnéni pro-apoptotickych proteint, jako je
cytochrom ¢, SMAC (second mitochondria-derived activator of caspases)/DIABLO (direct
inhibitor of apoptosis (IAP)-binding protein), AlIF, EndoG, CAD (caspase activating DNAse)
a serinové proteazy HTRA2/OMI z mitochondrie do cytosolu a tyto nasledné aktivuji kaspazy
zahrnuté v mitochondridlni drdze apoptézy. Na molekuldrni Grovni se cytochrom c vaze na
Apaf-1 (apoptic protease activating factor-1), tim umozni vazbu Apaf-1 spole¢né s ATP
a prokaspazou-9 za vzniku apoptozému. V tomto komplexu se prokaspaza-9
autoproteolyticky aktivuje a je schopna dale aktivovat dalsi kaspazy-3, -6 a -7. Proteiny
SMAC/DIABLO a HTRA2/OMI podporuji apoptézu inhibici IAP proteint (inhibitor of
apoptosis proteins). AIF je transportovana do jadra, kde puasobi fragmentaci DNA
a kondenzaci chromatinu. Endonukleaza G spole¢né $té€pi chromatin na oligonukleosomalni
fragmenty. Nasledné je z mitochondrie uvolnéna deoxyribonukledza oznafovana jako
caspase-activated DNase (CAD), ktera se premisti do jadra, kde je soucasné aktivovana
kaspazou-3, coz vede k oligonukleosomalni fragmentaci DNA a pokrocilé kondenzaci

chromatinu (Elmore 2007 a Fickova a Nagy, 2007)

Cely tento proces kontroluje skupina apoptotickych proteinti z rodiny Bcl-2. Bcl-2 je
skupina protoonkogent, které byly poprvé objeveny v souvislosti s lymfomem B-bunék
a odtud nazev Bcl-2 (B-cell lymphoma 2). Tato rodina se sklada z pro-apoptotickych
a anti-apoptotickych ¢lentt zodpovédnych za propustnost mitochondrialni membrany.
Pro-apoptotické proteiny zahrnuji Bax, Bak, Bok/Mtd a Bcl-xs a jejich role je v podpoie
uvoliovani cytochromu c¢ z mitochondrii. Mezi anti-apoptotické patii samotny Bcl-2, dale
Bcl-x., Bcl-w, Mcl-1, Al/Bfl-1, Boo/Diva, Nrf-3 a Bcl-B. Jejich funkci je blokace
pro-apoptotickych proteini a zamezeni aktivace apoptdzy. Prevladajici skupina proteinti

rozhodne o dal§im osudu buiiky (Cory a Adams, 2002 a Gross et al. 1999).

NejcCastéjsi pri¢inou aktivace vnitini cesty apoptodzy je pusobeni genotoxickych agens
(reaktivni formy kysliku, cytostatika, ionizujici zareni), kdy dochazi k poskozeni DNA

a nasledné aktivaci proteinu p53 jeho fosforylaci. Aktivovany protein p53 se vaze na DNA na
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specifickych regula¢nich mistech a indukuje transkripci pfisluSnych gent, napiiklad vyse

zminénych pro-apoptotickych gent rodiny Bcl-2 (Tintéra et al. 2010).
Finalni draha

Vnéj$i a vnitini cesta apoptdzy je konecna po aktivaci exekucnich kaspéaz. Tyto
kaspazy poté aktivuji cytoplasmatické endonukleazy, které degraduji bunéény material
procesu je kaspaza-3, kterd specificky aktivuje endonukledzu CAD. CAD zptlisobuje
kondenzaci chromatinu. Kaspaza-3 také indukuje reorganizaci cytoskeletu a formaci do
apoptotickych télisek. Posledni fazi apoptozy je fagocytarni vychytavani apoptotickych
bunék, pficemz znakem této faze je externalizace fosfatidylserinu na povrchu téchto bunck
nebo jejich fragmentl a tedy signal pro rychlé odstranéni fagocyty v organismu (Elmore
2007).
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Obr. 6: Vnéjsi a vnitini cesta aktivace apoptdzy. Upraveno podle: Ondrouskova

a Vojtések, 2007.
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2.2.3.2 Nekroza

Nekroza byla vzdy povazovana za typ nekontrolované bunééné smrti charakteristicka
rozpadem plazmatické membrany a bunéCnym kolapsem. Je ziejmé, Ze v naro¢nych
podminkédch (chemické latky, zmrazeni, rozmrazeni atd.), builky umiraji prostfednictvim
neregulovaného nekrotického procesu. Nicméné bylo zjiSténo, Ze nekréza muze byt
programovana a jeji prib¢h je charakterizovan kaskddou riiznych déji. Tedy v zavislosti na
kontextu mize byt nekroza neregulovana, nebo naopak programovana (Goldstein a Kroemer,
2007). K nekréze dochazi, pokud je mechanismus apoptozy nefunkéni nebo zablokovany. Ma
ale vyznam i v obran¢ pfed virovymi infekcemi. U nadorovych bunék mize hrat roli v jejich
usmrceni pii defektu v apoptotické draze. Problém vSak nastava pfi nekontrolovaném
vyplaveni cytosolového obsahu nekrotickych bun€k, vzniku lokélni zanétlivé reakce a tim

podpora angiogeneze a proliferace nadorovych bunék (Ondrouskova a Vojtések, 2007).

Nedavnym objevem byly klicové mediatory nekrotické smrti zahnujici RIP kindzy
(receptor interacting protein kinases), PARP1 (poly(ADP-ribose)polymerase-1), NADPH
oxidazy a kalpainy. Aktivace nekrézy miize byt zahdjena rtiznymi stimuly, naptiklad
nedostatkem ATP, pfitomnosti patogenil, ischemie tkdné¢ nebo vazbou ligandi smrti.
Interakce proteinii smrti jako jsou TNFa, TRAIL, FasL s jejich receptory vede K tvorbé
komplexu tvoifeného kaspazou-8, adaptorovym proteinem FADD (FAS-associated death
domain protein) a kindzou RIP1. Za normalnich podminek aktivni kaspaza-8 $tépi RIP1
a deaktivuje ji. Nicméné kaspazy mohou byt inaktivovany napt. virovymi kmeny. V takovych
pfipadech je formovan komplex sestavajici z kaspazy-8, FADD, RIP1 a RIP3. Nasledné
komplex RIP1-RIP3 interaguje s metabolickymi enzymy jako je fosforylaza,
glutamatamonium ligaza a glutamatdehydrogenazal a tim se zvysi oxidativni metabolismus
a zvysena tvorba reaktivnich kyslikovych radikalii. Piebytek radikali zpisobi permeabilizaci
mitochondridlni membrany vedouci k nekréze. V bunice se vSak odehravd mnoho
biochemickych zmén, které vedou k bunééné smrti, a neni tedy jasné, kterd zména je pro

bunku zasadni (Ondrouskova a Vojtések, 2007 a Ouyang et al. 2012).

2.2.3.3 Autofagie

Autofagie je bunéénym mechanismem slouzicim k intracelularni degradaci
cytoplasmatického materidlu. Autofagie pochazi z feckého ,auto“=sebe, ,,phagein*“=pojidat,
vyznamem schopnost bunky stradvit a opét vyuzit své Casti. Existuji tfi typy autofagie:

makroautofagie, mikroautofagie a autofagie zprostiedkovana chaperony. Pfi makroautofagii
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jsou organely a rozpustné bunétné materidly uzavirany do autofagozomu, ktery nasledné
fuzuje s lyzozomem a bunéény material je v ném hydrolyticky degradovan. Mikroautofagii
sdm lyzozom invaginuje malé slozky cytoplasmy. Tieti typ autofagie zprostiedkovana
chaperony rozkladd specifické proteiny, obsahujici pentapeptidovy motiv KFERQ
(Lys-Phe-Glu-Arg-GIn). Tyto proteiny se specificky vazi s proteinem LAMP2a
(lysosome-associated membrane protein 2a) a dale jsou rozpoznany molekularnimi chaperony
a tedy ptrednostné¢ degradovany. Degradované produkty jsou poté recyklovany na nové
produkty nebo zpracovany jako zdroj energie. (Mizushima a Komatsu, 2011 a Ondrouskova

a Vojtssek, 2007).

Autofagie je velmi dalezitym mechanismem pro pieziti bunck za stresovych podminek
a obdobi hladovéni. Pochopeni jejiho uplatnéni v reakci Zivocisnych bunék je ve vyvoji, kdy
je dale diskutovdna role autofagie v diferenciaci a pfestavbé tkani, ale i tloha v radmci
obranného systému pred patogeny. V n€kterych piipadech mize autofagie naopak prispét ke
vzniku nemoci, napiiklad u nddorovych onemocnéni paradoxné podporuje preziti nadorovych
bunék (Todde et al. 2009).
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Obr. 7: Odlisné typy autofagie. Upraveno podle: Mizushima a Komatsu, 2011.

2.2.4 Rezistence nadorovych bunék

V dne$ni dobé je lécba nadorovych onemocnéni na vysoké Urovni, nicméné jeji
uspésnost komplikuje rezistence na cytostatika, kterda je pricinou selhani protinadorové
terapie. Nadorové bunky jsou schopné riznymi mechanismy rezistence odolavat pusobeni
cytostatik. V pfipadé¢ odolnosti nadorovych bunék pii prvni 1é€bé se jednd o primarni
rezistenci. Sekundarni neboli ziskana rezistence vznikd aZ v pribéhu lécby. Ackoli byly
nadorové buinky pivodné citlivé na cytostatika, béhem 1écby se jejich rezistence navysila
a tim se snizila u¢innost cytostatik. Behem terapie mize dojit ke vzniku rezistence na vice
chemoterapeutik. V takovém pftipadé se jedna o mnohocetnou lékovou rezistenci (MDR —

multidrug resistence) (Noskova et al. 2000).

Mechanismy lékové rezistence jsou rtzné, napiiklad zména farmakokinetiky, kdy

dochdzi ke snizené resorpci nebo zvySenému vyluCovani cytotoxické latky. Nebo zmény
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cytokinetiky, K jejichz vzniku je potfeba rozsahla populace nadorovych bunék. Napiiklad
nadorové bunky mohou prejit do GO faze bunééného cyklu a jejich rezistence k cytostatikiim
se tak zvySi. Pokud nador stale roste, produkce takto predisponovanych bun¢k se zvySuje
azvysuji se ipocty rezistentnich bunécnych klond. Mohou se meénit hladiny enzymu
dilezitych pro konverzi cytostatika nebo jeho biodegradaci. Dalsi pti¢inou vzniku rezistence
mize byt omezeni pruniku latky bunéénou membranou. ZvySena rychlost opravy DNA nebo
poruchy apoptozy zptusobené vyssi expresi anti-apoptotickych molekul (Bcl-2, Belx, Mcl)
nebo inaktivaci pro-apoptotickych efektort (p53, Bax, Fas) patii mezi Casté pri¢iny primarni

rezistence (Klener a Klener, 2010).

MDR je definovana jako rezistence na vice chemoterapeutickych latek s odlisnou
strukturou a mechanismem uc¢inku. MDR je nejvyznamnéj$i pficinou netcinnosti rtiznych
chemoterapeutik a méa zasadni vyznam pro vznik a Sifeni nadorovych metastaz. Ke vzniku
MDR pfispivd napf. ATP-dependentni transportéry (ABC transportéry). Zejména
p-glykoprotein, ktery exportuje 1é¢ivo z buriky. Nasledkem je tak nizka akumulace 1éCiva
v bunice. S MDR je spojeno vice proteini: multidrug resistence associated protein (MRP)
nebo lung resistence related protein (LRP). Bylo zjisténo, Ze s vyssi expresi téchto proteinti
souvisi pravé vznik rezistence nadorovych bunék. MDR vznikd také na zakladé poskozeni
cilové struktury 1é¢iva, zmény v opravnych procesech DNA nebo zmény detoxikacnich drah

buiiky (Wu et al. 2014 a Klener a Klener, 2010 a Noskova et al. 2000 a Szakacs et al. 20006).

2.3 Vybrané isochinolinové alkaloidy

Vyuzivani ptirodnich produkti pro I1ékaiské a terapeutické ucely se stava stale vice
populérnim. Lécivé rostliny jsou zdrojem mnoha biologicky aktivnich latek, které se mohou
vyuzivat ve vyzkumu a vyvoji 1éCiv. Mezi nejvice pouzivané latky patii alkaloidy. Jsou to
velmi silné terapeutické latky pfirodniho plvodu s Casto vyznamnymi farmakologickymi
ucinky ptsobicimi na Clovéka i na zvirata. Isochinolinové alkaloidy patii do velké skupiny
dusikatych sloucenin a jejich pocet se neustale rozrista spolu s nové objevenymi zastupci
a semisyntetickou modifikaci pifirodné se vyskytujicich prekurzoru. Alkaloidy jsou
sekundarnimi metabolity rostlin a vykazuji fadu G¢ink, jako jsou antivirové, antimikrobialni,
se rozd€luji do neckolika hlavnich skupin: aporfinové alkaloidy, protopinové alkaloidy,
protoberberinové alkaloidy, phthalideisochinolinové alkaloidy, benzofenanthridinové

alkaloidy, benzylisochinolinové alkaloidy, morfinanové alkaloidy
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a spirobenzylisochinolinové alkaloidy. Aporfiny, benzylisochinoliny a protoberberiny maji
vyS8i cytotoxicitu neZ jiné typy isochinolinovych alkaloidid (Rahman a Choudhary, 1998
a Iranshahy et al. 2014 a Wang a Chen, 2013). Jako modelova agens se V této praci pro danou

problematiku rozeberou tyto ¢tyfi: chelidonin, homochelidonin, berbamin a bersavin.

