UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

Prirodovedecka fakulta

Katedra biochémie

Stadium vplyvu $afranu siateho (Crocus sativus L.) na
Zivotaschopnost’ nadorovych buniek a ich schopnost’

odpovedi na poSkodenie DNA

BAKALARSKA PRACA
Autor: Samuel Skoluda
Studijny program: B1406 Biochémia
Studijny obor: Biotechnologie a génové inzinierstvo
Forma Stadia: Prezen¢na
Veduci prace: Mgr. Lucie Béresova, Ph.D.

Rok 2019



Prehlasujem, Ze som bakaldrsku pracu vypracoval samostatne s vyznacenim vsSetkych
pouzitych pramenov a spoluautorstiev. Stihlasim so zverejnenim bakalarskej prace podla
zakona ¢. 111/1998 Zb., o vysokych Skolach, v zneni neskorSich predpisov. Bol som
zoznameny s tym, Ze sa na moju pracu vztahuji prava a povinnosti vyplyvajuce zo
zékona ¢. 121/2000 Zb., autorsky zakon, v zneni neskorSich predpisov.

V Olomouci diia ..........cceeuvenene Podpis



Na tomto mieste by som chcel pod’akovat’ svojej vedilicej bakalarskej prace Mgr. Lucii
Béresovej, Ph.D. za odborné vedenie, cenné rady a v neposlednom rade za nekonec¢nu
trpezlivost’. Dalej d’akujem celému kolektivu z Laboratéria Integrity Genému, Ustavu
molekularnej a transla¢nej mediciny za umoznenie spracovania mojej bakalarskej prace
prave na tomto pracovisku. Specidlne pod’akovanie patri kancelarii (3.58), ktorej
osadenstvo bolo vzdy ochotné mi pomoct’ bez ohl'adu na velkost' danej ulohy. Moje
pod’akovanie patri aj mojej rodine a priatelom za podporu a pomoc pocas Studia.



Bibliograficka identifikacia

Meno a priezvisko autora

Nazov prace

Typ prace
Pracovisko

Veduci prace

Rok obhajoby prace
Abstrakt

Samuel Skoluda

Stadium vplyvu Safranu siateho (Crocus sativus L.) na
zivotaschopnost’ nadorovych buniek aich schopnost
odpovedi na poskodenie DNA

Bakalarska

Ustav molekularne;j a translaénej mediciny

Mgr. Lucie Béresova, Ph.D.

2019

Nédorové ochorenia su pretrvavajucim celosvetovym
problémom s vysokou uUmrtnostou a nedostacujiicou
liecbou. Okrem klasickych, stidle nezastupitelnych
konven¢nych metod liecby (chemoterapia, ozarovanie) Sa
vyskum zaujima aj o prirodné latky, ktoré mézu posobit’
prevencne VO¢i nadorovym ochoreniam. Zaujimavé je tiez
Stdium  G¢inku  prirodnych  latok v kombinacii
s konvencnymi metdédami. Prikladom prave takychto latok
st koreniny, pod ktoré spada aj Safran siaty (Crocus sativus
L.). Témou bakalarskej prace je Stadium vplyvu celkového
extraktu Safranu na Zivotaschopnost nadorovej linie
HCT116 WT a overenie, ¢i moéze Safran zvysit citlivost’
tejto linie k ionizujucemu ziareniu alebo prave naopak,
vykazovat’ ochranné uCinky. Teoretickd cast’ obsahuje
zhrnutie vSeobecnych poznatkov o Safrane
a mechanizmoch posobenia extraktu $afranu a jeho zloziek
na Zivotaschopnost’ ro6znych nadorovych linii. Zahrnuta je
taktiez problematika poSkodenia DNA ionizujicim
ziarenim (IR), mechanizmy opravy dvojvldknovych zlomov
DNA, regulacia kontrolnych bodov bunkového cyklu
a signalnych dréh veducich k oprave poskodenej DNA
alebo bunkovej smrti. Experimentalna cast' prace je
zamerand na Stidium vplyvu celkového extraktu Safranu na

zivotaschopnost’ nadorovej linie HCT116 WT bez, a spolu
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s posobenim IR. Po oSetreni buniek extraktom Safranu
a naslednom vystaveni IR bola pomocou prietokovej
cytometrie sledovana distribucia buniek v bunkovom cykle,
hlavne pritomnost’ sub-G1 populécie. Pomocou Western
blotu v kombinacii s imunologickou detekciou bolo
sledované, ¢i oSetrenie Safranom vyvoldva aktivaciu
proteinov regulujucich odpoved bunky na poskodenie
DNA ataktiez aktivaciu kontrolnych bodov bunkového
cyklu.  Imunofluorescenéné  farbenie  ukazovatel'ov
poskodenia DNA ako je yH2AX, 53BP1 aBRCAl
Vspojeni s priamou mikroskopiou umoznilo overit
aktivaciu proteinov bunkovej odpovedi na poskodenie
DNA vyvolanej pomocou IR. Vysledky tejto prace
naznacuju, ze oSetrenie buniek celkovym extraktom Safranu
znizuje proliferaciu nadorovej linie HCT116 WT, predlZuje
Stfazu amierne zvySuje G2 fazu bunkového cyklu.
Imunodetekciou pro-apoptickych proteinov a proteinov
odpovedajucich na poskodenie DNA bol dokazany vplyv
Safranu na zivotaschopnost’ bunkovej linie HCT116 WT
a pokles schopnosti aktivacie proteinov podiel’ajucich sa na
regulacii  schopnosti  bunkovej odpovedi na DNA
posSkodenie po vystaveni IR. Zaroven bol v kombinacii s IR
pozorovany senzitivizujlici vplyv extraktu Safranu na
nadorovu liniu HCT116 WT. Na zaklade ziskanych dat sa
mozeme domnievat’, ze celkovy extrakt Safranu ma mierny
cytotoxicky a senzitivizujuci vplyv na nadorovu liniu
HCT116 WT, ktory by mohol byt zosilneny spolu
s pouzitim IR, ¢o bude predmetom d’alSieho Studia.

Safran, nadorova linia HCT116 WT, krocin, Western blot,
ionizujlce Ziarenie, oprava DNA
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Tumor diseases are a global persistent problem with
high mortality and insufficient treatment. Aside
from classical, still not replaceable conventional
methods of treatment (chemotherapy, irradiation),
research has begun to look for alternatives such as
natural substances, that can act as preventive agents
against cancer. Interesting is also the study of effect
of natural substances in combination with
conventional methods of treatment. An example of
such substances are spices, which also include
saffron (Crocus sativus, L.) The aim of this bachelor
thesis is to study the effect of the total extract of
saffron on the viability of HCT116 WT tumor cell
line and to verify that saffron can increase the
sensitivity of this line to ionizing radiation or, on the
contrary, prove the protective attributes of saffron.
The theoretical part summarizes the general
knowledge of saffron and the mechanisms of action
of saffron extract and its components, on the
viability of various tumor cell lines. Covered are
also DNA damage by ionizing radiation (IR) repair
mechanisms for double-stranded DNA breaks,

regulation of cell cycle checkpoints and signaling



pathways leading to repair of damaged DNA or cell
death. The experimental part is a study of the effect
of the total extract of saffron on the viability of
HCT116 WT tumor cell line without, and with IR.
After treatment of the cells with saffron extract and
subsequent IR exposure, cell distribution was
monitored by flow cytometry with emphasis on
presence of sub-G1 population. Using Western blot
in combination with immunological detection
proved to be a valuable tool in examining whether
saffron treatment induced activation of the cell-
responsive proteins to DNA damage and activation
of cell cycle checkpoints. Immunofluorescence
staining of DNA damage markers such as yH2AX,
53BP1 and BRCAL followed by direct microscopy
allowed verification of activation of cellular
response proteins to IR-induced DNA damage. The
results of this work demonstrate that treatment of
cells with complete extract of saffron decreases
proliferation of tumor cell line HCT116 WT,
prolongs S phase and slightly increases G2 phase of
cell cycle. With help of immunodetection of pro-
apoptotic proteins and DNA damage response
proteins an effect of saffron was proved on cell
viability HCT116 WT tumor cell line and decrease
of ability to activate proteins regulating cell
response to DNA damage after exposure to IR.
Furthermore, we have observed that saffron extract
has sensitizing effect on HCT116 WT tumor cell
line to IR. On the basis of acquired data we are
suggesting that complete extract of saffron has mild
cytotoxic and sensitizing effect on tumor cell line
HCT116 WT and could be increased in combination

with IR, which is a subject of further studies.
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CIELE PRACE

Teoreticka cast’
e Objasnenie vyznamu témy bakaldrskej prace vd’aka kritickému zhodnoteniu
sucasnej literatury:
o Spracovanie aktudlnych poznatkov o Safrane so zameranim sa na vplyv
celkového extraktu Safranu na Zivotaschopnost’ nddorovych buniek
o Zhrnutie problematiky opravnych drah DNA po poskodeni ionizujucim
Ziarenim so zameranim sa na mechanizmy opravy dvojvldknovych
zlomov, regulacie kontrolnych bodov bunkového cyklu a mechanizmov
bunkovej smrti
Experimentalna ¢ast’
e Overenie cytotoxického efektu celkového extraktu Safranu na nddorovu liniu
HCT116 WT bez, i spolu s pdsobenim ionizujiiceho ziarenia
e Vyuzitie metddy Western blot na sledovanie aktivacie drdh programovanej
bunkovej smrti, kontrolnych bodov bunkového cyklu a proteinov podielajucich
sa na oprave poskodenej DNA
e Stadium vplyvu extraktu 3afranu na opravné mechanizmy DNA u buniek

vystavenych ionizujucemu ziareniu pomocou imunofluorescencnej mikroskopie



1 UVOD

V porovnani s klasickymi ochoreniami si prave nadorové ochorenia povazované za
nebezpecnl hrozbu pre cely svet vd’aka svojmu rychlemu postupu, stupiiu invazivnosti a
nepravidelnej odpovede na lieCbu. Samozrejme existuji konvenéné metddy a lieCebné
postupy ako chemoterapia, radioterapia ¢i katalyticka terapia a neustale sa skimaju
avyvijaju nové prostriedky na boj proti rakovine. Zaujimavym vSak moéze byt aj
zameranie sa na prirodné latky, ktoré mozu posobit’ chemoprevencne.

Chemoprevencia sa da definovat’ ako vyuZzivanie prirodnych zloziek schopnych
zastavenia procesu veducemu k vzniku nadorového ochorenia. Prirodné zluceniny
vykazujice chemopreventivne U¢inky v kombinacii s konvenc¢nou terapiou predstavuju
novy pohl'ad na lie¢bu rakoviny, ktory sa zda byt’ sI'ubny (Rejhova et al., 2018).

Koreniny st zname uz tisicky rokov vd’aka svojmu vyuzitiu ako doplnok stravy
pre svoju chut’ a farbu. AvSak v l'udovej medicine sa niektoré z nich pouzivali aj ako
prirodné lieCiva prave pre svoj obsah biologicky aktivnych, chemopreventivnych
zIlG¢enin a priaznivy vplyv na zdravie (Zheng et al., 2016).

Safran pouzivany ako korenie, st vysusené predizené piestiky modrej kvitnucej
rastliny Safranu siateho (C. sativus L.), spadajucej do ¢el'ade kosatcovitych (Iridaceae),
s povodom v Stredomori. Vd’aka svojim chemoprevenénym tG¢inkom, ktoré vykazuje, sa
0 Safran zacina zaujimat’ aj modernd medicina. Je zndme, Ze Safran znizuje proliferaciu
nadorovych buniek, ma antioxida¢né ucinky, spusta mechanizmy vedice k apoptdze ale
takisto pdsobi protizapalovo a stimuluje imunitni odpoved’ (Bolhassani et al., 2014).

Extrakty Safranu poOsobi na Siroké spektrum nadorovych linii vratane
Kolorektalneho karcinomu, kde zvysSuje indukciu DNA poskodenia a naslednej apoptozy
(Bajbouj et al., 2012). Testujt sa hlavne jednotlivé zlozky Safranu ako je krocin, krocetin
¢i safranal Zaujimavym vSak moze byt U¢inok celkového extraktu Safranu, pretoze
obsahuje pomer vSetkych aktivnych zloZiek tak, ako sa v prirode vyskytuji a ako st
prijimané v potrave (Nair et al., 1991; Abdullaev a Espinosa-Aguirre, 2004; Feizzadeh et
al., 2008; Kianbakht a Mozaffari, 2009; Magesh et al., 2009).

V bakalarskej praci sme sa venovali §tidiu G¢inku celkového vodného extraktu
Safranu na bunkov liniu kolorektélneho karcinomu HCT116 WT. Sledovana bola hlavne
zivotaschopnost’ tejto linie a schopnost’ bunkovej odpovedi na poSkodenie DNA po

oSetreni vodnym extraktom Safranu a to bez, a spolu s pésobenim IR, ktoré sa vyuziva
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ako konven¢na terapia pri nadorovych ochoreniach (Badiyan et al., 2017; Haque et al.,
2017).