2.3.1 Benzofenanthridinové alkaloidy

Kvarterni benzo[c]fenanthridinové alkaloidy patii do skupiny isochinolinovych
alkaloidi Siroce distribuovanych v rostlinné c¢eledi makovitych (Papaveraceae) a také
castecné v Celedi zemédymovitych (Fumariaceae) a rourovitych (Rutaceae) (Sandor et al.
2016).

Chelidonium majus (VIastoviénik vétsi) obsahuje fadu isochinolinovych alkaloidi
protopinové, protoberberinové a benzofenanthridinové struktury. Hlavnimi alkaloidy
vyskytujicimi se ve stonkové Casti rostliny jsou chelidonin, berberin a koptisin, zatimco
vV kofenové ¢asti dominuji sanquinarin a chelerythrin (Colombo a Bosisio, 1996).
Vlastovicnik patii do celedi makovitych a je povazovan za dulezitou léCivou rostlinu
S protinddorovymi vlastnostmi. Tyto protinddorové vlastnosti zajistuji pravé isochinolinové
alkaloidy. U benzofenanthridinovych alkaloidt byla prokdzana blokace proliferace u nékolika
transformovanych nebo malignich bun&énych linii riiznymi cytotoxickymi mechanismy. Rada
z téchto zajimavych sloucenin prokazala riznou aktivitu vV poskozeni intracelularnich buné€k s

navozenim apoptdzy bez poskozeni jaderné DNA (Noureini a Esmaili, 2014).

2.3.1.1 Chelidonin

Chelidonin (obr. 8) byl izolovan z Chelidonium majus. Z hlediska struktury je
methoxyderivaitem  benzofenanthridinu s pfitomnosti ~ dvou  methylendioxyskupin
a methylovych skupin vazanych na dusikovém atomu (Stan¢k, 1957). Je znam svym Sirokym
spektrem farmakologickych uc¢inkl. Je silnym analgetikem, pouziva se proti spasmim, ma
antibakterialni, antivirové, antimykotické a antioxida¢ni U¢inky a také pisobi inhibici
acetylcholinesteraz a butyrylcholinesteraz. V posledni dobé byla rovnéz zjisténa jeho
cytotoxicka a antiproliferativni aktivita a indukce apoptozy v rliznych leukemickych liniich
(Havelek et al. 2016). Jeho cytotoxicky ucinek byl zkouman na mysich zdravych slezinnych
bunikach a leukemickych bunikach L1210 a bylo zjiSténo, ze cytotoxicky plisobi pouze na
maligni buiiky. Chelidonin indukuje zastavu bunééného cyklu a aktivaci stresem aktivované

proteinové kindzy, to dale vede k inhibici polymerace tubulii, naruseni struktury mikrotubull
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vbuice a nasledné k apoptoze (Panzer et al. 2001). Diky terapeutické ucinnosti
s minimalnimi vedlej$imi ucinky na zdravé bunky se chelidoninu dostava vyssi pozornosti
Vv oblasti vyzkumu 1€ka proti rakoviné (Téborska et al. 1995). AvSak omezujicim faktorem
V jeho pouziti je jeho nizkd rozpustnost ve vodé, coz znaéné¢ omezuje jeho biodegradabilitu
Vv oblasti nddoru (Paul et al. 2012). Dnes se jiz tento problém fesi biologicky odbouratelnymi
nanocasticemi, které funguji jako nosice 1é¢iv (Vasir a Labhasetwar, 2007 a Kumari et al.
2010). Cilem jedné studie bylo porovnani terapeutické ucinnosti volného chelidoninu (FC)
a nanochelidoninu (NC) proti hepatocelularnimu karcinomu (HepG2). Vysledkem byl silngjsi
apoptoticky ucinek NC nez FC, také vyssi blokace HepG2 bunék v G2/M fazi. ZvySena
exprese p53, Bax, Bcl-2, cytochromu c, Apaf-1, kaspazy-9 a kaspazy-3 potvrdila vyssi
protinadorovy potencial NC nez FC. RovnéZz byla prokazana vyssi dostupnost a distribuce
Vv tkdnich aniz by byla vyvolana toxicita u mysi. NC miiZe na rozdil od FC pronikat do
mozkové tkan€, coz naznaCuje mozny protinadorovy potencial v onkologii nadortt mozku
(Paul et al. 2013). Velmi silny antiproliferativni U¢inek chelidoninu byl ovéfen také na
lidskych nadorovych bunkach adenokarcinomu prsu MCF-7, kdy jasné morfologické zmény
ukazaly dva odlisné zpisoby bunécné smrti plsobenim riiznych koncentraci chelidoninu.
V piipad¢ nizsi koncentrace chelidoninu doslo k indukei apoptozy, vyssi koncentrace
chelidoninu vedla k indukci autofagie. Z toho je patrné, ze chelidonin je schopen stimulovat
n&kolik cest k potladeni ristu rakovinnych bun&k (Noureini a Esmaili, 2014). U¢inna indukce
apoptozy chelidoninu byla také potvrzena u studie provedené na buitkach HelLa. Chelidonin
zde indukoval apoptozu  prostiednictvim  regulace  tvorby  pro-apoptotickych
a anti-apoptotickych gent (Paul et al. 2012). Za zminku stoji i jeho schopnost pfekonat MDR
uriznych rakovinnych bunéénych liniich prostfednictvim interakce s ABC-transportéry,
CYP3A4 (cytochrom P450 3A4) a glutathion-S-transferazou indukci apoptdzy a zvySeni
cytotoxicity chemoterapeutik, zejména proti leukemickym buikam (El-Readi et al. 2013).

V odborné literatufe se objevuji pfipady nezddoucich Uc€inkl, z nichz nejcastéjSim
piipadem byla hepatotoxicita a akutni hepatitidy ve spojeni s VlaStovicnikem vetsim, ktery se
také pouziva pro podporu 1é¢by Zalude¢nich a stfevnich poruch. Experimenty na potkanech
vSak ukazaly, ze davky 50x az 100x vyssi, nez ty které se podavaji u lidi, nemély na funkci

jater vliv (Mazzanti et al. 2009).
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Obr. 8: Chelidonin. Upraveno podle: Havelek et al. 2016.

2.3.1.2 Homochelidonin

Homochelidonin (obr. 9) stejné jako chelidonin byl izolovan a popsan jako hlavni
ptirodni slozka Chelidonium majus. Strukturné je dimethoxy analogem chelidoninu (Stanék,
1957). Jsou znamy morfinu podobné, narkotické ucinky homochelidoninu a také ptsobi jako
lokalni anestetikum znecitlivujici senzitivni zakonceni nervii (Macku a Mokry, 1957). Ma
inhibi¢ni u€inek na aktivitu acetylcholinesterazy a butyrylcholinesterazy. Oproti chelidoninu
je vsak znamo mnohem méné z pohledu jeho biologickych u¢inkt. V nedavné studii byly
porovnany ucinky chelidoninu a homochelidoninu a bylo zjisténo, Ze i homochelidonin je
silnym induktorem bunécné smrti a to zejména u krevnich nadorovych bunécnych linii
(s vyjimkou erythroleukemie HEL 92.1.7. a histiocytického lymfomu U-937). Mechanismus
protinddorového uc¢inku zahrnoval interakci s tubulinem, indukci apoptdzy souvisejici
s expozici fosfatidylserinu, ztratu mitochondrialniho potencialu a aktivaci kaspaz -3/7, -8 a -9

(Havelek et al. 2016).

OH

Obr. 9: Homochelidonin. Upraveno podle: Havelek et al. 2016.
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2.3.1.3 Sanguinarin

Sanguinarin (obr. 10) je kvarternim benzofenanhridinovym alkaloidem nachéazejicim
se v mnoha ¢eledich, napiiklad Fumariaceae, Papaveraceae, Ranunculaceae nebo Rutaceae.
Pro rostlinu je tento alkaloid vyznamny v ochrané¢ pied patogennimi mikroorganismy. Jsou
znamy protizdnétlivé ucinky, antibakteridlni a antioxida¢ni aktivita. V nedavné studii bylo
zjisténo, ze sanguinarin je U¢innym inhibitorem aktivace jaderného transkripcniho faktoru
NF-kB3, jez se podili na regulaci bunécného rtistu, bunécného cyklu a apoptozy (Zdatilova et
al. 2006 a Ahmad et al. 2000). Sanguinarin siln¢ indukuje filamentaci jak u gram-pozitivnich
tak u gram-negativnich bakterii a brani bunéénému déleni inhibici cytokineze (Beuria et al.
2005). Byla zjisténa 1 protinddorova aktivita. Zajimavosti je, ze je vice toxicky pro rakovinné
buiiky v nizSich koncentracich ve srovndni s normalnimi bunkami. Proto se také jevi jako
slibny protinadorovy 1ék. Vyzkum jeho protinddorového ucinku se zamétuje pfedevSim na
schopnosti indukovat apoptézu v riznych bunéénych rakovinnych modelech. (Rahman et al.
2016). V jedné studii se vice jak na apoptozu vsak zaméfili na autofagii. Tato studie se tykala
malignich gliomu a jejich notorické rezistence K terapiim, které indukuji apoptéozu. Ukazalo
se, ze sanguinarin indukuje autofagii i apoptézu a mohl by se stat silnym chemoterapeutikem
pro lécbu malignich gliomt (Pallichankandy et al. 2015). Pozornost mu byla vénovana
I U agresivniho a obtizné 1éc¢itelného subtypu rakoviny prsu (Basal-like breast cancer —
BLBC), kde experimentalni data ukéazala, Ze by mohl byt v terapii €inny. Hlubsi analyzou
byl zjiStén zanik bunék prostfednictvim inhibice aktivace transkripéniho faktoru STAT 3
(signal transducer and activator of transcription 3), ktery jak se ukazalo, hraje vyznamnou roli
v BLBC. Déle tato data naznacovala, ze sanguinarin blokuje bunécny cyklus ve fazi G1/S,
coz vede k zastavé bunéfného cyklu v Gl fazi a vzniku apoptdzy. Nicméné dllezitym
mechanismem, jehoZ prostiednictvim sanguinarin uplatiiuje sviij protinadorovy uéinek je
inhibice enzymové aktivity dihydrofolatreduktdzy. Tento enzym se ucCastni syntézy
prekurzorG nukleovych kyselin, které jsou dulezit¢é pro proliferaci bun€k. Problém je
v supresivnim 0c¢inku na normalni bunky, dalsi studie by se tedy mohly zabyvat pouzitim

nanocastic pro snizeni vedlejsSich u¢inka sanguinarinu (Kalogris et al. 2014).
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Obr. 10: Sanguinarin. Upraveno podle: Ahmad et al. 2000.

2.3.1.4 Chelerythrin

Alkaloid chelerythrin (obr. 11) pochazi ze stejnych celedi jako sanguinarin.
V biosyntéze téchto alkaloidli jsou vychozimi aminokyselinami tyrosin a fenylalanin,
meziprodukty protopiny a dihydroderivaty, které jsou nasledné¢ oxidovany na kvarterni soli.
Chelerythrin spolu se sanguinarinem se pouzivaji jako hlavni slozky ptfipravki pro ustni
Chelerythrin ovSem vykazuje mnohem S§ir$i spektrum biologické aktivity. Véetné
protinadorové a protiplisnové, muze byt ucCinny pii 1écb¢ diabetu nebo ma ochranny ucinek
proti zalude¢nim viedim vyvolanym ethanolem a proti lipopolysacharidem indukovanému
endotoxickému $oku. Uginek proti rakoving byl studovan jak in vitro, tak in vivo v riiznych
nadorovych bunécénych liniich (Tang et al. 2017). O chelerythrinu je znamo, zZe je Siroce
pouZivanym inhibitorem proteinkindzy C, indukuje apoptézu v fadé¢ bunécnych typt.
Napftiklad Vv osteosarkomu, chelerythrin indukuje apoptdézu prostfednictvim aktivace
Raf/ MEK/ ERK, coz je signalni sit’ pro vznik rakoviny. Toto zjisténi by mohlo byt pouZzito
pro terapeutickou strategii 1écby osteosarkomu (Yang et al. 2008). Studie zamétend na bunky
hepatocelularniho karcinomu ukazala Uc¢inek chelerythrinu v indukci apoptézy inhibici
exprese Bcl-2 a aktivaci mitochondrialni drahy vedouci k apoptéze (Zhang et al. 2011).
Chelerythrin  rovnéZz indukuje apoptézu a =zastaveni bunétného cyklu u lidskych
promyelocytarnich leukemickych HL-60 bunék (Vrba et al. 2008). Je ziejmé, ze chelerythrin
se vyznacuje velkym potencidlem protinadorového charakteru, vyplivajiciho zjiz tolika

existujicich studii.
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Obr. 11: Chelerythrin. Upraveno podle: Vrba et al. 2008.

2.3.2 Bisbenzylisochinolinové alkaloidy
Tato skupina alkaloidii obsahuje vice nez 225 odliSnych slou€enin, které byly
izolovany z rtznych rostlinnych celedi, napt. diistalovité (Berberidaceae), lunoplodovité

(Menispermaceae) nebo pryskyinikovité (Ranunculaceae) (Phillipson et al. 2012).

Celedi produkujici bisbenzylisochinolinové alkaloidy jsou zndmé pro své Siroké
spektrum uc¢inkd, napf. antimikrobialni, antipyretické, protizanétlivé, protinadorové
a antimalarické. Takovymi alkaloidy jsou napiiklad berberin a berbamin (Rahmatullah et al.

2014).

2.3.2.1 Berbamin

Bebamin (obr. 12) pochazi z ¢eledi Berberidaceae, konkrétné zrostliny Berberis
amurensis (Drist'al amursky), jez se hojné vyuziva v tradi¢ni ¢inské medicing pii 16€bé zanéta
a riznych forem nadorovych onemocnéni, vcetné¢ leukémie, hepatomt, rakoviny prsu
a dalsich typt (Duan et al. 2010). Jeho protinddorova aktivita a schopnost piekondni
rezistence nadorovych bunék byla zkoumdna v mnoha studiich. Ptikladem je studie efektu
berbaminu na buniky ChR-24, které byly izolovany z lidskych rakovinnych kmenovych bun¢k
rezistentnich na rizné cytostatické latky, jako je vinkristin, daunomycin nebo aktinomycin D.
Vysledkem bylo ¢aste€né piekonani rezistence viici daunomycinu (Shiraishi et al. 1987).
Dalsi studie byla zaméfena na snizeni rezistence na adriamycin a vinkristin u nadorovych
bunéénych linii MCF-7 a KBv200. Zde bylo zjisténo, ze berbamin napomaha zvyseni
intraceluldrni akumulace adriamycinu v MCF-7 buné¢nych linii (Tian a Pan, 1997). Berbamin
také zvySil chemosenzitivitu na adryamicin u lidskych erythroleukemickych nadorovych
bunécnych liniich K562 (Han et al. 2003). Berbamin se dale jevil jako uspésné terapeutikum

pii terapii chronické myeloidni leukémie (CML), za situace, kdy se u pacienti 1é¢enych
43



cytostatikem Gleveec (Imatinib - inhibitor Ber/abl tyrosin kinaz) zacala vytvaret resistence.
Tato studie ukazuje, ze berbamin snizuje hladinu p210 Bcr/abl (jedna z variant fizniho genu
charakteristicka aberaci, tzv. Philadelpsky chromozom) onkoproteinu a zaroven u téchto
bunék indukuje apoptézu prostiednictvim drahy zavislé na aktivaci kaspazy-3 (Xu et al.
2006). Podobné pii ovlivnéni CML bunécné linie KU812, berbamin inhiboval proliferaci
bunék v zavislosti na Case a ddvce zastavenim bunécného cyklu ve fazi Gl a zaroven
indukoval apoptozu. Byla pozorovana zvySend transkripce proteini Smad3, p21 a Bax
asnizila se hladina anti-apoptotickych proteind Bcl-2 a Bcl-x. (Liang et al. 2011).
Protinaddorovy ucinek mél berbamin i na nadorovou bunécnou linii SMMC7721 lidského
hepatomu. Berbamin zde indukoval apoptézu ztratou mitochondridlniho transmembranového
potencialu a aktivaci kaspaz -3 a -9 (Wang et al. 2007). Studie zaméfena na protinadorovou
aktivitu berbaminu na bunécné linii HepG2 lidského hepatoceluldrniho karcinomu prokazala
indukci apoptdzy zvySenim hladiny pro-apoptotickych proteinti Fas a p53 zpiisobujici pokles
membranového potencialu a aktivaci kaspaz -3, -8 a -9 (Wang et al. 2009). Bylo prokazano,
7e berbamin omezuje rust bunék A549 nemalobunééného karcinomu plic in vitro a ex vivo.
Alkaloid piisobi sniZeni hladiny anti-apoptotického proteinu Bcl-2 a soucasné zvySeni exprese
pro-apoptotického proteinu Bax. Kromé toho vyznamné inhiboval migraci bun¢k A549 bez
omezeni rdstu nenddorovych bunc¢k a vneposledni fadé¢ vyznamné zvysil protinddorovy

ucinek 1éciv, jako je trichostatin A a celekoxib (Duan et al. 2010).

Z celé tady studii popisujicich cytostaticky a cytotoxicky ucinek je patrné, ze
berbamin méa opravdu velky potencidl v 1écbé nadorovych onemocnéni. Vysledky téchto

studii jsou diikazem Sirokych terapeutickych a adjuvantnich ucinkt tohoto alkaloidu.

Obr. 12: Berbamin. Pfevzato z: Host'alkova 2015.
44



2.3.2.2 Bersavin

Bersavin (obr. 13) byl nové izolovan z rostliny Berberis vulgaris (Dfistal obecny)
adosud se o ném vi jen velmi malo. Je pravdépodobné, ze vychazi z berbaminu a je
piirodnim alkaloidem Berberis vulgaris. Doposud byla testovana pouze jeho potencialni
neuroprotektivni aktivita ve form¢ inhibi¢ni aktivity viic¢i acetylcholinesterdze a bylo zjisténo,

Ze tato aktivita je vyS$$i neZ u strukturné podobného berbaminu (Host'’alkova 2015).

Obrazek ¢. 13: Bersavin. Pievzato z: Host’alkova 2015.

2.3.3 Protoberberinové alkaloidy

Protoberberinové alkaloidy jsou odvozeny od tyrosinu a ptedstavuji asi Ctvrtinu
v soucasné dob¢ znamych alkaloidi s protoberberinovou kostrou, izolované z piirodnich
zdrojl (Grycova et al. 2007). Tyto alkaloidy se nej¢asteji vyskytuji v riznych rostlinach rodu
dymnivek (Corydalis), dfistalu (Berberis), zemédymu (Fumaria), vlaStovi¢niku
(Chelidonium), vodilky (Hydrastis) (Stan¢k 1957).

2.3.3.1 Berberin

Berberin (obr. 14) je hlavni slozkou mnoha I1éCivych rostlin, spole¢nych pro
protoberberinové alkaloidy s tisiciletou historii vyuziti v tradiéni medicing. Cetnost
farmakologickych uc¢inkti vyk4dzana v poslednich dvou desetiletich pfitahuje velky zajem
védeckych a lékaiskych asociaci. Moznosti vyuziti v moderni mediciné je velké mnoZstvi.
Berberin se uplatiiuje piedevS§im v boji s bakteridlnimi prijmy, diabetem 2. typu,

kardioprotektivni nebo antidepresivni (Habtemariam 2016). Stejné jako u ptedchozich
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alkaloidli byla u berberinu prokazéana cytotoxicita. Existuje jiz mnoho studii zabyvajicich se
pusobenim berberinu na nadorové buiiky. Napiiklad ptisobeni berberinu na bunky rakoviny
prsu, vyvolalo apoptéozu bunék v zdvislosti na koncentraci a Case. Jeho ptfitomnost zvysila
produkci reaktivnich forem kysliku a tim aktivaci pro-apoptotickych signalii a souvisejici
mitochondrialni drahu apoptdzy (Xie et al. 2015). Protinadorova aktivita byla zkoumana na
lidskych nadorovych bunkach prostaty PC3 a mySich RM-1. Vysledky ukézaly inhibi¢ni
ucinky na proliferaci zavislé na koncentraci a ¢ase piisobeni. Berberin zde indukoval zastavu
bunééného cyklu ve fazi GO/G1 a néslednou apoptdézu u bun¢k PC3. Vliv koncentrace
pfiblizil mechanismus plsobeni jesté vice, protoze pii nizkych koncentracich byla zastava
cyklu indukovana ve fazi GO/G1 a pii vys$si koncentraci doslo k indukci zastavy v G2/M fazi
(Lu et al. 2015). Inhibi¢ni ucinek na proliferaci, migraci a invazi byl pozorovan u mysich
bun¢k melanomu B16. Bylo zjisténo, Ze berberin ma redukéni mechanismus na EMT (The
epithelial-mesenchymal transition) a tim inhibuje tvorbu metastaz v bunikach melanomu (Kou
et al. 2016). Vysledky v soucasné dobé naznacuji, Ze vyuziti berberinu jako u¢inného léku

proti rakoviné by mohlo byt v souc¢asné mediciné velmi rozsitené.

Obr. 14: Berberin. Upraveno podle: Lu et al. 2015.

2.3.3.2 Palmatin

Tento pomérné znadmy alkaloid se hojné¢ vyskytuje v celedich Papaveraceae,
Berberidaceae, Fumariaceae nebo Rutaceae. Vykazuje mnoho farmakologickych ucinkt
ajeho vyuziti je predev§im v tradiéni Cinské medicing, naptiklad pfi 1éCeni uplavice,
zloutenky, diabetu a revmatické artritidy (Schmeller et al. 1997 a Vrba et al. 2015). Palmatin
(obr. 15) je také zkouman pro svou potencionalni protinadorovou aktivitu. Jeho pouziti bylo
zkoumano na lidskych buikéach rakoviny prsu MCF-7, kdy bunky byly inkubovany

S palmatinem a poté ozafeny elektromagnetickym zatfenim specifické vinové délky (470 nm)
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ze svételného zdroje LED (light-emitting diode). Vysledky ukazaly, ze samotny palmatin
nemé¢l Zadnou nebo minimalni cytotoxicitu na buitky MCF-7 po inkuba¢ni dob¢ 24 hodin ve
tme. AvSak po 40 minutich vystaveni svétlu o vlnové délce 470 nm byla prokazana
vyznamna fotocytotoxicita, indukce apoptdzy a zvySené hladiny intracelularnich ROS (Wu et
al. 2016b). Stejny experimentalni princip byl aplikovan v nedavné studii na buikach HT-29
adenokarcinomu tlustého stfeva a v porovnani byla uCinnost palmatinu mnohem vyssi
u bunék MCF-7 nez u HT-29. Dlivodem rozdilu v u¢innosti palmatinu maze byt typ bunck

nebo obecné ruzna citlivost na 1éky (Wu et al. 2016a).

OCH;
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X

N¥
H,CO 7
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Obr. 15: Palmatin. Upraveno podle: Wu et al. 2016a.
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité chemikalie

RPMI 1640 medium — Life Technologies, USA

Eagle's minimal essential medium (EMEM) — Life Technologies, USA

fetalni bovinni sérum (FBS) — Life Technologies, USA

antibiotika: penicilin — streptomycin - Life Technologies, USA

trypsin - Life Technologies, USA

L-Glutamin - Life Technologies, USA

Sodium Pyruvate - Life Technologies, USA

HEPES - Life Technologies, USA

amino acids non-esentiel - Life Technologies, USA

Dimetylsulfoxid (DMSO) — Carl Roth

Destilovana voda — Lonza, Ceska republika

70% ethanol — Penta, Ceska republika

100% methanol - Sigma-Aldrich, USA

fosfatovy pufr (DPBS) — Gibco - Invitrogen

bunky linie Jurkat E6.1 - European Collection of Cell Cultures , UK

bunky linice MOLT-4 - European Collection of Cell Cultures , UK

buriky linie A549 - European Collection of Cell Cultures , UK

bunky linie MRC-5 - European Collection of Cell Cultures , UK

bunky linie A2780 - European Collection of Cell Cultures , UK

0,4% roztok Trypanové modii — Sigma-Aldrich, USA

APOPTEST - FITC kit — DakoCytomation, Dansko

Vindeliv roztok (Tris, RNaza, Triton X-100, NaCl, propidium jodid — Sigma —
Aldrich, USA)

citrat-fosfatovy pufr (192 ml 0,2 mM Na2HPO4 + 8 ml 0,1 mM kyseliny citronové,
pH=7,8

Alkaloidy studované v diplomové praci byly ziskany od pani doc. Ing. Lucie
Cahlikové, Ph.D. a pana PharmDr. Jakuba Chlebka, Ph.D., Katedra farmaceutické
botaniky a ekologie, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Univerzita Karlova.
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Testované latky byly izolovany z rostlin celedi. Latky byly poskytnuty pro
experimenty ve farmaceutické kvalité. Cistota byla kontrolovana elementarni
analyzou, 1D-, 2D-NMR spektroskopii a hmotnostni spektrometrii. Autorka dékuje za

poskytnuti latek pro experimentdlni studium.