Tato praca vznikla v ramci spoluprace s vyskumom prof. Hassan Ashktoraba
z Howard University vo Washingtone, ktory sledoval znizenie proliferacie nadorove;j
linie HCT116 WT po oSetreni buniek vodnym extraktom Safranu a prejavil zaujem
0 Studium mechanizmu pdsobenia $afranu v kombinacii s IR. Zaroven nam poskytol
vzorky Safranu, ktorého ucinky sme sledovali. Tato praca méze byt prinosna hlavne
z dovodu, ze tematike sledovanie bunkovej odpovedi na poSkodenie DNA po oSetreni

vodnym extraktom Safranu v kombindcii s IR sa zatial’ nikto nevenoval.

13



2 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY
2.1 Safran siaty

Safran so svojou jedine¢nou arémou a farbou sa neda pokladat’ za novinku ked’ sa
spomina spolu s kuchynou. Jeho vyuzitie sa da sledovat’ az 3000 rokov dozadu ked’ bol
pouzivany na dochucovanie jedal, vo farbiarskom priemysle, ale aj ako platidlo. Jeho
meno pochadza z Arabského slova zafaran, co znamena zIty, ukazujic na spojitost’ medzi
jeho typickou farbou a zaroven vysokym obsahom karotenoidov v jeho piestiku
(Caballero-Ortega et al., 2007).

Safran, ktory sa pouziva ako korenie, st rozdrvené piestiky na modro kvitnucej
rastliny Safranu siateho (Crocus sativus L.) Rastlina spada do &elade kosatcovitych
(Iridaceae) a pestuje sa na viacerych miestach so suchym a miernym podnebim, kam
spada napriklad gpanielsko, Mexiko, India, Novy Zéland, Australia, Azerbajdzan a Irdn.
Safran je hlavne znamy ako najdrahsie korenie na svete a preto si vysluzil aj pomenovanie
»cervené zlato®, ktoré ziskal v Irane (Christodoulou et al., 2015). Na vyprodukovanie
jedného kilogramu sa vyuZije odhadom 150 000 kvetov Safranu siateho. Piestiky
vyuzivané ako korenie, musia byt’ ruéne spracované ihned’ po rozkvitnuti, aby sa ochranili
pozadované prchavé zlozky pred vyparenim sa v horucom dni (Melnyk et al., 2010).
Celosvetova produkcia Safranu je odhadovana na 190 ton, z ¢oho az 90 % pochadza
z Iranu (Caballero-Ortega et al., 2007).

Uz v minulosti bol Safran pouzivany nielen ako pochutina a farbivo, ale svoje
uplatnenie naSiel aj v 'udovej medicine. Doktori ho vyuZivali ak pacient trpel kf¢mi,
astmou, menstruaénymi poruchami a problémami s pe€eniou. V ramci mediciny bol a aj
je Safran vyuzivany ako stimulant, afrodiziakum a ako antidepresivum (Schmidt et al.,

2007).

2.1.1 Chemické zloZenie

Analyza chemického zloZenia Safranu ukazala, Ze $afran sa sklada z 63 % cukrov, 12 %
proteinov, 10 % vody, 5 % tukov, 5 % vldkniny, 5 % minerdlov a stopového mnozstva
thiaminu a riboflavinu (Rios et al, 1996). Safran siaty obsahuje $tyri hlavné aktivne latky
zaujimavé najma z farmakologického hladiska. Ide o pikrokrocin, safranal, krocetin
a krocin (Chyba! Nenalezen zdroj odkazi.). Safranal je najmenej obsiahnuty v Safrane
so zastupenim v priemere 0,22 %, nasleduje pikrokrocin v priemernom obsahu 14,04 %

a najviac zastapené st krocin a krocetin v priemere s 29 % (Lage a Cantrell, 2009).
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Obr. 1 Chemicka Strukttra krocinu, krocetinu, pikrokrocinu a safranalu (prevzaté a upravené od
Melnyk et al., 2010)

Krocin spolu s krocetinom su vd’aka svojmu bohatému zastiipeniu zaroven najcastejsie
testovanymi latkami (Festuccia et al., 2019; Jafarisani et al., 2018; Kalalinia et al 2018).

Pikrokrocin je zodpovedny za horkastli chut Safranu. Je to monoterpénovy
glykozid azaroven prekurzor safranalu, ktory vznika vysuSenim. 70 % vSetkych
prchavych zloziek v Safrane je prave safranal. Ide o cyklicky terpénovy aldehyd
zodpovedny hlavne za aromu Safranu. Na cCerstvych piestikoch sa vSak ziadna aréma
nenachadza. Specificka vona sa objavuje aZ pri suseni a skladovani spracovaného $afranu
(Christodoulou et al., 2015).

Krocetin je 20-uhlikova dikarboxylova kyselina spadajiica do skupiny prirodnych
karotenoidov ale nema provitaminovu funkciu. Presny mechanizmus ochranného t¢inku,
ktory krocetin vykazuje nie je zatial' znamy. Jedna z hypotéz spomina inhibiciu aktivity
DNA syntézy a RNA polymerazy Il (Gutheil et al., 2012). Zaroven je to prekurzor
krocinu.

Krocin, ktory déva Safranu jeho typicku farbu, je esterom krocetinu a jedna sa
0 vel'mi zaujimavu zlozku z hl'adiska mediciny. Ide o dokazany antioxidant a vykazuje
neuroprotektivny uc¢inok (Ochiai et al., 2007). Takisto bol pozorovany inhibi¢ny efekt na

proliferaciu nadorovych linii in vitro (Escribano et al., 1996)
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Na extrakciu aktivnych Safranovych zloziek sa pouzivaji rdzne rozpustadla
a postupy. Okrem vody su na extrakciu pouzivané roztoky metanolu, etanolu alebo vodné
roztoky tychto alkoholov v réznych pomeroch (Kyriakoudi et al., 2012; Kyriakoudi
a Tsimidou, 2018). Podl'a dostupnosti Safranu a potrebnej extrahovanej zlozky sa d’alej
voli vhodny postup extrakcie. Medzi najcastejSie pouzivané spdsoby extrakcie patri
klasicka mechanicka extrakcia Safranu v rozptstadle pomocou trenia alebo vystavenim
mechanickym vibraciam. Jej nevyhodami je vSak spotrebovanie velkych mnozstiev
potrebného materialu a ¢asto nizke vynosy (Sujata et al., 1992; Cusano et al., 2018).
Dal§im moZnym pristupom je extrakcia za pritomnosti ultrazvuku. Hlavnou prednostou
tejto metody je znizenie spotreby extrahovaného materidlu, ¢i vyznamné skratenie Casu
potrebného na extrakciu (Ameer et al., 2017; Chemat et al., 2017). Medzi vyznamné
pokrogilé techniky extrakcie patri viak aj extrakcie za pouzitia mikrovin (Da Porto
a Natolino 2018). Vyuzitie mikrovin je nezdvadné pre Zivotné prostredie z ddvodu nizkej
spotreby energie amoznosti pouzitia Sirokého spektra netoxickych rozpustadiel
(Kaufmann a Christen, 2002; Angiolillo et al., 2015).

Pikrokrocin je mozné izolovat’ z Safranovych piestikov pomocou Soxhletovej
extrakcie s pouzitim dietyléteru, petroléteru a metanolu (Tarantilis et al., 1994) a prchavé
zlozky sa daju ziskat pomocou destilacie s vodnou parou (Melnyk et al., 2010).
Extrahovat’ celkovy obsah Safranu so zachovanymi pomermi aktivnych zloziek je vSak

dolezité pri vyskume pouzitia extraktu Safranu vo svojom prirodzenom stave.

2.1.2 U¢inok $afranu a jeho jednotlivych zloZiek na nadorové linie
Uz bolo poznamenané, Ze Safranové karotenoidy vykazuji chemopreventivny efekt
Vv pripade viacerych nadorovych linii ain vivo modelov (Garcia-Olmo et al., 1999;
Jagadeeswaran et al., 2000). Viacsina stadii sa vSak zaobera jednotlivymi zlozkami,
hlavne krocinom a nie kompletnym extraktom (Bakshi et al., 2010; Festuccia et al.,
2014). Ucinnost' celkového extraktu Safranu ale aj jeho jednotlivych zloziek sa
Vv publikaciach 1isi. Tato variabilita mdéze byt dand biologickym pozadim pouZzitim
nadorovej linie napr. defekt, pripadne strata signalneho proteinu (Bajbouj et al., 2012)
alebo vo variacii metdd, ktoré boli pouZzité na extrakciu aktivnych zloziek zo Safranu
(Bakshi et al., 2010 Samarghandian et al., 2011; D’ Alessandro et al., 2013).

Povrchova aplikacia Safranového extraktu inhibovala inicidciu a postup koznych

nadorov indukovanych 7,12-dimetylbenz(a)antracénom (DMBA) v modelovych mysiach
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(Salomi et al., 1991). Podobne aj Nair et al. (1991b) zaznamenali, Ze mysie modely, ktoré
boli oSetrené cisplatinou a nasledne im bol podany extrakt Safranu vykazovali znacny
rozdiel medzi poklesom telesnej vahy, poctu leukocytov a hladiny hemoglobinu
V porovnani s kontrolnymi modelmi. Extrakt Safranu podany mySiam oSetrenych
cisplatinou im taktiez predizil dizku Zivota a to takmer trojnasobne.

Je dokazané, ze Safranovy extrakt inhibuje syntézu nukleovych kyselin a rast
nadorovych buniek, zatial’ ¢o nenadorové bunky su necitlivé k extraktu alebo len mierne
citlivé (Jagadeeswaran et al., 2000; Samarghandian et al., 2011).

Etanolové¢ ale aj vodné extrakty Safranu vykazuju antioxida¢nu aktivitu, vplyv na
imunitny systém, zvySenie bunkovej diferencidcie a takisto regulaciu bunkového cyklu
(Hosseinzadeh a Noraei, 2009; Bakshi et al., 2010; Karimi et al., 2010; Festuccia et al.,
2014; Bhandari, 2015; Bukhari et al., 2018; Khorasanchi et al., 2018).

2.1.2.1 Pro-apopticky ucinok

Najpravdepodobnejsim  protirakovinovym u¢inkom  karotenoidov — obsiahnutych
v Safranovom extrakte je aktivacia apoptozy, inak nazyvanej aj programovana bunkova
smrt’ (PCD; zangl. programmed cell death). Apoptdéza bunkovych linii oSetrenych
Safranom bola najCastejSie zistend na zédklade merania fragmentovanej DNA farbenej
pomocou Pl a merania bunkového cyklu, kde bunky s fragmentovanou DNA st viditeI'né
ako narast sub-G1 populacie (Tavakkol-Afshari et al., 2008; Bakshi et al., 2010) a taktieZ
naj¢astej$ie pomocou Western blotu a detekciou pro-apoptickych proteinov ako je BAX,
p53, kaspaz 3, 8, 9 apod. (D’Alessandro et al., 2013; He et al., 2013; Liu et al., 2014).
Hlavne ucinok krocinu a krocetinu bol pozorovany ako zvySenie apoptdzy viacerych
druhov nadorovych linii in vitro a ako inhibicia rastu nadoru in vivo vratane l'udskych
pankreatickych, prsnikovych a kolorektalnych nadorovych buniek (Escribano et al.,
1996; Bakshi et al., 2010; Sun et al., 2013).

Apoptéza nastdva primarne prostrednictvom dvoch drdh — vnutornej
(mitochondrialnej), pomocou zniZenia mitochondridlneho membranového potencialu
(MMP) a vypustenia cytochromu ¢ do cytoplazmy, alebo vonkajsej, cez receptory smrti,
ktorej sa zucastiiuju kaspaza 8 a kaspaza 9. Tieto dalej spustaju kaskadu kaspaz, ktoré
V kone¢nom dosledku aktivuji kaspazu 3, tzv. protein smrti. Kaspaza 3 nezvratne spusta
apoptozu Stiepenim proteinov a fragmentaciou DNA, ¢o vyustuje do smrti bunky (Patel

et al., 2017). Podrobny mechanizmus apoptdzy je detailnejsie popisany v kapitole 2.4.2.
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Experimentalne sa potvrdilo, Ze za vychodiskovy bod pre zmenu MMP sa poklada
DNA poskodenie a agregacia bunkovych receptorov smrti. Meraniec MMP u bunkovej
linie BGC-823 (zaludo¢na nadorova linia) ukéazalo, ze po oSetreni krocetinom bol MMP
znizeny, o znaci, ze krocetin spust’a apoptdzu cez vnutornt (mitochondridlnu) drahu (He
etal., 2013).

Vyuzitim metod Western blot a ELISA sa potvrdila zvySend expresia pro-
apoptickych proteinov kaspazy 3, 8 a 9 v plicnej nadorovej linii A549 po oSetreni
vodnym extraktom Safranu. Tieto vysledky naznacuju, ze aplikacia vodného extraktu
Safranu moze spustat’ apoptézu pomocou vonkajsej cesty (Samarghandian et al., 2013;
Liu et al., 2014).

2.1.2.2 Inhibicia proliferacie

Karotenoidné zlozky Safranového extraktu zastavuju bunkovy cyklus na viacerych
kontrolnych bodoch v GO0/G1l, SaG2/M faze. To vedie k zastaveniu bunkovej
proliferacie, inhibicii mitézy a nakoniec k bunkovej smrti (Aung et al.,2007; Chryssanthi
et al., 2007; Ashrafi et al., 2015).