3.2 PouZzité pristroje a pomicky
e svételny mikroskop Nikon Eclipce E200— Nikon, Japonsko
e (CO2 inkubétor
e vodni lazen
e biohazard box tiidy I1
e XCELLigence RTCA SP — Roche, Svycarsko
e RTCA software
e MS Excel 2010 — Microsoft, USA
e prutokovy cytometr CyAnTM ADP — Beckman Coulter, USA
e program Multicycle AV software — Phoenix Flow Systems, USA
e program xCELLigence software verze 1.2.1 - Roche, Svycarsko

e centrifuga

Ostatni pomiicky: automatické pipety, mikrozkumavky Eppendorf, sterilni $picky na
automatické pipety, centrifugacni zkumavky, pasteurovy pipety, E-desticky, kultivacni ldhve -
velikosti 25cm?, 75cm?, sérologické pipety jednotlivé balené o objemech 1 ml, 2 ml, 5 ml, 10

ml a 25 ml.

3.3 Bunééné kultury

Khodnoceni cytotoxické a antiproliferaéni aktivity vybranych isochinolinovych
alkaloidi byly pouZity adherentni bunky MRC-5, odvozené ze zdravych fibroblastli plicni
tkan€, nadorové buitkky A2780 karcinomu vajec¢niku a nadorové buiikky A549 adenokarcinomu
plic. Dale pak suspenzni bunky MOLT-4 a Jurkat, které jsou tvofeny =z lidskych
T-lymfocytarnich leukemickych bunék, lymfoblastti akutni T-bunééné leukemie. Bunécna
linie Jurkat se vyznacuje absenci exprese funk¢niho proteinu p53 (p53 deficient), naopak

bunécna linie MOLT-4 funk¢ni protein p53 exprimuje (p53 wild-type). VSechny bunécné
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linie pochazi z Evropské sbirky bunécnych kultur (European Collection of Cell Cultures —

ECACC, Salisbury, UK).

3.4 Pasazovani bunék a kultivaéni podminky

Béhem experimentt je nutné se o buriky v kultivaci peclive starat, tzn. ¢asta vymeéna
média podle rychlosti proliferace a nasledné rozdéleni namnozenych bunc¢k do dalSich
kultivacnich nadob. Tento proces se nazyva pasazovani a provadi se piiblizné¢ 2 x tydné.
Velmi dualezitym aspektem pii kultivaci bunéénych linii je pouziti spravného a piedem
optimalizovaného média pro dany typ bunék. Bunky MRC-5 byly kultivovany v médiu
EMEM obohaceném 10% fetalnim bovinnim sérem, 2 mM L-glutaminem, 10 pl/ml MEM
neesencialnimi kyselinami, 50 pg/ml penicilinem a 50 pg/ml streptomycinem (Life
Technologies, USA). Buniky A2780 byly kultivovany v médiu RPMI 1640 obohaceném 10%
fetalnim bovinnim sérem, 2mM L-glutaminem, 1 mM pyruvatem, 10 mM HEPES, 10 pl/ml
MEM neesencialnimi aminokyselinami, 50 pg/ml penicilinem a 50 pg/ml streptomycinem
(Life Technologies, USA). Buniky A549 byly kultivovany v médiu EMEM s L-glutaminem
a hydrogenuhli¢itanem sodnym (Sigma-Aldrich, USA) v piitomnosti 10% fetalniho teleciho
séra, | mM pyruvatu, 10 mM HEPES, 50 pg/ml penicilinu a 50 pg/ml streptomycinu (Life
Technologies, USA). Buikky MOLT-4 byly kultivovany v médiu RPMI 1640 obohaceném
20% fetalnim bovinnim sérem, 2mM L-glutaminem, 1 mM pyruvatem, 10 mM HEPES,
10 ul/ml MEM neesencialnimi aminokyselinami, 50 pg/ml penicilinem a 50 pg/ml
streptomycinem (Life Technologies, USA). Bunky Jurkat byly kultivovany v médiu RPMI
1640 obohaceném 10% fetdlnim bovinnim sérem, 2mM L-glutaminem, 1 mM pyruvatem,
10 mM HEPES, 10 pl/ml MEM neesencialnimi aminokyselinami, 50 pg/ml penicilinem
a 50 pg/ml streptomycinem (Life Technologies, USA). Bunécné kultury byly udrzovany ve

zvlh¢ovaném inkubatoru pii 37°C a atmosfére 5% CO, a 95% vzduchu.

3.5 Manualni poditani viability a proliferace bunék barvenim Trypanovou mod¥ri

Tato metoda je velmi jednoducha a pouzivana jiz mnoho let. RozliSuji se ji zivé
a mrtvé bunky specifickym barvenim. Detekce viability a proliferace bunék se provadi za
pouziti 0,4% roztoku Trypanové modfi (Sigma-Aldrich, USA). Principem této metody je
prostup tmavé modrého barviva Trypanové modfi pfes plazmatickou membranu mrtvych
bunék, kde se hromadi v intracelularnim prostoru a dochazi tak k obarveni bun¢k. Naopak

zivé bunky zistavaji bezbarvé, diky celistvosti plazmatické membrany. Pro mikroskopické
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pocitani a stanoveni proliferace bunék byl vyuzit svételny mikroskop (Nikon, Tokyo,

Japonsko) a Biirkerova komurka s krycim skli¢kem

3.5.1 Postup

Zivotaschopnost bunék A2780 a MRC-5 byla stanovena po 24 a 48 hodinach po
ovlivnéni chelidoninem o koncentraci 5 a 10 pM. Dale byly jako experimentalni model
pouzity bunky Jurkat a MOLT-4, které byly ovlivnény berbaminem, bersavinem
0 koncentracich 5, 10 a 20 uM. Bunky ovlivnény 0,1% DMSO byly pouzity jako negativni
kontrola. Buiky ovlivnény 5 puM cisplatinou byly pouzity jako pozitivni kontrola.
Z ptipravené bunécné suspenze bylo odebrdno 50 pl, které se smichalo s 50 pl Trypanové
modfi. Nasledn¢ bylo 10 pl obarvené smési aplikovdno na Biirkerovu komirku s krycim
sklickem a hodnotil se pocet bun¢k (pocitano 50 ¢tvercit) a pomér zivych a mrtvych bunék.

Pti hodnoceni vysledkl bylo zapoc¢teno fedéni primarni suspenze bunck.

3.6 Systém xCELLigence — analyza v realném case

Systém xCELLigence RTCA (Real-Time Cell Analyzer) je novym technologickym
pfistupem, ktery umoznuje analyzu bun€k V realném case. Je pouzivan pro monitorovani
buné¢nych procest, jako napi. sledovani bunééné adheze, proliferace a diferenciace, viability
cytotoxického ucinku latek na bunky, bunééné zprosttedkovanou cytotoxicitu, viry
zpusobenou cytopatogenicitu a aktivaci bunéénych receptord. Metoda se da vyuzit také pro
kontrolu kvality bunék a jejich pasazi. Velkou vyhodou je sledovani chovani bun¢k v redlném
case bez jakékoliv aplikace cCinidla, barveni nebo znaceni bun€k. Zakladem systému je
sledovani bunék, které rostou v 96 jamkovych destickach (,,E-plates®), kde kazda jamka ma
své dno pokryté zlatymi mikroelektrodami. Bunky musi byt adherentni kultury nebo u nich
musi byt adheze vyvolana uméle. Principem detekce je méfeni impedance (elektricky odpor)
na dné jamky. Cim vice bunék je pfisedlych na dné jamky, tim vyssi je impedance. Mira
impedance se poté vyjadiuje v bezrozmérnych jednotkach tzv. ,,bunééného indexu* (anglicky

cell index - CI).

Zasadni vyhodou tohoto systému je sledovani zmén bunééného indexu v redlném case
1 nekolik dni. Celé zafizeni je po dobu experimentu umisténo v CO, inkubatoru, ktery
zajistuje optimalni in vitro podminky pro analyzované bunky. Tato metoda je schopna
kontinualné sledovat bunééné procesy v realném case, ¢imz se lisi od klasickych end-point

analyz.
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Béhem proliferace bun¢k je mozné ptidat k bunkdm chemickou slouceninu, kterd
nasledn¢ ovlivni bunécny rust, morfologii a adhezi. Odezva bunék na tento stimul je poté
zaznamenan meéfenim impedance a tyto zmény jsou vyjadieny bunéénym indexem. Pribéh

analyzy je znazornén na obr. 16 (Vondrackova et al. 2010).
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Obr. 16: Analyza RTCA. Upraveno podle: Xing et al. 2006.

3.6.1 Postup

Systém xCELLigence (Roche, Basel, Switzerland and ACEA Biosciences, San Diego,
CA, USA) je slozen ze 4 Casti — analyzator (mé&fi elektricky odpor), stanice (pfenos signalu
Z desticky do analyzatoru), pocita¢ a desticka (96 jamek). Stanice s destickou byly umistény
v inkubatoru (37°C, 5 % CO,) pro kultivaci bun¢k, pocita¢ a analyzator byly mimo inkubator.

XCELLigence byl pouzit pro monitorovani adheze bun¢k, proliferace a cytotoxicity.

Prvnim krokem bylo zoptimalizovani koncentrace kazdé bunécné linie. Poté bylo
napipetovano 190 pl bunécné suspenze do kazdé jamky 96 jamkové desticky a kazdych
30 minut byla sledovana proliferace bun¢k. Po uplynuti 20 hodin, kdy bunky proliferovaly
a byly v logaritmické rastové fazi, k nim bylo ptidano 10 pl deionizované vody obsahujici
chelidonin, homochelidonin, berbamin nebo bersavin s ptislusnou koncentraci 1-50 uM. Pro
negativni kontrolu byla pfidana sterilni deionizovana voda s DMSO s finalni koncentraci

0,1 %. Builky oSettené 5 % DMSO byly pouzity jako pozitivni kontrola. VSechny
52



experimenty byly provedeny po dobu 74 hodin. Vyhodnoceni bylo provedeno pomoci
XCELLigence software 1.2.1 (Roche, Basel, Switzerland and ACEA Biosciences, San Diego,
CA, USA).

3.7 Stanoveni apoptozy pomoci vazby Annexinu V a propidium jodidu

Fosfatidylserin se u Zivych bunék za normalnich okolnosti vyskytuje na vnitini strané
(cytosolové) buné¢né membrany. Béhem apoptdzy dochazi k externalizaci fosfatidylserinu na
vnéjs$i stranu. Pro detekci apoptézy se vyuziva vazby fluorescencné znaCeného proteinu
Annexinu V na fosfatidylserin za piitomnosti Ca** iontii. Propidium jodid je fluorescenéni
barvivo, které se vaze na nukleové Kyseliny v jiz nekrotickych buiikach. Takto mizeme

rozlisit zivé, apoptotické a nekrotické bunky.

3.7.1 Postup

Z bunék v suspenzi bylo v pozadovany ¢as po inkubaci s testovanym alkaloidem
odstranéno medium centrifugaci, buiiky byly opakované promyty PBS a vysledna peleta
bun&k byla resuspendovéana ve vazebném pufru s obsahem Ca®* iontii (10°-10° bundk/ml).
Vazebny Ca®" pufr z kitu byl ziedén 10x deionizovanou vodou a pred pouzitim vychlazen na
ledu. Buiiky v suspenzi v pfitomnosti Ca** iontii obsazenych ve vazebném pufru byly znadeny
Annexinem V konjugovanym s fluorescein isothiokyanatem (Annexin V-Alexa Fluor® 488)
a propidium jodidem (PI) z kitu Annexin V/Dead Cell Apoptosis Kit (Life Technologies,
Grand Island, NY, USA) podle instrukci v navodu vyrobce. Na konci znafeni a potiebné
inkubaci ve tmé¢ a na ledu (15 minut) byla provedena analyza na pratokovém cytometru CyAn
(Beckman Coulter, Miami, FL, USA). Pro kazdou skupinu bylo kultivovano a ovliviiovano
5x10°-1x10° bungk koncentracemi alkaloidd 5, 10, 15 a 20 pM. Buiiky byly nasazeny
v celkovém objemu 10 ml. Pipetovano bylo vzdy korespondujici medium, zdsobni roztok

alkaloidt a suspenze bunék na celkovy objem 10 ml.

3.8 Analyza buné¢ného cyklu podle obsahu DNA

Priblizng 1x10° bundk v bundéné suspenzi bylo dvakrat promyto PBS, fixovano
a permeabilizovano v 70% ethanolu minimalné po dobu 1 hodiny pti 4 °C. Po centrifugaci
(2300 ot./min, 15 min, 4 °C) a odstranéni ethanolu byly buinky dvakrat promyty PBS
a suspendovany v 0,5 ml PBS a 0,5 ml fosfatového pufru (192 ml 0,2 mM Na,HPO, + 8 ml
0,1 mM kyseliny citronové, pH=7,8) a inkubovany 5 minut pii pokojové teploté pro extrakci

nizkomolekularnich fragmenti DNA. V poslednim kroku byly buiky znaceny 0,5 ml
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Vindelova roztoku: 1 ml 1 mol Tris, pH=8, 1 mg RNasy, 100 ul Triton X-100, 60 mg NaCl,
5mg propidium jodidu (Sigma-Aldrich, USA) a destilovana voda do 100 ml ve tmé
V pokojové teploteé a po probehlé inkubaci analyzovany na pritokovém cytometru. Propidium
jodid je fluorescencni interkalacni Cinidlo, které se ve stechiometrickém poméru véaze na
jadernou DNA. Intenzita fluorescence propidium jodidu odpovidd mnozstvi DNA v dané
buiice. V kazdém vzorku bylo ovliviiovano pfiblizné 1x10° bungk fedénymi roztoky alkaloidl
o koncentracich 5, 10 a 20 uM. Do celkového objemu 10 ml byl pipetovan piislusné médium,
zasobni roztok alkaloidii a suspenze bunék. Obsah DNA byl stanoven s pouzitim pritokového
cytometru CyAn (Beckman Coulter, Miami, FL, USA). Data byla analyzovana pomoci
softwaru Multicycle AV (Phoenix Flow Systems, San Diego, CA, USA). V kazdém vzorku

bylo hodnoceno procentudlni zastoupeni bunék v jednotlivych fazich bunécného cyklu.

3.9 Statisticka analyza

Vyhodnoceni vysledki bylo provedeno v programech Microsoft office Excel 2010
(Microsoft, Redmond, WA, USA) a GraphPad Prism 5 biostatistics (GraphPad Software, La
Jolla, CA, USA). Vsechny statisticky hodnocené experimenty byly provedeny v n = 3, pokud
neni uvedeno jinak. Vysledky jsou vyjadieny jako primér + smérodatna odchylka. Data byla

hodnocena jako parametricka. Pro porovnani vysledka byl pouzit Studentlv t-test.
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4 Vysledky

Cilém této prace bylo stanovit cytotoxickou a antiproliferacni aktivitu ¢tyt vybranych
isochinolinovych alkaloidi — chelidonin, homochelidonin, berbamin a bersavin na
modelovych bunéénych liniich MRC-5, A2780, A549, MOLT-4 a Jurkat. Dalsim tukolem
bylo zjistit, zda je cytotoxickd a antiproliferatni aktivita zprostfedkovana indukci
programované bunécné smrti nebo zastavou bunécného cyklu. K dosazeni spravnych
vysledkt bylo nutné seznamit se a osvojit si techniky spojené s manipulaci s bunkami jako je
jejich kultivace a pasazovani. Déle seznamit se s metodou stanoveni viability a proliferace
bunék MRC-5, A2780 a A549 v realném case pristrojem xCELLigence RTCA a vyuzit
metody stanoveni viability a proliferace bunék MRC-5, A2780, Jurkat a MOLT-4 v ur¢itém
case pomoci barveni bunck s Trypanovou modfi. Pro hlubsi prozkouméani mechanismu
cytotoxické aktivity na buné¢né urovni bylo vyuZito analyzy buné¢ného cyklu podle obsahu
DNA a analyzy vazby Annexinu V a propidium jodidu pomoci pratokové cytometrie. Cilem
bylo prostudovat na rtznych modelovych bunéénych liniich, jakym mechanismem byla
antiproliferacni nebo cytotoxicka aktivita vybranych alkaloidl zprostfedkovana. K tomu bylo

vyuzito nékolika metod, zalozenych na principu pratokové cytometrie.

4.1 Analyza proliferace bunék systémem xCELLigence

Stanoveni cytotoxicity a antiproliferacni aktivity na piistroji XCELLigence metodou
RTCA bylo provedeno na adherentnich buitkich MRC-5, A2780 a A549. Roztoky alkaloid
byly fedény podle stoupajici koncentrace a spolu s DMSO v mnozstvi 0,1 a 5 % objemu jako
negativni, respektive pozitivni kontrolou byly pfidany asi po 20 hodinach, kdy buiiky dosahly
optimalniho cell indexu blizko hodnoty 1. Méteni umoznilo pribézné monitorovani ucinku

alkaloidi v pribéhu zhruba 75 hodin.

4.1.1 Chelidonin a Homochelidonin

Alkaloidy chelidonin a homochelidonin byly testovany na adherentnich buiikach
MRC-5 a A2780 v koncentracnim rozmezi 1 — 50 pM. Buiky ovlivnéné 0,1% DMSO
(rozpoustédlo pro testované latky v maximalnim mnozstvi pii dosazeni testovanych
koncentraci) byly pouzity jako negativni kontrola a v grafu jsou zndzornéné zelenou kiivkou.
Bunky ovlivnéné 5% DMSO byly pouzity jako pozitivni kontrola v rdmci jednotlivych
experimentll a v grafu jsou zndzornéné Cernou kiivkou. Tato koncentrace DMSO je pro bunky

smrtelnd a nedochézi k obnoveé bunééné proliferace. Pfidani sloucenin (v grafu oznaceno jako
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svislé Cary) snizilo pocet nadorovych bunck A2780 po 24 hodinach kultivace. Inhibice

bunécného rtistu byla prokazana po vystaveni ptisobeni chelidoninu jiz o koncentraci 5 uM na

bunécnou linii A2780. Dale se ukézala antiproliferacni aktivita homochelidoninu zptisobem

zavislym na davce, nicméné byla nizsi v porovnani s chelidoninem, pouzivanym ve stejnych

koncentracich. Chelidonin a homochelidonin vykazovaly silny antiproliferaéni U¢inek na
buiikky A2780, zejména béhem prvnich 24 hodin. AvSak u bunék plicnich fibroblastt MRC-5

byla pozorovana rozdilna proliferace po expozici chelidoninu a homochelidoninu.

Nenadorové buitky MRC-5 byly méné citlivé a jejich proliferace probihala podobnym

zpiisobem jako negativni kontroly az do koncentraci 50 pM.
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Obr. 17: Vliv chelidoninu a homochelidoninu na proliferaci bunék MRC-5 analyzou

RTCA.
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Obr. 18: Vliv chelidoninu a homochelidoninu na proliferaci bun¢k A2780 analyzou
RTCA.

4.1.2 Berbamin a Bersavin

Alkaloidy berbamin a bersavin byly testovany na adherentnich bunkach
adenokarcinomu plic A549 v koncentraénim rozmezi 1 — 50 uM. Kontrolni linie jsou opét
zbarveny zelenou (0,1% DMSO) a cernou (5% DMSO) barvou. Z obr. 19 je patrné, Ze
koncentrace berbaminu v rozmezi 1 — 20 uM nijak zvlast neovliviiovaly viabilitu bunék
A549. Az expozice berbaminu o koncentraci 50 pM vedlo k uplné inhibici bunécéné
proliferace. Po ovlivnéni bun¢k A549 bersavinem v koncentracnim rozmezi 1 — 50 uM vedlo
k podobnému vysledku, avsak z obr. 20 je patrné zvySeni proliferace bunék A549 po expozici
bersavinu o koncentracich 1 — 10 uM vii¢i kontrole. Toto docasné zvySeni proliferace bunck
A549 mohlo zapfticit morfologické zmény bunék, ¢imz buiky vice adherovaly k povrchu dna

destic¢ek a tim se zvysila méfena impedance, a tedy i cell index. Bersavin o koncentraci 20 uM
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pusobil snizeni bunééného ristu a o koncentraci 50 pM jiz zptisoboval plnou inhibici bunééné
proliferace.
= (,1% DMSO — 5% DMSO 1uM — 5 uM —10 uM = 20 uM
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Obr. 19: Vliv berbaminu na proliferaci bunék A549 analyzou RTCA.
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Obr. 20: Vliv bersavinu na proliferaci bunék A549 analyzou RTCA.
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4.2 Stanoveni viability a proliferace bunék barvenim s Trypanovou mod¥i

Pro verifikaci vysledki bunécné proliferace a viability po plisobeni chelidoninu,
berbaminu a bersavinu byla pouzita metoda barveni Trypanovou modii. K jejimu provedeni
byly pouzity suspenzni bunky MOLT-4 a Jurkat a adherentni bunky A2780 a MRC-5, které
byly ovlivnény fedénymi roztoky alkaloidi o koncentracich 5, 10 a 20 uM. Jako negativni
kontrola byly pouzZity buiky ovlivnéné 0,1% DMSO. Pozitivni kontrolou byla 5 puM
cisplatina. Bunky byly pocitiny ve dvou Casovych intervalech ato po 24 a 48 hodinové
inkubaci. Mnozstvi bun€k Zivych (bezbarvych) a mrtvych (obarvenych) bylo spocitano v 50
¢tvercich Biirkerovy komurky. Ziskané vysledky umoznily vypocitat viabilitu bunck
Z procentualniho zastoupeni Zivych bunék a proliferaci z poctu zivych bunék. Pocitani bunék

bylo provedeno pomoci svételného mikroskopu Nikon Eclipse E200 ve téech opakovanich.

4.2.1 Bersavin

Expozice bun¢k Jurkat bersavinu o koncentracich 10 a 20 uM po dobu 24 hodin
statisticky vyznamné¢ snizila pocet bunék oproti kontrole (P<0,05). Po dobu 48 hodin byl
pocet bungk statisticky vyznamné snizen po expozici bersavinu o koncentracich 5 — 20 uM
(viz. graf 1). Statisticky vyznamné hodnoty jsou v grafech oznaceny vzdy hvézdickou. Pii
stanoveni viability bun¢k Jurkat (viz. graf 2) bylo pozorovano, ze koncentrace 5 — 20 uM
vedly ke statisticky vyznamnému snizeni viability bunék Jurkat po 24 i1 48 hodinach.
Antiprolifera¢ni efekt bersavinu byl davkove zavisly. Soucasné byl proveden experiment na
buitkaich MOLT-4, které byly ovlivnény bersavinem o stejnych koncentracich. Inhibi¢ni
ucinek na proliferaci bunek MOLT-4 byl podobny jako u bun€k Jurkat. Statisticky vyznamné
vysledky byly u koncentraci 10 a 20 uM po 24 hodindch a u koncentraci 5 — 20 uM po
48 hodinach (viz. graf 3). Bersavin dale statisticky vyznamné snizoval viabilitu bunék
MOLT-4 o koncentracich 5 — 20 uM Vv porovnani s negativni kontrolou (viz. graf 4). Bersavin

celkové vice snizoval viabilitu bunék Jurkat nez MOLT -4.
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Graf 1: Analyza proliferace bun¢k Jurkat po expozici bersavinu o koncentracich 5 — 20 pM.

Jako pozitivni kontrola slouzila cisplatina v koncentraci 5 uM. * - statisticky vyznamny rozdil

oproti kontrole (P<0,05).
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Graf 2: Analyza viability bunék Jurkat po expozici bersavinu o koncentracich 5 — 20 pM.

Jako pozitivni kontrola slouzila cisplatina v koncentraci 5 uM. * - statisticky vyznamny rozdil

oproti kontrole (P<0,05).
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Graf 3: Analyza proliferace bunék MOLT-4 po expozici bersavinu o koncentracich 5 —

20 uM. Jako pozitivni kontrola slouzila cisplatina v koncentraci 5 puM. * - statisticky

vyznamny rozdil oproti kontrole (P<0,05).
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Graf 4: Analyza viability bunék MOLT-4 po expozici bersavinu o koncentracich 5 — 20 uM.

Jako pozitivni kontrola slouzila cisplatina v koncentraci 5 uM. * - statisticky vyznamny rozdil

oproti kontrole (P<0,05).

110

90

%% iivvch bunék

10

-10

I

o7
II . |
11

MOLT-4

m24h
48h

Kkontrola
DMSO

SuM

10uM 20uM SuM

cisplatina

61



4.2.2 Berbamin

Berbamin o koncentracich 5 — 20 uM statisticky vyznamné snizil proliferaci bun¢k
Jurkat po 24 a 48 hodinach (viz. graf 5). Jeho vliv na buikky MOLT-4 byl podobny, kdy
statisticky vyznamné snizil proliferaci bunék MOLT-4 o koncentracich 10 a 20 uM po
48 hodinach (viz. graf 7). Stanoveni viability bun¢k Jurkat ukazalo, Ze se viabilita bunck
Jurkat statisticky vyznamné sniZila po plisobeni berbaminu o koncentracich 5 — 20 uM po 24
a 48 hodinach (viz. graf 6). Analogicky byla stanovena viabilita bunék MOLT-4 po plisobeni
berbaminu a analyza ukdazala statisticky vyznamné snizeni viability bunék MOLT-4 po
pusobeni berbaminu o koncentracich 10 a 20 uM po 48 hodinach (viz. graf 8). Podobn¢ jako
v pfedchozim experimentu byl pozorovan davkové zavisly antiproliferacni a cytotoxicky

ucinek berbaminu a souc¢asné vyssi odolnost bunék MOLT-4 po expozici berbaminu.