Je znadme, Ze existuju viaceré proteiny, ktoré maji na starosti regulaciu udalosti,
ktoré sa udeji pocas bunkového cyklu. Strata takychto proteinov alebo ich funkcie moze
viest’ k rozvoju nadorového ochorenia. Medzi hlavné kontrolné proteiny, ktoré reguluji
bunkovy cyklus spadaju cykliny a cyklin-zavislé kinazy (CDK). Cyklin D je nukledrnou
podjednotkou CDK ako CDK-4 alebo CDK-6. Specificka asociacia CDK-4 a cyklinu D
je esencialna pre bunkovy cyklus, aby postupil z G1 fazy a pokracoval d’alej. Nespravna
regulacia kontrolnych proteinov a zvySena expresia faktorov, ktoré indukuju rast ako
prave cyklin D znamend pociatok onkogenézy (Diehl, 2002). Krocin indukuje zastavenie
bunkového cyklu v GO/G1 a G2/M faze vdaka zniZeniu expresii cyklinu D1 ¢o vedie
K potlaceniu proliferacie viacerych nadorovych linii rakoviny prostaty (D’Alessandro et
al., 2013).

MozZnym mechanizmom pdsobenia krocinu a krocetinu, ktoré inhibuju rast nadoru
je potlacenie syntézy RNA a DNA a taktiez inhibicia aktivity RNA polymerazy II (Nair
etal., 1995; D’ Alessandro et al., 2013). Krocetin zna¢ne znizil distribuciu buniek v S faze
a zaroven potlacil syntézu DNA. Ako dosledok bola zna¢ne zvySend distribucia buniek
v G2/M faze bunkového cyklu. Sktimany bol Cdc-2, jeden z kontrolnych proteinov

regulujuci G2/M fazu, pretoze jeho fosforylacia aktivuje d’alSie kontrolné proteiny
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potrebné pre postup bunkovym cyklom. Po oSetreni krocetinom vykazoval Cdc-2
hyperfosforylaciu, ¢o potlacilo jeho aktivitu vyastujucu do inhibicie postupu buniek

v bunkovom cykle (Dhar et al., 2009).

2.1.2.3 Interakcia s DNA Struktirami

DNA je Castym ciel'om lieCiv, pretoze ich interakcia s DNA priamo ovplyviiuje replikaciu
a transkripciu, ¢o je hlavnym krokom pri deleni a raste buniek. Prave ovplyvnenie delenia
buniek je kritické pre svoju nachylnost’ k vytvoreni nadoru (Bathaie et al., 2007).

Existuju tri hlavné cesty, akymi sa mdze lieCivo viazat' na DNA. Prva je cez
interakciu lieCiva a proteinov, ktoré¢ sa viazu na DNA ateda ovplyviiuji transkripciu
DNA. Druha je pomocou interakcie lie¢iva s RNA, ktora sa naviaze na dvojzavitnicu
DNA, ¢o vytvori trojzavitnicovy RNA-DNA hybrid s odhalenymi jednovlaknovymi
DNA regionmi, ktoré mozu branit’ transkripcii. Tretia je priame viazanie sa lieCiva na
dvojzavitnicu DNA (Chaires, 1998; Bathaie et al., 2007)

MozZny mechanizmus protirakovinového ucinku Safranu méze byt zasahovanie
krocetinu do Struktury histonu H1 a interakcia histonu H1 s DNA (Dhar et al., 2009).
Medzi interakciu Safranovych karotenoidov s DNA spada aj ich viazanie sa do malého
zliabku DNA (Geierstanger a Wemmer, 1995; Bathaie et al., 2007). Nebolo zistené
ziadne preferenéné viazanie sa pre AT alebo GC sekvencie (Hoshyar et al., 2012).

Zlozky Safranu maji zaroven vplyv na telomerazova aktivitu. Telomeraza je
enzym zodpovedny za udrziavanie telomér na eukaryotickych chromozdémoch, ktoré sa
prirodzene skracuju pdsobenim nekompletnej replikdcie DNA pomocou DNA
polymeraz. V naddorovych bunkach je jej aktivita zvySena takmer o 90 % a vo vzorkach

oSetrenych krocinom aktivita telomerazy poklesla o polovicu (Noureini a Wink, 2012).

2.1.2.4 Potlac¢enie polymerizacie mikrotubul

Safranal ako jeden z metabolitov Safranu vykazuje protirakovinové uc¢inky, ale presny
mechanizmus nie je zatial’ znamy. Jedna z hypotéz je, Ze na to aby Safranové zlozky, akou
je safranal, prejavili svoj G¢inok na syntézu makromolekularnych latok a cytotoxicitu,
potrebuju dodato¢nt cytoplazmaticku zlozku (Nair et al., 1995). Takouto zlozkou mézu
byt prave mikrotubularne proteiny, ked’Zze byvaji Casto napadané protirakovinovymi

lie¢ivami (Naghshineh et al., 2015).
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Mikrotubuly st predizené $truktiry zloZené z tubulinovych heterodimérov s a.a p
podjednotkami. Spolu s aktinom tvoria zédkladny cytoskelet vo vSetkych eukaryotickych
bunkach. Dokazu sa prirodzene predlzovat’ a skracovat’ a pomocou napriklad kinezinu
v eukaryotickych bunkéach sa pozdiZ nich prepravuju délezité komponenty za hydrolyzy
ATP. Dynamickd nestabilita je dolezita pri bunkovom deleni, konkrétne pri segregacii
chromozomov (Valiron et al., 2001) Preto je prave polymerizacia mikrotubul Castym
cielom protirakovinovych lieCiv.

Naghshineh et al. (2015) uvadzaja, Ze safranal mdze narus$it’ tito dynamicku
nestabilitu vd’aka jeho Castému viazaniu sa na tubulinovy dimér medzi a a B podjednotky.
Tym padom je potlatovana interakcia tubulin-tubulin a tubulin-nukleotid a je ovplyvneny
aj polymerizacny proces mikrotubul. To vylstuje do nevhodného prichytenia sa

chromozoémov a ich pohybu, ¢o brani rozdeleniu bunky.

2.2 Bunkovy cyklus

Bunkovy cyklus je komplexny proces, ktory zahfiia proliferaciu buniek, ich vyvoj a
diferenciaciu. Cyklus zahfiila mnozstvo regulacnych proteinov, ktoré dohliadaji jeho
spravny priebeh a tspesné zakoncenie mitdézou. Medzi hlavné proteiny regulujuce postup
bunky cez jednotlivé fazy nazyvané G1, S, G2 a M patria cykliny a CDK (Schafer, 1998).

G1 a G2 faza predstavuji ,,medzery“ (z angl. gaps) medzi dvoma udalost’ami,
mitdzou (M faza) a syntézou DNA (S faza). V G1 faze sa bunka regeneruje po prave
prebehnutej mitdze a pripravuje sa na syntézu DNA, ktoré prebieha v nasledujicej S taze
(Vermeulen et al., 2003). V G2 faze prebieha priprava bunky na fazu mitoticku. Existuje
aj pojem GO faza, ktory sa pouziva pre bunky, ktoré existuju v kl'udovom stave. Takéto
bunky nevstupuji do d’alSieho bunkového cyklu, ale po zvySok svojho Zivota vykonavaja
svoju funkciu a zostavaju metabolicky aktivne (Park a Koff, 2001).

Hlavnym zmyslom bunkového cyklu je zabezpecit’ spravne delenie, tzn. prenos
bezchybnej genetickej informécie z materskej bunky na dcérske. V pripade deficitu alebo
straty funkcie jedného ¢i viacerych regulacnych proteinov méze dojst’ k deleniu buniek
S nespravnou genetickou informaciou a pripadnému vzniku nadorového ochorenia (Pitts

et al., 2014; Park a Koff, 2001).
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2.2.1 Kontrolné body bunkového cyklu a ich regulacia

Bunkovy cyklus je regulovany kontrolnymi bodmi, inak nazyvanymi aj checkpointy,
ktoré udrziavaji dohl'ad nad integritou a spravnostou ddlezitych udalosti. Medzi takéto
udalosti patri napriklad spravna replikacia DNA, oprava poskodenej DNA a segregacia
chromozomov pri mitdéze (Barnum a O’Connell, 2014) Ako tri najdolezitejSie kontrolné
body bunkového cyklu mozeme oznacit’ prechody G1/S, G2/M a M.

Zéakladna kontrola bunkového cyklu bola dobre objasnena stadiami v kvasinkach.
Tieto organizmy maju jedinu CDK, ktord im slizi na kontrolu celého bunkového cyklu.
V Saccharomyces cerevisiae to je Cdc28 a v Schizosaccharomyces pombe Cdc2, ktoré sa
viazu na Specifické cykliny v priebehu bunkového cyklu. Poc¢as evolucie sa pocet CDK
a cyklinov znacne zvysil, avSak za kontrolné su povazované len urcité Specifické cyklin-
CDK komplexy (Malumbres a Barbacid, 2005).

Spravnou funkciou kontrolného bodu Gl je zaistit' aby bunkovym cyklom
pokracovala zdrava bunka bez defektov. V pripade pritomnosti nejakého nedostatku je
bunka bud’ eliminovana, alebo sa dostane do GO fazy, v ktorej zotrvava az do odstranenia
nedostatku. Pocas prechodu bunky cez kontrolny bod G1 sa cykliny D (D1, D2, D3) viazu
Specificky na CDK-4 a CDK-6 za tvorby komplexov, ktoré ¢iasto¢ne inaktivuju proteiny
ako RB, RBL1 a RBL2 aby sa mohli cykliny E (E1 a E2) naviazat’ a aktivovat CDK2.
Vytvoreny komplex cyklin E-CDK2 d’alej fosforyluje proteiny RB, RBL1 (znamy aj ako
p107) a RBL2 (znamy aj ako p130) a inaktivuje ich kompletne (Harbour et al., 1999;
Lundberg a Weinberg, 1998).

V pripade detekcie poskodenia DNA alebo inej poruchy je inhibovana tvorba
komplexov cyklin-CDK. Ak sa nevytvori poZadovany cyklin-CDK komplex, RB protein
nie je fosforylovany, mdze sa naviazat’ na E2F transkripény faktor a inhibovat’ ho. E2F
transkripcny faktor prepisuje gény proteinov, ktoré st potrebné na prechod z G1 do S fazy
a ak je inhibovany naviazanym RB proteinom, ddjde k zastaveniu bunkového cyklu
(Wenzel a Singh, 2018).

Cykliny A, B aich CDK st aktivované neskor v bunkovom cykle a ich tlohou je
udrziavat’ RB v hyperfosforylovanom stave aZ do konca mitdzy a nasledne sa RB vrati
do svojho povodného stavu a viaze sa s E2F (Ludlow et al., 1990).

p53 je protein, ktory odpovedd na poskodenie DNA pocas Gl fazy akou je
napriklad jednovlaknova DNA alebo nespravne sparovanie baz transkripciou p21 (He et

al., 2005). Interakcia p21 s CDK inhibuje ich aktivitu, ktora je potrebna na fosforylaciu
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RB (Elbendary et al., 1996). V l'udskych nadorovych ochoreniach st extrémne Casté
mutédcie p53. Toto vyustuje do nedostatku mnozstva p21 aVv konecnom ddsledku
bunkovy cyklus pokracuje s poSkodenou DNA (Greenblatt et al., 1994).

Kontrolny bod G2 nachadzajuci sa pred mitotickou fazou bunkového cyklu
kontroluje integritu DNA a kompletnost’ replikacie. Ak sa pri kontrole zisti chybna alebo
poskodena DNA, aktivuji sa jej mechanizmy opravy a zaroven sa bunkovy cyklus
pozastavi pred mitézou. Mitdéza nasleduje po replikacii DNA v S faze za aktivacie
mitotickej CDK 1. CDKI1 tvori komplex s cyklinom B potrebnym pre vstup do mitotickej
fazy. Regulacia CDK1 zahfia fosforylaciu pomocou Weel kinazy, ktorej aktivita je
pocas vstupu do mitézy znizend pomocou Cdc25 kindzy s dudlnou Specifickost'ou. Ta
defosforyluje CDK1 a prenasa fosfat na Weel kinazu, ¢o znizuje aktivitu Weel a zvySuje
aktivitu CDK1. Cdc25 je pod kontrolou Chk1, ktora ju fosforyluje. Tento jav predchadza
defosforylacii CDK1 ¢o udrziava cyklin B-CDK1 komplex v neaktivnom stave.
Aktivacia Chkl v pripade signalu vykazujicom poskodenie DNA je nasledovana
fosforylaciou Cdc25 a inaktivaciou komplexu cyklin B-CDK1. Z toho vyplyva, Ze na
postup bunky cez G2/M kontrolny bod je vyzadovana aktivacia Cdc25 ateda
nepritomnost’ Chk1 (Perry a Kornbluth, 2007; DiPaola, 2002).