Graf 5: Analyza proliferace bun¢k Jurkat po expozici berbaminu o koncentracich 5 — 20 pM.

* - statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (P<0,05).
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Graf 6: Analyza viability bun¢k Jurkat po expozici berbaminu o koncentracich 5 — 20 uM. * -
statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (P<0,05).
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Graf 7: Analyza proliferace bunék MOLT-4 po expozici berbaminu o koncentracich 5 —

20 uM. * - statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (P<0,05).
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Graf 8: Analyza viability bunék MOLT-4 po expozici berbaminu o koncentracich 5 — 20 pM.
* - statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (P<0,05).

110 -
Io I *
90
* I * 4
% 70 I
2 24h
= 50 -
e 48h
[l
_
S 30 -
*
10 l
*
T T T l 1
10 |kontrolaDMSO SuM 10uM 20uM

4.2.3 Chelidonin

Antiproliferacni vliv chelidoninu byl studovan na bunkach A2780 a MRC-5 a bylo
zjisténo, Ze chelidonin statisticky vyznamné snizil jejich proliferaci o koncentracich 5
a1l0 uM po 24 a 48 hodinach. Antiprolifera¢ni vliv chelidoninu nebyl davkové zavisly
(viz. graf 9 a graf 11). SouCasné byl proveden experiment pro stanoveni viability bun¢k
A2780, jehoz vysledkem bylo statisticky vyznamné snizeni viability bunék A2780 po
expozici chelidoninu o koncentracich 5 a 10 uM po 24 hodinach. Déle byl zjistén Casoveé
zavisly cytotoxicky tucinek chelidoninu na bunky A2780, protoZze po 48 hodindch byla
viabilita bun¢€k snizena znateln¢ vice (viz. graf 10). Pisobeni chelidoninu na bunky MRC-5
statisticky vyznamné snizilo viabilitu bunék MRC-5 o koncentracich 5 a 10 uM, nicméné
Casova zavislost cytotoxického ucinku nebyla pozorovana (viz. graf 12). Cytotoxicky vliv

chelidoninu nebyl u bunék MRC-5 davkove zavisly.
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Graf 9: Analyza proliferace bunék A2780 po expozici chelidoninu o koncentracich 5

a 10 uM. * - statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (P<0,05).
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Graf 10: Analyza viability bunék A2780 po expozici chelidoninu o koncentracich 5a 10 uM.
* - statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (P<0,05).
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Graf 11: Analyza proliferace bunék MRC-5 po expozici chelidoninu o koncentracich 5

a 10 uM. * - statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (P<0,05).
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Graf 12: Analyza viability bunék MRC-5 po expozici chelidoninu o koncentracich 5
a 10 pM. * - statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (P<0,05).
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4.3 Analyza bunééného cyklu podle obsahu DNA pomoci priitokové cytometrie
Distribuce bun¢k v jednotlivych fazich bunééného cyklu byla analyzovana u tii typa
bunéénych linii, ovlivnénych jiz zminovanymi alkaloidy — chelidonin, homochelidonin
a bersavin. Jako negativni kontrola byl pouzit 0,1% DMSO. Roztoky testovanych alkaloidd
byly fedény na koncentrace 5, 10 a 20 uM. V analyze byly pouzity buné¢né linie MRC-5,
A2780, Jurkat a MOLT-4. Obsah DNA v jednotlivych fazich bunétného cyklu byl
analyzovan na pratokovém cytometru CyAn. K analyze dat byl pouzit software Multicycle

AV.

4.3.1 Chelidonin a homochelidonin

Pomoci pratokové cytometrie byly hodnoceny Gc¢inky chelidoninu a homochelidoninu
na proliferaci nadorovych bunék A2780 a nenddorovych bunék MRC-5. Vyrazna
antiproliferacni aktivita byla zaznamenana u bunék A2780, zatimco nizké inhibice ristu byly
pozorovany u bunék MRC-5. Exponencialné proliferujici buniky byly vystaveny pilisobeni
chelidoninu a homochelidoninu a redistribuce buné€k v jednotlivych fazich bunééného cyklu
byla sledovana Vv intervalu 24 hodin po expozici. Ovlivnéni chelidoninem mélo za nasledek
zvySenou (P<0,05) akumulaci bunék MRC-5 ve fazi G2/M a soucasné byla statisticky
vyznamné (P<0,05) snizena pfitomnost bunék ve fazi Gl a Sve srovndni s negativni
kontrolou, jak je patrné z obr. 21. Po ovlivnéni homochelidoninem byly zaznamenany mensi
zmeény, kdy byl analyzou zjistén zvyseny podil bunék v G1 a G2/M fazich a naopak snizeny

podil v S fazi, pficemz vliv homochelidoninu vykazoval zavislost na aplikované davce.

Obr. 22 demonstruje vyraznéjsi antiprolifera¢ni aktivitu zastavou buné¢ného cyklu bun¢k
A2780 ovlivnénych chelidoninem. Vysledky ukazuji vyraznou zastavu bunécného cyklu
v G2/M fazi a pokles procentualniho zastoupeni bunék v G1 a S fazi jiz od 5 uM koncentrace.
Expozice bun¢k A2780 homochelidoninu vykazovala vyraznéjsi zavislost na aplikované
davce. Niz8i koncentrace homochelidoninu indukovala zastavu buné¢ného cyklu v G1 fazi,

naopak vyssi koncentrace indukovaly zastavu v G2/M fazi.
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Obr. 21: Histogram distribuce bunék MRC-5  ovlivnénych  chelidoninem
a homochelidoninem v jednotlivych fazich bunééného cyklu. Procento bun€k v cyklu bylo
stanoveno pomoci vazby propidium jodidu. G1, S a G2 — procento bunék v G1-, S- a G2- fazi.

Reprezentativni histogramy s primérnymi hodnotami n = 3.

Graf 13: Procentualni zastoupeni bunék MRC-5 v jednotlivych fazich bunééného cyklu po
ovlivnéni chelidoninem a homochelidoninem. Graf reprezentuje aritmeticky primér, n = 3,

+ smérodatna odchylka. * - statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (P<0,05).
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Obr. 22: Histogram distribuce bun¢k A2780 ovlivnénych chelidoninem a homochelidoninem
V jednotlivych fazich bunééného cyklu. Procento bunek v cyklu bylo stanoveno pomoci vazby
propidium jodidu. G1, Sa G2 — procento bunék v Gl-, S- a G2- fazi. Reprezentativni

histogramy s praimérnymi hodnotami n = 3.

Graf 14: Procentualni zastoupeni bunek A2780 v jednotlivych fazich bunééného cyklu po
ovlivnéni chelidoninem a homochelidoninem. Graf reprezentuje aritmeticky primér, n = 3,

+ smérodatna odchylka. * - statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (P<0,05).
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4.3.2 Bersavin

Analyza bunécného cyklu podle obsahu DNA byla rovnéz studovana na bunkach
Jurkat a MOLT-4 po ovlivnéni bersavinem o stejnych koncentracich jako v pfedchozim
experimentu. Po expozici bersavinu Vv nizkych koncentracich nebyly pozorovany vyrazné
inhibice ristu prostfednictvim analyzy bunéfného cyklu u bunék Jurkat oproti negativni
kontrole. Az pii koncentraci 20 uM doslo k mirné zvySené akumulaci bun¢k v Sa G2/M
fazich a soucasn¢ byla sniZzena pfitomnost bunék v G1 fazi bunécného cyklu (obr. 23).
Analogicky byl proveden experiment na bunkach MOLT-4. Vysledkem bylo statisticky
vyznamné (P<0,05) snizeni poctu bun¢k v G2/M fazi bunécného cyklu po expozici bersavinu
0 koncentraci 10 uM. Zaznamenano bylo i mirné zvySeni po¢tu bunék v G1 fazi. Ovlivnéni
bersavinem o koncentraci 20 uM mélo za nasledek statisticky vyznamn¢ (P<0,05) zvySenou
akumulaci bunék MOLT-4 ve fazi G1 a soucasné byl zaznamenan snizeny podil bunék

v S a G2/M fazich bunééného cyklu (obr. 24).
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Obr. 23: Histogram distribuce bunék Jurkat ovlivnénych bersavinem v jednotlivych fazich
bunééného cyklu. Procento bun¢k v cyklu bylo stanoveno pomoci vazby propidium jodidu.
G1, Sa G2 — procento bun¢k v G1-, S- a G2- fazi. Reprezentativni histogramy s primérnymi

hodnotami n = 3.
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Graf 14: Procentualni zastoupeni bunck Jurkat v jednotlivych fazich bunécného cyklu po

ovlivnéni bersavinem. Graf reprezentuje aritmeticky priamér, n = 3, + smérodatna odchylka.
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Obr. 24: Histogram distribuce bunék MOLT-4 ovlivnénych bersavinem v jednotlivych fazich
bunécného cyklu. Procento bunék v cyklu bylo stanoveno pomoci vazby propidium jodidu.

G1, Sa G2 — procento bun¢k v G1-, S- a G2- fazi. Reprezentativni histogramy s prumérnymi
hodnotami n = 3.
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Graf 15: Procentualni zastoupeni bunék MOLT-4 v jednotlivych fazich bunééného cyklu po
ovlivnéni bersavinem. Graf reprezentuje aritmeticky pramér, n = 3, £ smérodatna odchylka. *

- statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (P<0,05).
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4.4 Detekce apoptézy pomoci vazby Annexinu V a propidium jodidu

Dalsi metoda, ktera je zprosttedkovana pomoci pritokové cytometrie, vyuziva protein
Annexin V konjugovany s fluorescein isothiokyanatem (FITC), jez ma silnou afinitu k
fosfatidylserinu v piitomnosti Ca®* ionti a propidium jodid se schopnosti vazby na DNA.
Tato analyza je schopna zjistit, zda byl cytostaticky efekt alkaloidli zprostfedkovan indukci
apoptézy. Analyza byla provedena na adherentnich buitkich MRC-5 a A2780. Testované
alkaloidy byly zkoumany v rozmezi koncentraci 5 — 20 uM. Analyza byla provedena pomoci

pritokového cytometru CyAn. Data byla analyzovana pomoci softwaru Kaluza Analysis.

4.4.1 Chelidonin a homochelidonin

Buniky ovlivnény testovanymi latkami po dobu 24 hodin byly znaceny Annexinem
V a PL. Zobrazeni vysledkii v histogramu se déli podle kvadrantii. Prvni kvadrant vlevo dole
zobrazuje zivé bunky, které jsou negativni na obé sondy, druhy kvadrant vpravo dole
zobrazuje Casné¢ apoptotické buiiky pozitivni na Annexin V a tfeti kvadrant vpravo nahote

odpovida pozdné apoptotickym, ¢i nekrotickym bunikdm pozitivnim na obé sondy.

Buiiky MRC-5 byly ovlivnény chelidoninem o koncentraci 5, 10 a 20 uM. Vysledky

kvantifikace vazby Annexinu V a PI ukazuji, Ze chelidonin o koncentraci 20 pM vyznamné
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(P<0,05) zvysil procento pozdné apoptotickych bunék MRC-5 vici kontrole. Obr. 25 ukazuje
procentualni zvySeni pozdné apoptotickych bunék na 21 %. Expozice homochelidoninu
o koncentraci 5, 10 a 20 pM vedlo k mirnému zvySeni poétu pozdné apoptotickych bunek
MRC-5 znacenych Annexinem V a Pl (obr. 25). Paralelné¢ byla provedena analyza vazby
Annexinu V a Pl na buikach A2780 (obr. 26). Chelidonin indukoval apoptozu detekovanou
prosttednictvim vazby Annexinu V na bunkach A2780 nezavisle na aplikovanych davkach.
Chelidonin vyvolal statisticky vyznamnou (P<0,05) ¢asnou (Annexin V) a pozdni (Annexin
V a PI) apoptdézu v koncentraénim rozmezi 5 — 20 uM. Bunky ovlivnéné chelidoninem
o koncentraci 20 puM vykazovaly zvySenou pfitomnost bunc¢k pozitivnich na Annexin
V (18 %) a také dvojité pozitivnich na Annexin V a Pl (12 %). Podobnou, avsak nizsi aktivitu
vyvolavajici snizenou viabilitu buné€k za externalizace fosfatidylserinu, jevil i homochelidonin
ve srovnani s kontrolnimi buiikami. Vici kontrole se pocet casné a pozdné apoptotickych

bunék zvysil na 22 % po expozici homochelidoninu o koncentraci 20 uM (obr. 26).

A kontrola DMSO
= 7%
e
s P .p, 1
‘ 91 %/ 0%
chelidonin 5 pM chelidonin 10 pM chelidonin 20 pM
= 9% | . 9% | > B 21%
- | A

*v. 1%,_“% 1% G% 1%

homochelidonin 5 M homochelidonin 10 pM homochelidonin 20 pM
5. B 8% b B 12% o | 20 10 %

= |~ -l

. B < 1% B .- | v e & |
“% 0% &% 0% *% 1%

v —— AmexinV-FITC ———

Obr. 25: Detekce vazby Annexinu V a Pl u bunék MRC-5 po ovlivnéni chelidoninem
a homochelidoninem. Histogramy spolu s pfislusnymi procenty reprezentuji zastoupeni tii

typtt bun€k - negativni buiky (Zivé), Annexin V pozitivni/ PI negativni (¢asné apoptotické)
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a Annexin V/ PI dvojit€¢ pozitivni (pozdné apoptotické). Reprezentativni histogramy

S prumérnymi hodnotami n = 3.

Graf 16: Analyza c¢asnych a pozdnich apoptotickych bunék MRC-5 po ovlivnéni
chelidoninem a homochelidoninem. Graf reprezentuje aritmeticky pramér, n = 3,

+ smérodatna odchylka. * - statisticky vyznamné hodnoty vi¢i kontrole (P<0,05)
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Obr. 26: Detekce vazby Annexinu Va Pl u bunék A2780 po ovlivnéni chelidoninem
a homochelidoninem. Histogramy spolu s pfislusnymi procenty reprezentuji zastoupeni tii

typt bunék - negativni bunky (zivé), Annexin V pozitivni/ PI negativni (Casné apoptotické)
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a Annexin V/ PI dvojit€¢ pozitivni (pozdné apoptotické). Reprezentativni histogramy

S prumérnymi hodnotami n = 3.

Graf 17: Analyza c¢asnych a pozdnich apoptotickych bunék A2780 po ovlivnéni
chelidoninem a homochelidoninem. Graf reprezentuje aritmeticky pramér, n = 3,

+ smérodatna odchylka. * - statisticky vyznamné hodnoty vii¢i kontrole (P<0,05).
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5 Diskuze

24

onemocnénim na svété. Kazdym rokem je nove diagnostikovdno nespocet ptipadi. Existuje
velké mnozstvi velmi ucinnych chemoterapeutickych latek, ale ani tento fakt dosud plné
nestac¢i k vys§i Gc€innosti terapie a delSimu pieziti pacientll s nddorovymi onemocnénimi.
Mnoho chemoterapeutik totiz neni zacileno pouze na nadorové burky, jelikoz nedokaze
rozpoznat rozdily mezi zdravou, nebo nadorovou tkani a poskozuje i zdravé buniky pacienta.
Vysledkem je Casto netspésna 1éEba s mnohdy fatalnim nasledkem. Védci se proto snazi
vynalézt latky schopné cilit na konkrétni nddorové struktury. Latky ptirodniho pivodu tento
potencidl maji a jejich ulinky jsou vyuZivany v tradicni ¢inské mediciné po tisice let.
Védecko-vyzkumny zajem o né proto zacina byt znaéné veliky, coz potvrzuje I nespocet

novych klinickych studii, jejichZ nartist je exponencialni.

V této praci byla studovdna antiproliferacni a cytotoxicka aktivita ¢ty vybranych
isochinolinovych alkaloidii — chelidonin, homochelidonin, berbamin a bersavin. Negativni
kontrolou byl 0,1% DMSO, ktery zaroven slouZil jako rozpoustédlo pro testované latky.
Pozitivni kontrolou byl 5% DMSO a 5 uM cisplatina. Cisplatina patii do skupiny alkyla¢nich
¢inidel, kterd jsou nejucinngjSimi cytostatiky, pouzivanymi v 1é¢bé celé fady karcinomii (Ho
et al. 2003). Testy byly uskute¢nény na adherentni bunééné linii nenddorovych bunék MRC-5
(fibroblasty plicni tkan¢) a nadorovych bun&énych liniich A549 (adenokarcinom plic), A2780
(karcinom vaje¢niku). Dale pak na suspenznich buitkach MOLT-4 a Jurkat, které jsou tvoieny
z lidskych T-lymfocytarnich leukemickych bunék, lymfoblastli akutni T-bunééné leukemie.
Bunééna linie Jurkat se vyznacuje absenci exprese funkéniho proteinu p53 (p53 deficient),

naopak bunécna linie MOLT-4 funk¢ni protein p53 exprimuje (p53 wild-type).

Prvni metodou vyuzitou v experimentdlni ¢asti pro posouzeni antiproliferacni
a cytotoxické aktivity vybranych isochinolinovych alkaloidii byla metoda RTCA s vyuzitim
analyzatoru xCELLigence na adherentnich buné¢énych liniich MRC-5, A2780 a AS549.
Zasobni roztoky alkaloidli byly fedény v koncentratnim rozmezi 1 — 50 uM. Metodou RTCA
bylo zjisténo, ze chelidonin, homochelidonin, berbamin 1 bersavin vykazuji antiproliferacni
aktivitu na vybranych modelovych bunécnych liniich. Méfeni bylo provadéno zhruba
75 hodin od pridani testovanych latek. Chelidonin byl testovan 0 koncentraci 1 — 50 uM na

adherentni bunécéné linie MRC-5 a A2780. Chelidonin o koncentraci 1 pM nepisobil
76



antiproliferacné na bunky A2780, az koncentrace 5, 10, 20 a 50 uM méla zfejmy
antiprolifera¢ni u¢inek na tyto buiky. Chelidonin o stejnych koncentracich v§ak nemé¢l tak
zjevny rast-inhibujici vliv na nenadorové burnky plicnich fibroblasti MRC-5. Jejich
proliferace probihala podobnym zplisobem jako negativni kontroly. Tento zavér se shoduje
s publikaci, kde byl zkoumén vliv chelidoninu na mysi leukemické bunky L1210 a mysi
zdravé slezinné bunky. Byl zde zjiStén cytotoxicky ucinek pouze na leukemické bunky L1210
(Kaminskyy et al. 2008). NaSe vysledky se rovnéz shoduji s vysledky publikace, ktera
analyzovala antiproliferacni u¢inek chelidoninu na nadorové buniky maligniho melanomu
A375 pomoci systému xCELLigence (Hammerova et al. 2011). Analogicky byl prokazan
antiproliferacni ucinek chelidoninu o koncentracich 10, 15, 20 a 50 uM na nédorové bunky
adenokarcinomu plic A549, ktery vedl k aplné inhibici proliferace bun¢k ve srovnani
s pozitivni kontrolou (Havelek et al. 2016). Slibny antiproliferacni U¢inek chelidoninu byl
také prokazan na lidskych nadorovych bunkach adenokarcinomu prsu MCF-7 (Noureini
a Esmaili, 2014) a na lidskych buikach hepatocelularniho karcinomu HepG2 (Paul et al.
2013).

Bunééné linie MRC-5 a A2780 byly vnasi praci rovnéz vystaveny alkaloidu
homochelidoninu o koncentracich 1 — 50 uM. Antiprolifera¢ni aktivita homochelidoninu na
bunky A2780 se jevila az pfi koncentracich 20 a 50 uM, pii¢emz tento U¢inek byl zavisly na
zvySujici se davce. Expozici homochelidoninu o stejnych koncentracich byly vystaveny
rovnéz nenadorové bunky MRC-5 a vysledkem byla nizkd antiproliferaéni aktivita.
Homochelidonin byl dosud testovan pouze v jedné studii, jejiz vysledky koreluji s naSimi
daty. Aplikace homochelidoninu o koncentracich 10, 15 a 20 uM snizila proliferaci bun¢k
A549 a o koncentraci 50 uM vedla k uplné inhibici proliferace bunck A549, pii¢emz ucinek

byl rovnéz zavisly na aplikované davce (Havelek et al. 2016).

Alkaloid berbamin byl testovan, s ohledem na sviij vliv, na bunécnou proliferaci na
adherentnich bunkach adenokarcinomu plic A549 v koncentracnim rozmezi 1 — 50 uM. Jeho
antiprolifera¢ni aktivita byla detekovdna az pii1 koncentraci 50 uM a vedla k Uplné inhibici
proliferace bunék A549. Tyto vysledky se shoduji s vysledky studie zkoumajici
antiproliferacni aktivitu berbaminu rovnéZz na buiikdch A549 v koncentraénim rozmezi 10 —
80 uM, pti¢emz silny ucinek nastupoval pii koncentracich 50 uM a vySe (Duan et al. 2010).
Antiproliferani Uc¢inek berbaminu byl dale prokdzdn na nékolika epitelidlnich bun&Enych

liniich rakoviny jater Huh7, HepG2, MHCC97H a PLC/PRF/5 s hodnotou ICs 5,2 mg/ml.
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Jeho ucinek rovnéz potlacil rist mezenchymalnich bunék karcinomu jater SK-Hep-1
a SNU398 (Meng et al. 2013). V nedavné studii byl testovan novy synteticky derivat
berbaminu - 4-chlorbenzoylberbamin (BBMD?9), ktery inhiboval proliferaci myelomovych
bunék KM3, RPMI8226 a U266 v zavislosti na ¢ase a davce. Hodnoty ICsy pii 24, 48
a 72 hodinach byly 0,65; 0,69 a 0,72 ng/ml v daném potadi (Liang et al. 2016).

Buné¢na linie A549 byla rovnéz v nasich experimentech vystavena ptisobeni alkaloidu
bersavinu o koncentracich 1 — 50 uM. Antiprolifera¢ni u€inek bersavinu nastupoval jiz pfi
koncentraci 20 uM a pti 50 uM zpusoboval Uplnou inhibici proliferace bunék A549. V
porovnani s berbaminem se bersavin jevil jako u¢inngj$i protinadorova latka. Zde je nutné
podotknout, ze doposud nebyly publikovany zadné experimenty prokazujici jeho

potencionalni protinddorovy ucinek.

Pro nezavislé ovéreni viability a proliferace bun¢k byla pouzita metoda manualniho
pocitani bunék barvenim Trypanovou modii. Timto specifickym barvenim se rozliSuji Zivé
a mrtvé bunky. Principem této metody je prostup tmavé modrého barviva Trypanové modii
pfes plazmatickou membranu mrtvych bunck, kde se hromadi v intraceluldrnim prostoru
a dochazi tak k obarveni bunék. Naopak zivé buiky zlstavaji bezbarvé, diky celistvosti
plazmatické membrany. Pro stanoveni viability a proliferace byly vybrany bunky A2780
a MRC-5, které byly vystaveny expozici chelidoninu o koncentracich 5 a 10 uM. Daéle byly
vybrany bunky Jurkat a MOLT-4, které byly ovlivnény berbaminem a bersavinem
0 koncentracich 5, 10 a 20 uM. Pocitani bunck bylo provedeno po 24 a 48 hodinach. VSechny
tfi alkaloidy vykazovaly antiproliferacni a cytotoxicky uc¢inek. Antiproliferatni ucinek
bersavinu na buiiky Jurkat a MOLT-4 statisticky vyznamné€ sniZzoval jejich proliferaci
0 koncentracich 5 — 20 uM po 48 hodinach. Podobné¢ byl pozorovan i jeho cytotoxicky
ucinek, kdy dochézelo ke statistickému sniZeni viability obou bunéénych linii po expozici
bersavinu o koncentracich 5 — 20 uM po 48 hodinach. Analogicky byl antiprolifera¢ni
a cytotoxicky ucinek na bunkach Jurkat a MOLT-4 pozorovan i u berbaminu. Expozice
berbaminu o koncentracich 10 a 20 uM pulsobila statisticky vyznamné snizeni proliferace
bun¢k Jurkat a MOLT-4 po 48 hodinach. Analyza viability bun€k Jurkat a MOLT-4 ukazala
cytotoxicky efekt berbaminu o koncentracich 10 a 20 uM po 48 hodinach. Vysledky analyz
ukazaly podobnost davkové zavislych ucinka bersavinu a berbaminu, avSak bersavin byl
mnohem U¢inngj$i v porovnani s berbaminem, coz nam potvrzuje spravnost piedchozi metody

RTCA. Vysledky déale ukazaly vyssi rezistenci bunck MOLT-4 vici plisobeni bersavinu
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a berbaminu v porovnani s buiikami Jurkat. Chelidonin byl studovan na nadorovych bunkach
A2780 a nenadorovych buiikich MRC-5. Antiproliferacni vliv chelidoninu byl pozorovan
u obou bunécnych linii, kdy koncentrace 5 a 10 uM chelidoninu vyznamné sniZovaly jejich
proliferaci po 24 a 48 hodinach, pfi¢emz jeho expozice nebyla davkoveé zavisla. Vysledek
antiproliferacniho ucinku chelidoninu na bunky MRC-5 jsou v rozporu s vysledky analyzy
proliferace bun€k metodou RTCA pomoci systému xCELLigence. Z toho vyplyva, ze
chelidonin rovnéz mize antiproliferacné ptisobit na nenddorové bunky. Chelidonin byl dale
testovan na cytotoxickou aktivitu proti bunkam A2780 a analyzou bylo zjisténo vyznamné
statistické snizeni viability bunék A2780 po expozici chelidoninu o koncentracich 5 a 10 uM
po 24 hodinach. Po 48 hodindch byla viabilita bunék A2780 sniZzena znatelné vice, coz
naznacuje mozny cytotoxicky ucinek zavisly na case. Chelidonin m¢l rovnéz statisticky
vyznamny uéinek snizujici viabilitu bunék MRC-5 od koncentrace 5 pM. Casové zavisly

cytotoxicky ucinek chelidoninu na buitky MRC-5 vSak nebyl pozorovan.