V pripade poskodenia DNA existuju dve drahy signalizacie a regulécie
kontrolného bodu G2/M v zavislosti od typu poskodenia. Ako kI"i¢ovymi signaliza¢nymi
zlozkami v bunkach cicavcov sa ukazali proteinové kinazy ATM a ATR, ktoré su
aktivované v dosledku DSB a jednovldknovou DNA (ssDNA) pokrytou replikaénym
proteinom A (Shiloh Y., 2003; Cimprich a Cortez, 2008; Jackson a Bartek, 2009). Medzi
najStudovanejsie ciele ATM a ATR patria Chk1 a Chk2 proteinové kinazy, ktoré spolu
s ATM a ATR ucinkuju ako inhibitory CDK aktivity pomocou viacerych mechanizmov,
medzi ktoré patri aj aktivacia transkripcie p53 (Kastan a Bartek, 2004; Bartek a Lukas,
2007; Riley et al., 2008; Jackson a Bartek, 2009). Inhibicia CDK spdsobi spomalenie
alebo zastavenie bunkového cyklu v jeho kontrolnych bodoch, ¢o zaist'uje dostatok ¢asu
na opravenie DNA pred replikaciou. Opravné proteiny DNA moZzu byt vSak aktivované
pomocou ATM aATR signalizaénych drah aj transkripcne alebo post-translacne
napriklad fosforylaciou ¢i ubikvitinaciou (Huen a Chen, 2008; Jackson a Bartek, 2009).

Ktora signaliza¢na draha sa aktivuje zavisi od typu zlomu DNA. V pripade DSB
je aktivovana ATM-Chk2 ana SSB odpoveda ATR-Chkl signalizacnad draha. DSB
aktivuje ATM, ktory fosforyluje Chk2, ktory zaroven fosforyluje Cdc25 a inaktivuje
cyklin B-CDK1 komplex zabranujlic vstlpit bunke do mitotickej fazy. Chk2 navySe
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interaguje s niekol’kymi d’al§imi proteinmi, medzi ktoré patri aj p53, BRCALI ¢i 53BP1
(Lavin, 2008; Smith et al., 2010).

Signalizacna draha ATR-Chk1 SSB je podobna ako pri DSB. Za efektnu aktivaciu
ATR st zodpovedné dva mediatorové proteiny TopBP1 a claspin. TopBP1 obsahuje
doménu, ktora stimuluje aktivitu ATR a claspin po fosforyléacii viaze Chk1 a prenasa ho
do blizkosti ATR, ktory ho nasledne moéze fosforylovat (Kumagai a Dunphy, 2003).
Nasleduje uz znama kaskada inaktivacie Cdc25 a komplexu cyklin B-CDK 1 potrebného
pre vstup do mitozy.

Po prechode do mitézy, komplex cyklin B-CDK1 uz nie je d’alej potrebny a je
kompletne degradovany pri postupe mitdzy do anafazy. Kontrolny bod v mitotickej faze
sa nazyva M checkpoint a stvisi s kontrolou spravnej vézby kinetochor mitotického
vretienka. Mitotické vretienko ma na starost’ segregéciu sesterskych chromatid v mitéze
a je zlozené z mikrotubul a niekolkych pohybovych proteinov na centrozomalnych
a kinetochornych koncoch (Wittmann et al., 2001). Ked’ st v§etky kinetochory prichytené
a zoradené v metafaznej rovine, méze prebehnut’ anafiza sprostredkovana aktivitou E3
ubikvitin ligdzy zndmej ako Anaphase-Promoting Complex/Cyclosome (APC/C), ktory
degraduje cyklin B-CDK1 komplex. Funkciou M kontrolného bodu je zabranit” aktivacii
APC/C v pripade, Ze kinetochory su nespravne naviazané na mikrotubuly mitotického
vretienka alebo nenaviazané vobec. Kinetochory produkujt aktivny signal, ktory zastavi
bunkovy cyklus negativnou reguléciou Cdc20 proteinu, ktory s APC/C komplexom tvori
aktivny holoenzym. Ak je negativne regulovany Cdc20, APC/C je neaktivny a bunky

nemoze prejst’ do anafazy (Barnum a O’Connell, 2014).

2.3 PoSkodenie DNA

Integrita gendomu vsetkych organizmov je ohrozena poskodenim DNA vplyvmi
z vonkajSieho ¢i vnltorného prostredia bunky kazdy den. Medzi vnltorné faktory patri
napriklad akumulacia reaktivnych kyslikovych radikalov veducich k oxidativnemu
poskodeniu DNA, lipidova peroxidacia, alkylacia ¢i hydrolyza DNA baz (De Bont a van
Larebeke, 2004; Hakem, 2008). DNA poskodenie vo vécSine pripadov vznika prave
vplyvom vonkajsich faktorov ako je UV ziarenie, chemické pdsobenie alebo ionizujiice
ziarenie (Doll a Peto, 1981; De Bont a van Larebeke; 2004, Hakem, 2008). Neopravené

poskodenie DNA moze viest’ k nestabilite gendmu, mutaciam, starnutiu bunky a vzniku
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rakoviny. Z tychto dévodov disponuje bunka opravnymi a kontrolnymi mechanizmami,

ktoré jej umoziuju takéto posSkodenie opravit’ alebo eliminovat’ trvalo poskodené bunky.

2.3.1 Efekt ionizujiceho Ziarenia

Radioterapia vyuzivajuca y-ziarenie (ionizacné ziarenie, IR) je konvencna liecba
odportacana v az 50 % pripadoch vyskytu nadoru (Delaney et al., 2005). Pocas lieCby
pomocou IR vSak dochadza aj k poSkodeniu zdravého a neposkodeného tkaniva v okoli
nadoru. Vysledkom je oxiddcia DNA bdz, neziaduce previazanie DNA s proteinmi tzv.
,»cross-link“ ¢i jednovlaknové (SSB; z angl. single-stranded break) a dvojvlaknové zlomy
DNA (DSB; z angl. double-stranded break) (Cadet et al., 1999; Sudprasert et al., 2006;
Mladenov et al., 2013). Takéto poskodenie musi byt opravené, inak moze dochadzat’ k
vzniku mutacii, pripadne vzniku rakoviny alebo viest' k bunkovej smrti (Frankenberg-
Schwager, 1990; Lindahl, 1993).

SSB je poskodenie jedného vladkna v dvojvlaknovom DNA helixe zvycajne
spojené s poSkodenym 5’ a/alebo 3’ koncom na mieste zlomu a stratou jedného
nukleotidu (Caldecott, 2008). Najpravdepodobnejsim dosledkom neopravenych SSB je
zastavenie ¢i kolaps replikacnej vidlicky pocas S fazy bunkového cyklu (Caldecott,
2008). Kolaps replikacnej vidlicky v dosledku narazenia na chybajici nukleotid d’alej
moze vyvolat DSB (Kuzminov, 2001).

DSB st extrémne poSkodenie DNA, pri ktorych je dvojvladknovy helix DNA
poskodeny na obidvoch vlaknach zaroven s medzerami obsahujucimi vol'né 3’ alebo 5’
fosfaty (Povirk, 2012). Takéto poSkodenia st vytvarané ndhodne v gendmovej DNA
(Mladenov et al., 2013).

2.3.2 Odpoved’ na poskodenie DNA vyvolané ionizujicim Ziarenim
Aby geneticky koéd mohol fungovat’ spravne a bol replikovany v poriadku, bunka musi
opravit’ poskodenit DNA opravnymi mechanizmami. V zévislosti od typu poskodenia je
aktivovany prislusny opravny mechanizmus. Odpoved’ bunky na poskodenie DNA
(DDR; z angl. DNA damage response) zahiia aktivaciu signalizaénych drah, ktoré
rozpoznavaju typ DNA poskodenia, aktivaciu opravnych faktorov a opravnych drah,
regulaciu postupu v bunkovom cykle a pripadna apoptozu (Li et al., 2016).

V pripade SSB su poSkodenia opravované mechanizmami ako napriklad: oprava

vystrihnutim bazy pre poskodenu bazu, korekcia spravneho péarovania pre nespravne
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inkorporované bazy a oprava odstrafiujuca medzivlaknové krizenie tzv. kroslinky (Sirbu
a Cortez, 2013). Vel'mi zavazné DSB su opravované homoldgnou rekombinaciou (HR)
a nehomoldgnym spajanim koncov (NHEJ).

Ak je vS§ak DNA poskodenie natol'’ko vazne, Ze nie je mozné ho opravit, nasleduje
spustenie apoptozy alebo bunkovej senescencie (permanentné zastavenie replikacie

bunky) (Campisi a di Fagagna, 2007).

2.3.2.1 Nehomologne spajanie koncov

Nehomolodgne spéjanie koncov je najcastejSou opravnou drahou pri vzniku DSB. Az 80
% vsetkych pripadov DSB po vystaveni IR je opravovanych NHEJ (Kakarougkas
a Jeggo, 2014), ale sposob opravnej cesty DSB zalezi aj na Stadiu bunky v bunkovom
cykle. Faktory, ktoré podporuji rozsiahle Stiepenie poskodenych koncov DNA
a aktivaciu HR su aktivované hlavne v S a G2 faze bunkového cyklu ked’ je pritomna
sesterska chromatida. Z tohto doévodu je NHEJ preferované pocas celého bunkového
cyklu okrem S a G2 fazy (Chang et al., 2017). Pri DSB vznikaju v zavislosti na mieste
zlomu rézne zakonc¢ené DNA konce. NHEJ je zaujimavé z toho dovodu, ze dokaze
akceptovat’ Siroké spektrum tychto zakonceni ako substrat na opravu (Lieber, 2010).

Podobne ako velka cast’ procesov zaoberajucich sa opravou DNA, aj NHEJ
potrebuje 3 typy enzymov — nukledzu na odStiepenie prebytocnej posSkodenej DNA,
polymerdzu na doplnenie novej] DNA aligdzu na obnovenie integrity DNA vldkien
(Lieber, 2010).

Prvym proteinom, ktory odpoveda na DSB poskodenie je Ku protein (Obr. 2). Po
jeho vizbe na poSkodeny koniec DNA Ku zmeni konforméciu oproti svojej vol'nej forme
v roztoku a vytvori Ku:DNA komplex. D6vodom pre zmenu konformacie je neschopnost’
tvorby stabilnych komplexov s DNA zavislymi proteinovymi kinazami (DNA-PKcs)
(Yaneva et al., 1997). Ku je po zmene konformacie schopny interagovat’ s nukleazou,
polymerédzami a ligdzou potrebnou pre NHEJ (Lieber, 2008).

Nukledzou v NHEJ opravnej drahe je Artemis. Tato nukledaza ma Siroké spektrum
funkcii medzi ktoré patri 3’ a 5° endonukledzova aktivita, 5’ exonukledzova aktivita
a schopnost’ Stiepit’ vlasenky (Ma et al., 2002). Artemis naviazana na DNA-PKcs
komplex dokaze Stiepit’ rozmanité poSkodené konce DNA a preto nie je potrebna d’alSia

nukleaza (Ma et al., 2005; Yannone et al., 2008).
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DSB

Nasadnutie Ku proteinu

Spracovanie poskodenych
* koncov pomocou nukleazy,

polymeraz a DNA-PKcs

* Spojenie koncov

Ku70/80 DNA-PKcs XLF:XRCC4:LIG4

Obr. 2 Schéma opravy DSB pomocou NHEJ (prevzaté a upravené od Kee a D’ Andrea, 2010)

Po tuprave poskodenych koncov DNA nasleduje syntéza chybajlcich casti
pomocou dvoch polymerdz. Polymerdza p je schopna syntézy zavislej na vzorovom
vlakne DNA z dNTP a rNTP a zaroven je schopna syntetizovat' novit DNA nezavisle na
vzorovom vlakne podobne ako terminalna deoxynukleotidyl transferaza (TdT) (Moon et
al., 2007). Druha polymeraza A je aktivna hlavne pri syntéze DNA zavislej na vzorovom
vlakne v pufroch obsahujicich Mg?*, ale vykazuje aj aktivitu nezavisli na vzorovom
vlakne DNA v Mn?* pufroch (Ramadan et al., 2004; Moon et al., 2007; Lieber, 2010).

Na spajanie novo syntetizovanej DNA sluzi zlozity komplex XLF:XRCC4:DNA
ligaza IV. DNA ligaza IV je schopna spajat’ nielen zarezy v DNA ale aj kompatibilné
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konce dvojvlaknovej DNA aj bez pritomnosti XRCC4 a XLF (Grawunder et al., 1997;
Lieber, 2010). Po vidzbe s XRCC4 je jej aktivita zlepSena a dokaze spajat’ aj konce, ktoré
maju 2bp mikrohomoldgiu a medzeru o vel’kosti 1 nukleotid. V pritomnosti Ku proteinu
je jej aktivita zvacsena az 10-nasobne a dokaze spajat’ aj nekompatibilné DNA konce (Gu
etal., 2007a). Ak je komplex XRCC4:DNA ligaza IV v pritomnosti Ku proteinu spojeny
navyse s XLF, spajanie nekompatibilnych koncov DNA prebieha efektivnejsie (Gu et al.,
2007b; Tsai et al., 2007).