Pro hlubsi poznani cytotoxického ucinku alkaloidii byla zvolena metoda analyzy
bunécéného cyklu podle obsahu DNA pomoci pratokové cytometrie. Distribuce bunék
V jednotlivych fazich bunéného cyklu byla analyzovana u dvou typt bunéénych linii
ovlivnénych chelidoninem a homochelidoninem. Roztoky testovanych alkaloidii byly fedény
na koncentrace 5, 10 a 20 uM a jejich expozici byly vystaveny buitky MRC-5 a A2780.
Meéfeni bylo provedeno na pritokovém cytometru CyAn 24 hodin od ovlivnéni. Expozice
bun¢k MRC-5 alkaloidu chelidoninu po dobu 24 hodin vedlo ke zvySené akumulaci bunék
v G2/M fazi a souCasné ke snizeni bun¢k v G1 a S fazi ve srovnani s negativni kontrolou.
Pisobeni chelidoninu na buiikky bylo nezavislé na pouzité koncentraci. Vysledkem byla
inhibice bunétné proliferace. Soucasn¢ byl na bunkdch MRC-5 testovan alkaloid
homochelidonin, jehoz expozice vedla ke zvySené akumulaci bunék v Gl a G2/M fazi,
a naopak ke snizenému podilu v S fazi. Aktivita homochelidoninu byla zavisla na pouzité
koncentraci, nebot’ pfi koncentraci 20 uM doslo k zvySeni podilu bun€k v G1 fazi na 77 %,
v G2/M fazi na 15 % a k snizeni podilu bunék v S fazi na 8 % oproti negativni kontrole.
Druha bunécna linie pouzita v tomto experimentu byla A2780. Expozice chelidoninu vedla
k mnohem vyrazngj$i antiproliferacni aktivité ve srovnani s piisobenim na buniky MRC-5. Jiz
koncentrace 5 uM chelidoninu zpusobila vyraznou akumulaci v G2/M fazi na 90 % a pokles
procentudlniho zastoupeni bunc¢k v G1 fazi na 3 % a v S fazi na 7 % vici negativni kontrole.

Koncentrace 10 a 20 uM mély stejny efekt. Expozice homochelidoninu o koncentraci 5 uM
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zpusoboval akumulaci bunék v G1 fazi, naopak vyssi koncentrace 10 a 20 uM zpusobovaly
akumulaci bunék v G2/M fazi a snizeni po¢tu bun¢k v G1 fazi viéi negativni kontrole.
Existuji studie potvrzujici, Ze chelidonin indukuje zéastavu bunééného cyklu v G2/M fazi.
Chelidonin je schopen inhibovat polymeraci tubull, ¢imz se narusi struktura mikrotubult.
Tim je znemoZznén pribéh mitézy v G2/M fézi a néasledné¢ dojde k apoptoze bunky (Panzer et
al. 2001). Zastavu mitdézy v G2/M fazi bunécného cyklu po plsobeni chelidoninu potvrzuje
i studie na bunkach L1210 (Kaminskyy et al. 2008). Podobné uc¢inky homochelidoninu
potvrzuje i dal$i studie na bunkach MOLT-4 (Havelek et al. 2016). Alkaloid bersavin
nevykazoval tak silny antiprolifera¢ni G¢inek ve srovnani s chelidoninem. Jeho uc¢inkiim byly
vystaveny modelové bunky Jurkat a MOLT-4, které byly rovnéz podrobeny analyze
bunécného cyklu pomoci pritokové cytometrie. Zmény podilu bunck Jurkat v jednotlivych
fazich bunétného cyklu nastaly az po ovlivnéni bersavinem o koncentraci 20 uM. Byla
pozorovana mirna statisticky nevyznamnd akumulace bun¢k v S a G2/M féazich a soucasné
snizeny podil bun¢k v G1 fazi bunééného cyklu. Nasledné byly piisobeni bersavinu vystaveny
buinky MOLT-4. Jiz koncentrace 10 uM bersavinu pisobila statisticky vyznamné sniZeni
poctu bunék v G2/M fazi na 7 %. Bersavin o koncentraci 20 uM ovlivnil zastaveni buné¢ného
cyklu v G1 fazi, kdy doslo ke statisticky vyznamnému zvySeni procentualniho zastoupeni
bunék MOLT-4 v G1 fazi na 58 % oproti negativni kontrole (48 %). Reakce bun¢k Jurkat
a MOLT-4 po ovlivnéni bersavinem byly rozdilné. U bunc¢k Jurkat pfevazovala mirna
akumulace bunék v Sa G2/M fazich, zatimco u bunék MOLT-4 pievazovala akumulace
bun¢k v G1 fazi.

Metodou pro zjisténi, zda byl cytostaticky efekt alkaloidli zprostfedkovan indukci
apoptozy, byla detekce apoptézy pomoci vazby Annexinu V a propidium jodidu pratokovou
cytometrii. Analyza byla provedena na adherentnich bunikich MRC-5 a A2780. Testovanymi
alkaloidy byly zvoleny chelidonin a homochelidonin o koncentracich 5 — 20 uM. Tyto dva
kongenery vykazovaly v nasich experimentech nejslibnéjsi aktivitu na proliferaci nadorovych
bunék. Tato metoda vyuziva protein Annexin V konjugovany s fluorescein isothiokyanatem
(FITC), jez mé silnou afinitu na fosfatidylserin v p¥itomnosti Ca®* iontd a propidium jodid se
schopnosti vazby na DNA. Expozice chelidoninu buitkdm MRC-5 vyznamné zvysila procento
pozdné apoptotickych bunék na 21 % az o koncentraci 20 uM vuéi kontrole (7 %). Expozice
homochelidoninu vedla u vSech koncentraci k podobné¢ mirnému zvySeni poctu pozdné

apoptotickych bunék MRC-5. Paralelné bylo provedeno stanoveni na bunikach A2780, kdy
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chelidonin vyznamné zvysoval procento Casné i pozdné apoptotickych bun¢k nezavisle na
aplikovanych davkach. Podobnou, avSak nizsi aktivitu vyvolédvajici snizenou viabilitu bun¢k
jevil i homochelidonin ve srovnani s kontrolnimi bufikami, kdy se pocet ¢asné¢ a pozdné
apoptotickych bun¢k zvysil na 22 % po expozici homochelidoninu o koncentraci 20 pM.
Studie zabyvajici se vlivem chelidoninu na buiiky HeLa rovnéz ukdzala jeho schopnost
indukovat apoptézu (Paul et al. 2012). Publikace R. Haveleka a spolupracovnikli se zabyvala
vlivem chelidoninu a homochelidoninu na buitky MOLT-4 a Jurkat. Vysledky téz ukézaly
schopnost chelidoninu a homochelidoninu indukovat apoptozu, pficemz homochelidonin

vykazoval nizsi aktivitu (Havelek et al. 2016).
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6 Zavér

Studované alkaloidy byly podrobeny zakladnimu screeningovému stanoveni metodou
RTCA pomoci systému xCELLigence. Vysledky ukéazaly antiprolifera¢ni aktivitu chelidoninu
na buikach A2780 jiz od koncentrace 5 uM a homochelidoninu na buiikkach A2780
0 koncentraci 10 puM. Chelidonin se v porovnani s homochelidoninem jevil jako u¢inné;si
alkaloid. Dale byly testovany alkaloidy bersavin a berbamin na buitkdch A549. Snizenou
proliferaci bunék putsobil berbamin az o koncentraci 50 puM, zatimco vliv bersavinu na
proliferaci bun€k nastupoval jiz od koncentrace 20 uM. Z toho vyplyva vyssi ucinnost
bersavinu na bunéénou proliferaci. K ovéfeni dat a rozsifeni zakladniho screeningu
antiproliferacni aktivity byla pouzita metoda stanoveni viability a proliferace bun€k barvenim
pomoci Trypanové modii, ¢imZz byl potvrzen antiprolifera¢ni Gc€inek vSech ctyi alkaloidii
a nasledné byl zjistén 1 jejich cytotoxicky Ucinek. Viabilita a proliferace byla testovana na
modelu leukemickych bunék Jurkat a MOLT-4, jez byly vystaveny pusobeni alkaloidu
bersavinu a berbaminu. Oba alkaloidy u¢inné snizovaly viabilitu a proliferaci bun¢k Jurkat
a MOLT-4 od koncentrace 10 uM. Aktivita bersavinu se vsak vzdy jevila vy$sim tcinkem
oproti berbaminu. Experimenty bylo zjiSténo, Ze antiproliferacni a cytotoxicky uc¢inek
berbaminu a bersavinu byl davkové zavisly v intervalu 24 a 48 hodin. Dale byl studovan vliv
chelidoninu na bunky MRC-5 a A2780 barvenim pomoci Trypanové modii. Chelidonin
pusobil snizeni viability a proliferace obou bunéénych linii jiz od koncentrace 5 pM nezavisle
na aplikované davce. Antiproliferacni G€inek chelidoninu byl doprovéazen akumulaci bun¢k ve
fazi G2/M bunééného cyklu u bunék MRC-5 1 A2780, pficemZz u bunck A2780 byla
akumulace bun€k vyrazné vyssi. Expozice bunék MRC-5 homochelidoninu vedla k davkoveé
zavislé akumulaci bunék v G1 a G2/M fazich bunécného cyklu. U bun¢k A2780 dochézelo
k akumulaci bunék v G1 fazi po expozici homochelidoninu o nizsich koncentracich, naopak
vy$§i koncentrace indukovaly zastavu v G2/M fazi bunééného cyklu. Antiprolifera¢ni ucinek
bersavinu se projevil az pii koncentraci 20 uM a ¢aste¢né pii koncentraci 10 uM. Pomoci
prutokové cytometrie byl pozorovan rozdil v reakci obou bunéénych linii ve smyslu zastavy
bunééného cyklu. Stanoveni bunééného cyklu podle obsahu DNA rovnéz odhalilo rozdily ve
vlivu chelidoninu, homochelidoninu a bersavinu na distribuci bunék v jednotlivych fazich
bunééného cyklu po plsobeni studovanych latek. U bunék Jurkat pfevazovala statisticky
nesignifikantni akumulace bunék vSa G2/M fazich, zatimco u bunék MOLT-4 byla

pozorovana akumulace bun¢k v Gl fazi bunééného cyklu. Mechanismus cytotoxického
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ucinku chelidoninu a homochelidoninu byl studovan pomoci vazby Annexinu V a Pl, kdy
kvantifikace vazby prozkoumala indukci apoptézy modelovych bunék. Expozice bunék
MRC-5 chelidoninu a homochelidoninu vedla k mirnému zvySeni poctu pozdné
apoptotickych bunc¢k. Vyznamné zvySeni procentudlniho zastoupeni pozdné apoptotickych
bunc¢k na 21 % vici kontrole bylo zaznamendno po pulsobeni chelidoninu o koncentraci
20 uM. Buiikky A2780 vykazovaly nizsi rezistenci, kdy po puisobeni chelidoninu doslo ke
zvySeni Casné (bunky pouze Annexin V pozitivni) i pozdné apoptotickych bun¢k (bunky
pozitivni Annexin V a Pl) nezavisle na aplikovanych davkach. Podobné pusobil

I homochelidonin na buniky A2780, jehoz G¢inek vsak byl nizsi v porovnani s chelidoninem.

v

Zavérem lze konstatovat, ze pro studium ptirodnich latek (alkaloidi)
s protinadorovym potencialem je velmi dulezité vhodné zvolit pouzité metody. Zakladni
screening je vzdy potfeba doplnit o podrobnéj$i metody, analyzujici mechanismus plisobeni
studovanych latek, k ¢emuz ndm pomiizou metody pritokové cytometrie. Chelidonin,
homochelidonin, bersavin i berbamin maji velky protinddorovy potencial a jsou vhodné

k dalsimu podrobnému studovani.
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