2.3.2.2 Homologna rekombinacia

Uprednostiiovana drédha na opravu DSB poskodenia pre bunky v S/G2 faze bunkového
cyklu je HR (Chang et al., 2017). Podstapenie rozsiahleho Stiepenia poskodenych koncov
DNA a vznik dlhych, 3’ presahujtcich, koncov DNA, je potrebné na urcenie opravnej
cesty HR (Symington a Gautier, 2011; Chapman et al., 2012).

Tento proces zacina odblranim 53BP1 proteinu pomocou BRCAI1, ktory brani
rozsiahlemu stiepeniu DNA koncov a vol'by opravnej cesty pomocou HR zamedzenim
pristupu CtIP k poskodenym koncom (Bunting et al., 2010; Daley a Sung, 2014; Ceccaldi
et al., 2016). Nasleduje pociatocné Stiepenie poskodenych koncov za pritomnosti
MRE11-RAD50-NBS1 komplexu a CtIP nukleazy a spracovanie vyslednych 3’ koncov
DNA pomocou endonukledzy Dna2 v spojeni s BLM helik4dzou a 5°-3° exonukledzou I
za vytvorenia dlhych 3’ ssDNA koncov (Obr. 3, krok 1) (Sartori et al., 2007; Gravel et
al., 2008; Mimitou a Symington, 2008; Nimonkar et al., 2008; Zhu et al., 2008; Mimitou
a Symington, 2011). Tvorba ssDNA koncov §tiepenim sluZzi aj ako aktivaény bod pre
spustenie kontrolnych bodov a zastavenie bunkového cyklu, ¢o umoziiuje ziskat’ ¢as na
opravu poSkodenej DNA (Raynard et al., 2008; Niu et al., 2009).

Nasledne je ssDNA koniec pokryty replikaénym proteinom A (RPA) aby sa
zabranilo tvorbe sekundarnych $truktir ako napriklad DNA vlaseniek (Obr. 3, krok 2)
(Chen et al., 2013). RPA protein je neskor odstraneny a namiesto neho je naviazany
Rad51 protein, ktory je nevyhnutne potrebny pre d’alsi priebeh opravy DSB pomocou HR
(Obr. 3, krok 3) (Chen et al., 2013).
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BLM helikézy, CtIP nukledzy a exonukledzy I

l 1. Spracovanie poSkodenych koncov pomocou MRN komplexu,
2. Pokrytie $tiepenych koncov RPA proteinom

O iiggegasae
O

O 3. Vymena RPA proteinu za Rad51

4. Detekcia homolognej sekvencie

Legenda
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O RrrA
© Rads!

Sa. Zachytenie “D-slucky™ a tvorba
dvojitych Hollidayovych Struktir

-
-
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—

Y

l
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Dvojitd Hollidayova $truktira
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“non-crossover” verzia
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6a. Tvorba “non-crossover™
verzie
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\ 6b. Tvorba “crossover”
verzie

“non-crossover” verzia

“crossover” verzia

Obr. 3 Schéma opravy DSB pomocou HR (prevzaté a upravené od Mimitou a Symington, 2009)

Rad51 tvori vlakno, ktoré v sesterskej chromatide ,,hl'ada* homoldgnu sekvenciu

DNA Kk poskodenému vlaknu (Heyer et al., 2006). Hned ako je spravna sekvencia

najdena, nasleduje rekombindacia vlakien zacinajica tvorbou ,,.D-slucky“. Ta vznika

naviazanim sa vol'ného 3’-OH konca fungujuceho ako primer na sestersku chromatidu

(Obr. 3, krok 4) asyntézu novej DNA podl'a vzoru sesterskej chromatidy pomocou

polymerazy n (Heyer et al., 2006).

Draha SDSA (z angl. synthesis-dependent strand annealing) spociva v spojeni

novej Casti vlakna so Stiepenym koncom povodného vlakna a vratenim ,,D-slucky* (Obr.

3, krok 5b). Touto drahou sa eliminuje proces ,,crossing-over* vlakien (Paques a Haber,

1999; Heyer et al, 2010).
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Druhé draha je tvorba dvojitych Hollidayovych §truktur, ¢o zahfiia zachytenie
rozsirenej ,,D-slu¢ky* druhym koncom DSB a syntézu d’alSieho vldkna DNA podla vzoru
,,D-slucky* (Obr. 3, krok 5a) (Morrical, 2015). Tento medziprodukt je mozné rozstiepit’
do koneénej verzie, ktora bude odpovedat’ nekrizeniu (angl. non-crossover) (Obr. 3, krok
6a) alebo krizeniu (angl. crossover) (Obr. 3, krok 6b) povodnych sesterskych chromatid
(Heyer et al., 2010; Godin et al., 2016). ,,Crossover“ produkt vznika pomocou
endonukleaz Mus81-Emel a GEN1 (Boddy et al., 2001; Heyer, 2004) a ,,non-crossover
produkt hlavne pomocou komplexu topoizomerazy Illa-RMI1 a BLM helikazy (Obr. 3)
(Schwartz a Heyer, 2011; Ip et al., 2008; Godin et al., 2016).

2.4 Bunkova smrt’

Bunkova smrt’ je neoddeliteI'nou sucastou kazdej bunky bud’ z dovodu vplyvu faktorov
ako poskodenie ¢i uz DNA alebo vseobecne, infekcie, nedostatku kysliku ¢i ¢asto len
z dosledku nahradenia starych buniek novymi. Je to proces, ktorého vysledkom je
ukoncenie biologickej aktivity bunky. Na rozdiel od dormancie, ktora je vel'mi Casto
charakterizovana ako znizenie enzymatickych a biologickych aktivit, zmeny ktoré
sprevadzaju bunkova smrt’ su nezvratné (Darzynkiewicz et al., 1997). Existuju viaceré
druhy bunkovych smrti spadajucich do kategorie tzv. regulovanych bunkovych smrti
(RCD; z angl. regulated cell death). Okrem apoptozy, ktora je najéastejSim typom RCD
pozname aj d’alSie druhy ako MPT-hnana nekrdza, ferroptoza, pyroptoza, parthanatos,
nekroptdza, entdoza, NET6za a RCD zavisla na lyzozémoch a autofagoch (Bergsbaken et
al., 2009; Brinkmann a Zychlinsky, 2012; Aits a Jaatteld, 2013; Berghe et al., 2014;
Fatokun et al., 2014; Linkermann a Green, 2014; Krishna a Overholtzer, 2016; Yang
a Stockwell 2016; Galluzi et al., 2018). Ako celkom odli$ny typ bunkovej je mozné

oznadit’ nekrozu.

2.4.1 Nekroza

Nekroza je nekontrolovany zanik bunky, ktory je dosledkom réznych externych alebo
internych faktorov. Medzi externé patri najcastejSie mechanické poSkodenie, vysoké
teploty ¢i odmrznutie. Pod interné faktory spada najCastejSie otrava spdsobena
uhryznutim toxickymi Zivocichmi, genetickd porucha, nedostatok Zivin alebo
nedostatocné prekrvenie. Nekroza sa poklada za pasivny proces, pretoze nevyzaduje

syntézu novych proteinov a nie je regulovana ziadnymi mechanizmami. Jej priebeh je
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spojeny s rozkladom chromatinu, poSkodenim membran vnutornych organel,
vakuolizaciou endoplazmatického retikula a roztrhnutim plazmatickej membrany spolu
s vypustenim svojho obsahu do mimobunkového priestoru (Syntichaki a Tavernarakis,
2002).

2.4.2 Apoptoza
Na rozdiel od nekrdzy, apoptdza je najcastejSim typom RCD. Existuje apoptdza spustena
vnutornou alebo vonkajSou cestou. Apoptdza vnitornou cestou je spustena mnozstvom
zmien vV prostredi ako nedostatok rastového faktoru, poskodenim DNA, stresom
endoplazmatického retikula, nadmernym vystavenim reaktivnym formam Kkyslika (ROS;
z angl. reactive oxygen species) a mnoho dal$ich. Apoptické bunky si zachovavaji
integritu plazmatickej membrany a do urcitého stupna aj svoju metabolicku aktivitu az
do zakoncenia procesu. Na Spustenie apoptoézy vnlitornou cestou je vyzadovany nevratny
krok permeabilizacie vonkaj$ej mitochondridlnej membrany regulovany Bcl-2 skupinou
proteinov. Medzi pro-apoptické proteiny spadajuce do tejto skupiny patri aj BAX a BAK,
ktoré vytvaraji pory na vonkaj$ej mitochondrialnej membrane a permeabilizuju ju.

Narozdiel od BAX a BAK, samotny Bcl-2 pdsobi ani-apopticky a ,,upchava® pory
vytvorené pomocou BAX a BAK. Bcl-2 navySe inhibuje aktivitu tychto proteinov
naviazanim sa na ne v blizkosti vonkajSej mitochondrialnej membrany (Llambi et al.,
2011; Czabotar et al., 2014; Chen et al., 2015; Galluzi et al., 2018). Permeabilizacia
vonkajSej mitochondridlnej membrany sposobuje vypustenie apoptogénnych faktorov,
ktoré st za normalnych okolnosti ulozené v mitochondrialnom medzimembranovom
priestore ako napriklad cytochrom c (Tait a Green, 2010; Tait a Green, 2013). Vypusteny
cytochrom c sa viaze s apoptickym peptiddznym aktivaénym faktorom 1 (Apafl) a pro-
kaspazou 9 za vzniku komplexu zndmeho ako apoptozém zodpovedného za aktivéaciu
kaspazy 9. Téa nasledne katalyzuje aktivaciu kaspaz 3 a 7, ktoré su povazované za enzymy
zodpovedné za zniCenie bunky v pripade apoptézy v bunkach cicavcov (Chyba!
Nenalezen zdroj odkazu.) (Shalini et al., 2015; Julien a Wells, 2017). Katalyticka
aktivita tychto kaspaz zahfia fragmentaciu DNA (Nagata, 2005), vystavenie
fosfatidylserinu (Naito et al., 1997) av konecnom désledku vytvorenie apoptickych
teliesok a zaniknutie bunky (Coleman et al., 2001; Sebbagh et al., 2001).

Apoptdza spustena vonkajSou cestou je typ RCD, ktory nastava ako dosledok

zmien v mimobunkovom priestore. Existuju dva hlavné typy membranovych receptorov
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reagujucich na vonkajsie stimuly: a) receptory smrti, ktorych aktivacia zavisi na naviazani
sa prislusnych ligandov a b) receptory zavislosti, ktorych aktivacia nastdva pri poklese
hladiny ich $pecifickych ligandov pod ist hranicu (Gibert a Mehlen, 2015; Galluzi et al.,
2018). Medzi receptory smrti patri FAS, TNFR1, DR4 a DRS5. Naviazanie Specifickych
ligandov umoziuje tvorbu multiproteinového komplexu na konci receptoru v bunke,
nazyvaného DISC, ktory sltzi ako zéklad pre aktivaciu a regulaciu kaspazy 8. Aktivacia
kaspazy 8 prebieha naviazanim jej neaktivnej formy na FADD (FAS asssociated via death
domain) v pritomnosti DISC komplexu. Tato interakcia spdsobi samostiepenie kaspazy 8
za jej konverzie na aktivnu formu (Dickens et al., 2012; Kominami et al., 2012).

Aktivovana kaspaza 8 d’alej postupuje cez dve drahy. Prva suvisi s transportom
do cytoplazmy a spustenim efektorovych kaspaz 3 a 7, ¢o vyusti do rychlej smrti bunky.
Tato draha sa neda d’alej spomalit’ alebo zastavit’ ani pomocou anti-apoptického proteinu
Bcl-2. Druha draha zahfia aktivaciu kaspazy 9, ktora je sti¢astou vnttornej drahy. Toto
ma za nasledok spustenie kaspazy 3 a kaskadu vnutornej drahy apoptozy (Kruidering
a Evan, 2000).

Vnutorna

Apoptozom

»
pro-kaspaza 3, 6,

7

kaspéza 3, 6,
7
Vonkajsia
draha

( APOPTOZA J

Obr. 4 Znazornenie mechanizmu vnutornej a vonkajsej drahy apoptozy (prevzaté a upravené od
Patel et al., 2010)
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Receptory zavislosti sa skladaju zo skupiny asi 20 ¢lenov (Goldschneider
a Mehlen, 2010; Mehlen a Tauszig-Delamasure, 2014). Tieto receptory podporuji
bunkové prezitie a proliferaciu v pripade, Ze ich prislusné ligandy su pritomné
Vv dostato¢nych hladinach. Naopak, ak pritomnost’ ligandu klesne pod Specificku hranicu,
receptory aktivuju signalne kaskady kaspaz veduce k bunkovej smrti (Mehlen a Tauszig-
Delamasure, 2014; Galluzi et al., 2018).
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3 EXPERIMENTALNA CAST
3.1 Material
3.1.1 Biologicky material

V tejto praci bola pouzitd nadorova linia kolorektalneho karcindmu HCT116WT .

Suché Safranové piestiky boli poskytnuté prof. Hassan Ashktorabom z Howard

University vo Washingtone.

3.1.2 Chemikalie a stpravy

30% Akrylamid/Bis Solution 29:1 (161-0156; BIO-RAD)

4% Formaldehyd (HT501128-4L; Sigma Aldrich)

Azid sodny (71289; Sigma Aldrich)

Bromfenolova modra (114391; Sigma Aldrich)

DAPI (D9542-10MG; Sigma Aldrich)

Dihydrogenfosfore¢nan draselny (30016-APO; lach:ner)
Dimetylsulfoxid (A3672,0250; AppliChem)

DL-Ditiotreitol (D0632-25G; Sigma Aldrich)

Dodecylsiran sodny (71729-500G; Sigma Aldrich)

Fetalne hovidzie sérum (10270-106; Gibco®; Thermo Fisher Scientific)
Glycerin bezvody (14550-11000; Penta)

Glycin (G8898-1KG; Sigma Aldrich)

Hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat (12340-31000; Penta)
Chlorid draselny (30076-APO-G0500-1; lach:ner)

Chlorid sodny (31434-5KG-R; Sigma Aldrich)

Isopropylalkohol (17500-20005; Penta)

Kyselina octova (19990-11000; Penta)

L-Glutamin (G7513-100ML,; Sigma Aldrich)

McCoy’s 5A médium (M8403-500ML; Sigma Aldrich)

N,N,N‘,N*-Tetrametyletyléndiamin; TEMED (T9281-25ML, Sigma Aldrich)

Nitrocelul6zova membrana 0,45 pm (1620115; BIO-RAD)
Penicilin-Streptomycin (P4333-100ML,; Sigma Aldrich)
Peroxodisiran amonny (215589-100G; Sigma Aldrich)

Ponceau S (P3504-10G; Sigma Aldrich)

Precision Plus ProteinTM Standard Dual Color (161-0374; BIO-RAD)
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Tab. 1 Zoznam pouzitych protilatok

Protilatka Povod Riedenie Vyrobca Katalogové ¢.
Alexa Fluor é8<§' antimouse | |7 1:500 Invitrogen a11001
Alexa Fluorl5gt“é3, anti rabbit koza 1:500 Invitrogen al11036
1 ) Santa Cruz
53BP1 kralik 1:500 Biotechnology sc22760
. , Cell Signaling
Atm kralik 1:250 Technology 2873s
Atr koza 150 | _>antaCruz 5c1887
Biotechnology
. . Santa Cruz
BRCAl mys 1:100 Biotechnology sc6954
, 1 _ Santa Cruz
cyklin A kralik 1:100 Biotechnology sc751
GAPDH mysS 1:1000 GeneTex gtx78213
< ) Santa Cruz
Chkl mys$ 1:500 Biotechnology sc8408
1 . Santa Cruz
Chk2 kralik 1:500 Biotechnology sc9064
p21 kealik | 1:1000 | Cell Signaling 2947s
Technology
9 . Santa Cruz
p53 mys 1:500 Biotechnology sc126
PARP1 kealik | 1:500 | Cell Signaling 95425
Technology
- , Cell Signaling
p-Atm (ser1981) kralik 1:250 Technology 5883s
1 , Cell Signaling
p-Atr (ser428) kralik 1:250 Technology 2853s
- , Cell Signaling
p-Chkl (ser345) kralik 1:250 Technology 2348s
1 , Cell Signaling
p-Chk2 (thr68) kralik 1:250 Technology 2197s
- , Cell Signaling
p-p53 (serlb) kralik 1:250 Technology 9284s
RAD51 kralik 1:500 Abcam ab63801
YH2AX (IF) mys 1:500 EMD Millipore 05-636
1 . Cell Signaling
YH2AX (WB) kralik 1:1000 Technology 9718s
Peroxidase 'I';'éed antigoat | o4 | 1:2000 Abcam ab6885
Peroxidase I|In gkéd anti mouse ovca 1:1000 GE Healthcare na931lv
Peroxidase "Ir‘g'gd anti rabbit | s | 1:1000 | GE Healthcare nag34v
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Propidium jodid (81845-25MG; Sigma Aldrich)

Protilatky, vid. Tab. 1

ReBlot Plus Mild Solution 10x (2502; EMD Millipore)

SuperSignal® West Femto Maximum Sensitivity Substrate (34095; Thermo Fisher
Scientific)

SuperSignal® West Pico PLUS Chemiluminiscent Substrate (34580; Thermo Fisher
Scientific)

Susené mlieko odtu¢nené (Laktino)

Tris (37180.04; SERVA)

TritonX 100 (3051.2; ROTH)

Trypsin TrypLE Express (+) Phenol Red (12605-028; Thermo Fisher Scientific)

Tween 20/Polysorbate 20 (9005-64-5; MP Biomedicals)

VECTASHIELD® Mounting Medium (H-1000, Vector Laboratories)

3.1.3 Roztoky

0,1% Ponceau S v 5% kyseline octovej

0,1% Tween20 v 1x PBS

0,5% TritonX v 1x PBS

1% propidium jodid vo vode

10% peroxodisiran amoénny VO vode

10% dodecylsiran sodny vo vode

10x PBS (1,37 mol-1* NaCl, 27 mmol-1! KCI, 100 mmol-1* NazHPO4, 18 mmol-1*
KH2PO4-12H20, H,0)

10x TBS (pH 7,6; 1,37 mol-1"! NaCL, 200 mmol-1? Tris, H20)

10x Tris-Glycin Transfer pufr (192 mmol-1? glycin, 25 mmol-1 Tris, H-0, 10 %
metanol)

10x Tris-Glycin-SDS Running pufr (192 mmol-1* glycin, 25 mmol-1? Tris, 0,1 % SDS,
H-0)

2% roztok DAPI vo vode

4x LSB vzorkovaci pufr (50 mmol-1" Tris-HCI pH = 6,8; 10 % glycerol; 2 % SDS, 0,01
% Bromphenol blue, 0,5 mol-1" DTT, H,0)

5% susené mlieko v TBS

Blokovaci roztok pre Cytospin (5% FBS, 0,1% NaN3 v 1x PBS)
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Blokovaci roztok pre WB (5% suSené mlieko, 0,01% Tween20 v 1x TBS)
Reblotovaci roztok (10% ReBlot v H20)

3.1.4 Pristroje

Automatické pipety (Eppendorf Research plus; Discovery Comfort)
Automaticky pipetor (TPP Turbo Fix Pipette-Aid; Techno Plastic Products)
Biologicky iradiator (RS225; Xstrahl LTD)

Centriftiga (Scanspeed 1236R; LaboGene)

Cytocentrifuga (Cytotek ™ Cytocentrifuge; Sakura)

Elektrobloter (OWL HEP-1; Thermo Fisher Scientific)
Elektroforetickd aparatiira (Mini-PROTEAN® Tetra Cell; Biorad)
Fluorescenény mikroskop (IX81, CelIR /Scan® system; Olympus)
Inkubator (HERAcell 1501 CO2 Incubator; Trigon-Plus®)
Laminarny box (HERAsafe KS; Trigon-Plus®)

Mikrocentrifiiga (Smart 15 Micro Centrifuge; Hanilbiomed Co., Ltd.)
Mikroskop (Primo Vert; Zeiss)

Minicentrifiga (MyFugeTM Mini; Benchmark)

Mraznic¢ka (Innova® U725; Eppendorf)

Orbitalna trepacka (PSU-10i Orbital Shaker; Grant-bio)

Pocitacka buniek (Vi-Cell XR; Beckman Coulter®)

Prietokovy cytometer (FACSVerse™ Flow cytometer; BD Biosciences)
Termotrepacka (Thermo-Shaker TS-100C; BioSan)

Vodny kapel’ (WNB 45; Memmert)

Vortex (Vortex Genius 3; IKA)

Zdroj (EV202 Electrophoresis power supply; Consort)

Zobrazovacie zariadenie (ChemiDoc™ XRS+ System; BioRad)

3.1.5 Software

BD FACSuite™ (verzia 1.0; BD Biosciences)
Scan® Analysis (verzia 2.4.0.11; Olympus)
ScanR Aquisition (verzia 2.4.0.13; Olympus)
ImageLab (verzia 6.0.1; BioRad)
STATISTICA (verzia 13.1; StatSoft)
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3.2 Metody

3.2.1 Kultivacia bunkovej linie

Nédorova linia, kolorektalny karcinom HCT116WT, bola pestovana v McCoy médiu
obohatenom o 10% FBS, 2mM glutamin a 1% zmes antibiotik streptomycin a penicilin
pri Standardnom nastaveni inkubatoru 5% CO., teplota 37 °C.

Pri dosiahnuti zhruba 80% konfluencie bunkovej linie bolo linia pasdZzovana
pomocou trypsinizacie. Po odsati starého zivného média boli bunky premyté sterilnym
roztokom PBS. Po odstraneni PBS boli bunky trypsinizované pridavkom trypsinu Vv
objeme 2 ml na kultivaént nadobu (75cm?®). Po 3 min inkubécie v inkubatore bol trypsin
neutralizovany pridavkom 8 ml média. Zmes bola jemne prepipetovand a spasazovana na
50 % ato tak, ze 5 ml suspenzie bolo odpipetovanych do 15ml skimavky a nasledne
odstranené do odpadu. K zvySnym 5 ml suspenzie buniek v kultiva¢nej fTaske bolo

doplnené nové zivné médium a fl'asSka bola vratena spét’ do inkubatoru.

3.2.2 Rozmrazovanie/zamrazovanie bunkovej linie

Kryoskiimavky s bunkovou kultarou boli uchovavané v tekutom dusiku. V pripade
potreby bol obsah kryoskimavky rozmrazeny. Bunky v kryoskamavke boli jemne
prenesené do 15ml centrifugacnej skimavky s 10 ml Zivného média ajemne
prepipetované. Po centrifugacii pri 200 G pri laboratornej teplote po dobu 10 min
nasledovalo odstranenie supernatantu, resuspendovanie bunkového peletu v médiu a
prenesenie do prislusnej kultiva¢nej nadoby s médiom.

Pre zachovanie dostatocného mnozstva materidlu na experimenty bolo nutné
bunky v zamrazit'. Po trypsinizacii a centrifugacii buniek pri 200 G a laboratdrnej teplote
po dobu 10 min bola bunkova suspenzia resuspendovana v roztoku pre zamrazovanie (90
% FBS, 10 % DMSOQO). Oznacéené kryoskimavky s bunkovou kultarou boli ulozené do

mraznicky na -80 °C a nasledujtci denl prenesené do tekutého dusiku.

3.2.3 Priprava vodného extraktu Safranu
Do 1,5ml skimavky bolo navazenych 20 mg suchého Safranu. Nasledne bol pridany 1 ml
sterilnej destilovanej vody. Extrakcia Safranu prebiehala na trepacke pri 1400 RPM, 25
°C po dobu 24 h.

Nasledne bol 1 ml extraktu Safranu nariedeny na pozadovanti koncentraciu 2

mg-ml™ a to pridavkom 9 ml Zivného média. Takto pripraveny extrakt bol prefiltrovany
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cez 0,22um filter a ihned’ pouzity k osetreni nadorovej linie HCT116 WT. Rovnakym
spdsobom bolo pripravené aj kontrolné médium, k 9 ml zivného média bol pridany 1 ml

destilovanej vody.

3.2.4 Detekcia cytotoxického efektu Safranu pomocou prietokovej

cytometrie a farbenia propidium jodidom

Nadorové linia HCT116 WT bola vysadena na 20mm Petriho misky v poéte 4 x 10°
buniek na 1 misku 24 h pred oSetrenim extraktom $afranu. Po 24 h inkubacii s extraktom
$afranu (2 mg-ml™?) nasledovalo oZiarenie buniek rontgenovym Ziarenim s intenzitou 2
Gy. Takto oziarené bunky boli prenesené naspit’ do inkubatoru. Po 72 h bolo najprv
odpipetované Zivné médium obsahujiice mitve bunky a potom nasledovala trypsinizacia
buniek. Zivé bunky boli zmiesané v 15ml skumavke s povodnym médiom a mfitvymi
bunkami a nasledovalo stanovenie ich poctu a zivotaschopnosti pomocou pristroja na
pocitanie buniek Vi-Cell Counter.

Nasledovalo odstredenie buniek na centriftige pri 200 G a 4 °C po dobu 5 min a
premytie 3 ml PBS a znovu odstredenie na centrifige pri 200 G a 4 °C po dobu 5 min.
Premyté bunky boli resuspendované v 200 ul PBS a zafixované. Na zafixovanie buniek
bol pouzity 1 ml 96% etanolu s teplotou -20 °C pridavany po kvapkach za mierneho
toCenia na vortexe. Vzorky urcené na fixaciu boli neustale udrziavané na I'ade. Po fixacii
boli vzorky uchovavané v mraznicke a pripravené k farbeniu propidium jodidom (PI),
pripadne ihned’ farbené.

K zafixovanym vzorkam boli pridané 3 ml PBS s0,2% FBS avzorky boli
ponechané na 'ade 10 min. Nasledovalo odstredenie na centrifuge pri 200 G a 4 °C po
dobu 5 min. Supernatant bol odstraneny a usadenina rozpustena v 50 ul PBS s 0,2 mg-ml
1 RNAzou A. Vzorky boli inkubované 30 min pri laboratornej teplote a nasledne boli
inkubované s 200 ul PI roztoku. Po 15 min inkubacie na 'ade a bez pristupu svetla boli
vzorky prepipetované do 1,5ml skimaviek a podrobené analyze prietokovym

cytometrom.
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3.2.5 Elektroforeticka separacia proteinov v polyakrylamidovom géle za

pritomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE)

Vzorky pripravené lyzou buniek priamo do vzorkovacieho pufru boli separované
pomocou SDS-PAGE. Pre separaciu bol pripraveny gél zloZeny zo 4% zaostrovacieho a
12% deliaceho, ich zlozenie uvedené Vv tab. 2.

Ako prvy bol zhotoveny deliaci gél, ktorého roztok bol napipetovany medzi
elektroforeticka skla a ponechany vol'nej polymerizacii po dobu 30 min pri laboratorne;j
teplote. Ako opatrenie na zaistenie rovného povrchu bol este navyse pridany maly objem
izopropanolu, ktory bol neskor odstraneny filtranym papierom. Potom nasledovalo
zhotovenie zaostrovacieho gélu, ktory bol rovnakym spdsobom naneseny na deliacu Cast’.
Do zaostrovacieho gélu bol este pred polymerizaciou vlozeny hrebienok sluziaci k tvorbe
jamiek. Zhotoveny gél bol umiestneny do elektroforetickej vane a po odstraneni
hrebienku boli do jamiek nanasané vzorky urcené k separacii.

Ako standard molekulovej hmotnosti (250 — 10 kDa) bol pouzity Precision Plus
Protein™ (BioRad) napipetovany do boénej jamky. Elektroforeticka separacia prebiehala
v Tris-Glycin-SDS pufru a laboratornej teploty. Pocas procesu separacie proteinov v
zaostrovacom géle bol nastaveny konstantny prid 20 mA. Nasledné separacia vzoriek v
deliacom géle prebiehala za konStantného pridu 40 mA. Akonahle Standard dosiahol

koniec deliaceho gélu bola elektroforeticka separacia ukoncena.

Tab. 2 Zlozenie 12% deliaceho a 4% zaostrovacieho gélu

Chemikalie (ml) 12% deliaci gél 4% zaostrovaci gél
Destilovana H,O 2,5 1,35

30% Akrylamid 3,0 0,335

1,5 mol-I Tris, pH= 8,8 19 -

0,5 mol-I™t Tris, pH=6,8 - 0,25

10% SDS 0,075 0,02

10% APS 0,075 0,02

TEMED 0,003 0,002
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3.2.6 Western blot a imunologicka detekcia proteinov

Po separacii vzoriek pomocou SDS-PAGE bol gél opatrne vybrany z elektroforetickych
skiel a horna, zaostrovacia, ¢ast’ odstranena. Do semi-dry blot pristroju bol navrstveny 3x
filtrovaci papier zvlhéeny v transferovom pufre apredom zvlhéend nitrocelul6zova
membrana. Na membranu bol umiestneny gél so separovanymi proteinmi a nasledovali
d’alSie 3 vrstvy zvlh¢eného filtrovacieho papiera.

Proces prenosu proteinov na membranu prebiehal na pristroji semi-dry blot za
konstantného pradu 150 mA na jeden gél po dobu 90 min. Po skon¢eni procesu blotovania
bola nitrocelulézova membrana prenesena do farbiaceho roztoku Ponceau. PO 5 min
farbenia bola membrana preplachnutd destilovanou vodou za tucelom odstranenia
prebyto¢ného farbiaceho roztoku.

UsuSena membrana bola narezand na jednotlivé Casti podla molekulovej
hmotnosti sledovanych proteinov. Farbiaci roztok Ponceau bol odstraneny premytim v
roztoku TBS s 0,1% Tweenom?20. Narezand membrana bola inkubované v blokovacom
roztoku (5% roztok suSené¢ho mlieka v TBS s 0,1% Tweenom20) po dobu 60 min pri
laboratérnej teplote za ucelom zablokovania pripadnych neSpecifickych vézieb.
Nasledovalo premytie membrany roztokom TBS s 0,1% Tweenom20 3x po dobu 10 min.

Proteiny boli detegované pomocou primarnych protildtok nariedenych podla
potreby v blokovacom roztoku. Po naneseni protilatok boli membrany inkubované cez
noc pri teplote 4 °C. Po prebehnutej inkubacii boli membrany premyté 3x v roztoku TBS
s 0,1% Tweenom20 po dobu 10 min, ¢im doslo k odstraneniu nenaviazanych protilatok.
Nasledovala detekcia proteinov pomocou sekundarnej protilatky znacenej chrenovou
peroxidazou, nariedenou v blokovacom roztoku. Inkubdcia prebiehala 60 min pri
laboratornej teplote. Po inkubacii boli membrany opédtovne preplachnuté 3x v roztoku
TBS s 0,1% Tweenom20 po dobu 10 min. Vizualna detekcia proteinov bola vykonana
pridanim vyvolavacieho roztoku SuperSignal® West Pico PLUS Chemiluminiscent
Substrate a SuperSignal® West Femto Maximum Sensitivity Substrate v pomere 3:1.
Signal bol zachyteny pouZitim zobrazovacieho zariadenia ChemiDoc™ XRS+ System a
analyzovany programom ImageLab.

V pripade detekcie fosforylovanych foriem proteinu bola detekovana najprv
fosforylovana forma. Pre detekciu celkového proteinu bola a membrana premyta
v roztoku TBS s 0,1% Tweenom20 po dobu 5 min a reblotovana pomocou reblota¢ného

roztoku po dobu 30 min. Po preplachnuti membrany v destilovanej vode 3x po dobu 5
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min bola vykonana detekcia celkového proteinu a to vyssie uvedenym postupom. Zoznam

pouzitych primarnych a sekundarnych protilatok, vratane ich riedenia je uvedeny v tab.1

3.2.7 Cytospin a imunofluorescenna analyza ukazovatelov DNA

poSkodenia pomocou mikroskopie

Kolorektalny karcinom HCT116WT bol vysadeny na 20mm Petriho misky v poéte 5x10°
buniek/miska 24 h pred oSetrenim roztokom Safranu. Po 24 h inkubécii s extraktom
Safranu (2 mg-ml™) nasledovalo oZiarenie buniek rontgenovym Ziarenim s intenzitou 2
Gy. Takto oziarené bunky boli prenesené naspét’ do inkubatoru. Po uplynuti 30 min boli
oziarené bunky dané na I'ad za uc¢elom spomalenia a zastavenia procesov prebiehajicich
v bunkach a nasledovalo ich pozbieranie pomocou trypsinizacie. Pomocou pristroja na
pocitanie buniek Vi-Cell Counter bol stanoveny ich pocet a Zivotaschopnost'.

Bunky boli odstredené na centrifage pri 200 G a 4 °C po dobu 5 min, supernatant
bol odstraneny a bunky boli zafixované v 600 pul 4% formaldehydu. Fixécia prebiehala
15 min pri laboratornej teplote. Po uplynuti fixacnej doby boli bunky odstredené na
centrifuge pri 200 G a laboratdérnej teplote po dobu 5 min. Po odstraneni formaldehydu
bola bunkova usadenina resuspendovana v adekvatnom mnozstve 1x PBS s 0,1% azidom
sodnym na dosiahnutie koncentracie 15x10* buniek na 200 ul 1x PBS s 0,1% azidom
sodnym.

Nasledovalo ,,nastrelenie” buniek na mikroskopické sklicka vyuzitim pristroja
Cytospin v objeme 200 ul na 1 sklicko. Nastavenie pristroja bolo rychlost’ 5 po dobu 2
min. V pripade, ze sa sbunkami ihned nepokracovalo v analyze ukazovatelov
poskodenia DNA, boli sklicka udrziavané v 1x PBS s 0,1% azidom sodnym pri teplote 4
°C.

Nasledovala inkubacia sklicok s 1x PBS s0,5% detergentom TritonX-100 pri
laboratornej teplote po dobu 15 min. ZvySky detergentu boli odstranené pridanim 1x PBS
a premyvanim na orbitalnej trepacke pri 90 RPM, laboratornej teplote po dobu 3 min.
Tento proces sa opakoval 3x. Po premyti bol k sklickam pridany roztok 1x PBS s 0,1%
detergentom Tween20, ktory bol po uplynuti 5 min odstraneny a nahradeny blokovacim
roztokom (1x PBS + 5% FBS + 0,1% azid sodny. Inkubacia s blokovacim roztokom
prebiehala pri laboratdrnej teplote poc¢as 60 min. Zvysok blokovacieho roztoku zo skli¢ok
bol vymyty preplachnutim 1x PBS anasledne 1x PBS s 0,1% Tween20 na orbitalne;j

trepacke pri laboratornej teplote po dobu 3 min.
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Imunologicka detekcia prebiehala pridanim primarnych protilatok nariedenych
podla potreby v blokovacom roztoku. Skli¢ka boli po naneseni protilatok inkubované cez
noc pri teplote 4 °C. Po prebehnutej inkubacii boli nenaviazané primarne protilatky
odstranené premytim v roztoku 1x PBS s 0,1% Tween20 pri laboratornej teplote po dobu
10 min a 1x PBS za rovnakych podmienok. Nasledovalo pridanie roztoku 1x PBS s 0,1%
Tween20 pri laboratornej teplote po dobu 5 min. Detekcia proteinov prebiehala po
odstraneni predchadzajiuceho roztoku a pridanim sekundarnej protilatky konjugovanej
s farbivom Alexa Fluor, nariedenej v blokovacom roztoku podla potreby. Inkubacia
prebiehala za tmy pri laboratornej teplote po dobu 60 min. Po inkubacii boli sklicka opét
premyté 1x PBS po dobu 10 min a destilovanou vodou tiez po dobu 10 min. Na zafarbenie
jadier sa pouzilo farbenie pomocou roztoku interkalaéného farbiva DAPI v destilovanej
vode po dobu 5 min. Skli¢ka po odstraneni roztoku DAPI boli ponechané vol'ne uschntit’
a do stredu sklicka boli pridané 4 pl montovacicho média Vectashield. Nakoniec boli
sklicka napevno prekryté krycim sklickom a po okrajoch zalepené lakom na nechty.

Na vytvorenie snimok na analyzu ukazovatel'ov poskodenia DNA bol pouzity
fluorescen¢ny mikroskop s programom Scan® Aquisition. Programom bolo vyfotené
zvolené mnozstvo pozicii vyuzitim troch farebnych kandlov podla pouzitych
fluorescenénych farbiv. Pri vinovej dizke 470 nm bolo fotené DAPI emitujuce modré
svetlo, vinova dizka 525 nm bola zvolena pre farbivo Alexa Fluor 488 a Cerveny kanal
snimajuci vinovii dizku 603 nm bol pouzity pre farbivo Alexa Fluor 568. Nasledne boli

R Analysis avysledky spracované

vyfotené¢ snimky analyzované programom Scan
v programe STATISTICA. Zoznam pouzitych primarnych a sekundarnych protilatok

vratane ich riedenia je uvedeny v tab. 1.
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA
4.1 Stadium cytotoxického vplyvu $afranu na nadorovi liniu HCT116

WT

V prvej Casti experimentalnej prace sme sa zamerali na $tadium vplyvu extraktu Safranu
na zivotaschopnost’ nadorovej linie HCT116 WT bez a spolu s poésobenim IR. Celkovy
extrakt $afranu s koncentraciou 2 mg-ml™? bol pripraveny podla odportudania prof.
Ashktoraba a podrobny postup extrakcie Safranu je popisany v kapitole 3.2.3.

Pomocou prietokovej cytometrie sme sledovali bunkovy cyklus a to hlavne tzv.
sub-G1 populaciu, ktora predstavuje poSkodené bunky s fragmentovanou DNA
(Tavakkol-Afshari et al., 2008; Bakshi et al., 2010).

Analyzou bunkového cyklu buniek oSetrenych extraktom Safranu sme ziadny
signifikantny narast sub-G1 populacie oproti kontrolnym vzorkam nepozorovali a to aj
Vv pripade, ked’ bolo pouzité oSetrenie extraktom Safranu v kombinécii s IR. Je mozné
pozorovat’ mierne prediZenie S fazy a zvysenie G2/M faze bunkového cyklu pri bunkach
oSetrenych Safranom v porovnani s kontrolou. Kombinicia extraktu Safranu s IR
nevykazuje zvysenie citlivosti buniek k oZiareniu (Obr. 5).

Rovnaké vzorky ako boli pouzité na analyzu bunkového cyklu pomocou
prietokového cytometru sme spracovali aj na Semi-kvantitativnu detekciu proteinov
pomocou metdédy Western blot. Zamerali sme sa hlavne na detekciu proteinov bunkovej
smrti a zaroven proteinov kontrolnych bodov bunkového cyklu ako Chk1, Chk2, p21 ¢i
p53, kedZe po analyze bunkového cyklu sme pozorovali mierny narast G2/M fazy
a prediZenie S fazy (Obr. 6).

Vysledky poukazujii na mierne zvySenie pro-apoptickych proteinov BAX,
kaspazy 8, p53 azvySenie proteinu YH2AX v bunkach oSetrenych extraktom Safranu
oproti kontrolnym bunkam. Toto zvySenie by mohlo poukazovat’ na ¢iastocné znizenie
zivotaschopnosti linie HCT116 WT po oSetreni Safranom a zvySend hladina proteinu p21
a fosforylacia Chk?2 taktiez na aktivaciu kontrolného bodu G2/M, ¢o by podporovalo data

ziskané prietokovou cytometriou.
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Obr. 5 Analyza bunkového cyklu HCT116 WT linie pomocou prietokového cytometra
a farbenia PI. Bunky boli o3etrené extraktom Safranu (2 mg-ml™, 24 h) a nasledne oZziarené 2
Gy. Zbieranie buniek prebiehalo 72 h po oziareni.

Kombinécia IR a oSetrenie vodnym extraktom Safranu vykazuje zvysent hladinu

YH2AX proteinu a fosforylaciu p53 proteinu so zniZzenou aktivaciou Chk2, ¢o poukazuje

na mozné zvySenie poskodenia v bunkach oSetrenym extraktom Safranu oproti

kontrolnym vzorkdm. Detekcia fosforylacie p53 proteinu taktieZ poukazuje na zvySen

aktivaciu, avSak nie sme si isty funk¢énost'ou pouZitej protilatky. Celkova hladina proteinu

p53 bola detegovana po reblote membrany s detegovanym p-p53 (serlS). Vzhlad

a umiestnenie pruhov znazoriujucich hladinu detegovaného celkového proteinu p53 je

vSak identicky. Fosforylovant formu by sme taktiez o€akavali vySSie umiestnenu, ked’Ze

fosforylacia mierne zvysuje molekulovii hmotnost’ proteinu.
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Obr. 6 Western blot analyza pro-apoptickych proteinov a proteinov bunkovej odpovedi na
poskodenie DNA

Nas predpoklad zniZenej Zivotaschopnosti HCT116 WT linie po oSetreni
extraktom Safranu a mierny prispevok IR taktiez podporuju hodnoty ziskané pomocou
pristroja Vi-Cell. Tento pristroj sltzi K stanoveniu mnozstva buniek v suspenzii a ich
zivotaschopnosti (Tab. 4). Data z pristroja Vi-Cell nevykazuji signifikantné rozdiely
medzi Zivotaschopnostou buniek oSetrenych Safranom a kontrolnymi bunkami avsak

poukazuju na trend zhorSenej zivotaschopnosti a znizenej proliferacie Vv bunkéach



Tab. 2 Zhodnotenie Zivotaschopnosti a po¢tu buniek nadorovej linie HCT116 WT po oSetreni
extraktom $afranu (2 mg-ml?, 24 h) a 72 h inkubécii po oziareni 2 Gy. Experiment bol
vykonany v triplikate, vybrané st reprezentativne idaje jedného z experimentov.

HCT116 WT Zivotaschopnost Pocet buniek/ml
Kontrola 97,2 % 6,9 x 10°
Osetrené Safranom 94,6 % 3,7x10°
Kontrola 2 Gy 95,5 % 3,8 x10°
Osetrené Safranom 2Gy 89,5 % 2,4 x10°

Na zaklade dat ziskanych z prietokového cytometru a Western blotu mozeme
vylagit vyznamny cytotoxicky vplyv extraktu $afranu (2 mg-ml™) na nadorovua liniu
HCT116 WT. Pouzita koncentracia nema taky efekt, ktory by sposobil zna¢né poskodenie
bunky veduce k bunkovej smrti alebo aspoii okamzitej aktivacie apoptézy. Dochadza
vSak k aktivacii kontrolnych bodov p53 ap2l. Aktivaciou Chk2 proteinu zaroveil
dochadza k spomaleniu bunkového cyklu ateda vytvorenie priestoru na aktivaciu
proteinov zodpovednych za opravu poskodenej DNA.

Naopak, Vv bunkdch po oSetreni extraktom Safranu a pouziti IR dochadza
k poskodeniu DNA, ktoré je detegované zvySenim hladiny yH2AX proteinu.
Pripadna fosforylacia p53 proteinu spolu so znizenou aktivaciou Chk2 moze taktiez
poukazovat’ na zvySenu citlivost’ buniek k IR, pokles aktivacie kontrolnych bodov
bunkového cyklu a spustanie drah bunkovej smrti.

Vysledky naznaujuce trend zhorSenej Zivotaschopnosti v bunkach oSetrenych
extraktom Safranu sa zhoduju s vysledkami publikacie Tavakkol-Afshari et al. (2008).
My sme vSak pouZivali kolorektalny karcindbm a navySe sme do Stadie zapojili aj IR.
Krocin, jeden z karotenoidov obsiahnutych v $afrane, pouzity v publikacii Vazifedan et
al. (2017) trend zhorSenej zivotaschopnosti a znizenej proliferacie v kombinacii s IR
zvyrazniuje, rovnako ako v naSej S$tadii. NaSe vysledky sa vSak rozchadzaji pri
pozorovani apoptézy. My nepozorujeme signifikantni tvorbu sub-G1 populacie ako
Tavakkol-Afshari et al., (2008) alebo Vazifedan et al. (2017). Pravdepodobnym dévodom
rozdielneho vysledku moZze byt’ odlisné biologické pozadie jednotlivych bunkovych linii,
iny spdsob extrakcie Safranu, odli$na koncentracia pouzitého Safranového extraktu alebo
aplikacia len jednej zloZky nachédzajice;j sa v Safrane.

Jeden z proteinov, ktory prispieva k zastaveniu bunkového cyklu v G2/M faze je

Chk2. My mézeme pozorovat jeho zvySenu hladinu v bunkich oSetrenych extraktom
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Safranu, ¢o sa zhoduje s vysledkami publikacie Dhar et al. (2009), ktori pozorovali
zastavenie bunkového cyklu v G2/M. Tvrdenie, Ze extrakt Safranu inhibuje postup bunky
v bunkovom cykle a aktivuje G2/M kontrolny bod je podporeny aj ¢lankom Sawant et al.
(2019) a Bajbouj et al. (2012). V naSej praci sme navySe overili efekt spolupésobenia
extraktu Safranu a IR. Pokles hladiny p-Chk2 (thr68) odkazuje na znizenu aktivaciu
kontrolného bodu a hromadiace sa DNA poskodenie, na ¢o odkazuje zvySenad hladina

YH2AX, p53 a pripadne jeho fosforylovanej formy.

4.2 Stadium vplyvu extraktu $afranu na schopnost’ odpovedi linie

HCT116 WT na poskodenie DNA

Po analyze predchédzajucich dat sme dospeli k zdveru, Ze oSetrenie nadorovej linie
HCT116 WT extraktom $afranu vykazuje aktivaciu kontrolného bodu bunkového cyklu
G2/M a prediZzenie S fazy a taktieZ zvySenie ukazovatela DNA poskodenia YH2AX bez
signifikantného zvySenia bunkovej smrti.

Zamerali sme sa teda na ¢asovo zavislu detekciu proteinov, ktoré st aktivované
pri poskodeni DNA. Zvolili sme ¢asové useky 0, 1, 3, 6, 12 a 24 h po oziareni pretoze
niektoré proteiny su aktivované hned’ a niektoré neskor. Pre vzorky bez oziarenia sme
zvolili ¢asové useky 0, 12 a 24 h z dovodu nepritomnosti IR ateda absencie ihned’
pozorovatel'nych zmien.

Semi-kvantitativna analyza vzoriek bez oziarenia pomocou techniky Western blot
poukazuje na signifikantni zmenu v hladine fosforylovaného proteinu Chk2 po 24 h, ¢o
by odpovedalo aktivacii G2/M kontrolného bodu (Obr.7, A). Zvysenie hladiny p-Chk2
(thr68) suhlasi s predchadzajicimi vysledkami v naSej $tadii tykajucich sa ¢asového
useku 72 h.

Zvysena hladina Chkl1 proteinu, ktora postupne klesa by mohla poukazovat’ na
pociatoéné replikaéné problémy a teda predizenie S fazy bunkového cyklu v bunkach
osetrenych extraktom Safranu. Celkova hladina proteinu Chkl koliSe taktiez
Vv kontrolnych vzorkach, jedna sa zrejme o Specifickost’ tejto nadorove;j linie.

Zvysena fosforylacia Chk2 proteinu so znizenou aktivaciou Chkl by mohla
poukazovat’ na prechod buniek z S faze do G2 a naslednou aktivaciou G2/M kontrolného
bodu. Tieto vysledky sa zhoduju s vyskumom publikovanym v ¢lanku Bajbouj et al.,
(2012).
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Fosforylované proteiny ATM/ATR sa nam nepodarilo detegovat.
Pravdepodobnym dévodom je ich vysokd molekulova hmotnost’ a teda naro¢ny prenos
proteinu na membranu. Nevylucujeme vSak aj pripadni neucinnost’ primarnych
protilatok.

Pozorovanim fosforylacie proteinu p53 oproti kontrolnej vzorke mézeme usudit’,
ze extrakt Safranu spdsobuje poskodenie DNA v nadorovej linii HCT116 WT. Toto
tvrdenie je podporené aj postupnym zvySovanim yH2AX proteinu.

Zaujimavou je aj hladina opravného proteinu Rad51. V nddorovych liniach je
nadmernd expresia proteinu Rad51 bezna a detekciu Rad51 je mozné vyuzit ako
ukazovatel’ negativnej prognoézy pri pacientoch s kolorektalnym nadorom (Tennstedt et
al.,, 2013). V nasej $tadii mdézeme pozorovat trend zvySenej hladiny Rad51, ktora
s postupom Casu klesa a to aj v kontrolnych vzorkach, av§ak bunky po osetreni extraktom
Safranu vykazuju vacsiu hladinu Rad51 oproti kontrolnej vzorke. Zvysena hladina by
vypovedala 0 moznej pritomnosti poskodenia DNA, ktoré je opravované pomocou HR.

Naopak vo vzorkach vystavenych IR spolu v kombinacii s extraktom mézeme
pozorovat’ znizent fosforylaciu proteinu Chkl a Chk2 spolu so znizenou hladinou
proteinu p53 a Rad 51 (Obr. 7, B). Znizenie hladiny tychto proteinov vypoveda o znizenej
aktivacii kontrolnych bodov bunkového cyklu azaroven nedostatocnej aktivacii
opravnych drah bunky odpovedajicej na poSkodenie DNA, ktoré je zna¢né vo vzorkach
osetrenych extraktom Safranu.

Protein Atm ajeho fosforylovani formu sa ndm nepodarilo detegovat
z podobnych dévodov ako v predchadzajicom pripade.

Porovnanim vysledkov vo vzorkach oSetrenych extraktom Safranu bez a spolu
S posobenim IR méZeme uvaZovat o hypotéze, Ze extrakt Safranu robi nadorovl liniu
HCT116 WT senzitivnu voci IR. Samotné oSetrenie buniek nadorovej linie HCT116 WT
Safranom sposobuje poSkodenie DNA, ale mierne zvySuje aktivaciu proteinov
kontrolnych bodov bunkového cyklu azvySenie opravného proteinu Rad51 oproti
kontrolnym vzorkam. OSetrenie extraktom Safranu vV kombinacii s IR robi bunkovu liniu
senzitivnu voc¢i IR, tym Ze znemozZiuje dostatocnli aktivaciu opravnych proteinov a

proteinov zodpovednych za aktivaciu kontrolnych bodov bunkového cyklu.
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Obr. 7 Detekcia proteinov bunkovej odpovedi na poSkodenie DNA v HCT116 WT bunkovej
linie oSetrenej extraktom Safranu (2 mg-ml?, 24 h) vyuzitim metody Western blot. Vybrané
Casové useky pre A) neoziarené bunky su 0, 12, 24 h; B) oziarené intenzitou 2 Gy st 0, 1, 3, 6,
12,24 h

4.3 Imunofluorescencna analyza ukazovatelov poskodenia DNA po

oSetreni buniek extraktom Safranu a IR pomocou mikroskopie
Na rozdiel od predchadzajucich vysledkov, ktoré sme ziskali semi-kvantitativnou
analyzou metodou Western blot z lyzatu celych buniek, priama mikroskopia umoziuje
podrobnejsie Stadium ukazovatel'ov poSkodenia DNA, pripadne proteinov opravnych
drah a to ich detekciou priamo v jadre.

Vzhl'adom k tomu, Ze nadorova linia HCT116 WT ma Specificky charakter rastu

a Vv dostickach uréenych na imunofluorescenéni mikroskopiu neproliferuje idealne,
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a teda neumoznuje rozpoznanie jednotlivych bunkovych jadier pocas analyzy snimok,
bolo nutné pristupit’ k odlisnej priprave vzoriek. Po zozbierani buniek po experimente
sme postupovali pomocou metody cytospin, pocas ktorej st bunky pomocou
cytocentrifigy tzv. nastrelené na mikroskopické sklicka a az potom inkubované so
Specifickymi protilatkami.

Existuje viacero ukazovatel'ov poskodenia DNA. My sme sa zamerali na detekciu
proteinov YH2AX, 53BP1 a BRCAI, teda tych, ktoré¢ su aktivované vo vel'mi kratkom
¢ase od vzniku poskodenia DNA.

Tvorba DSB je vzdy spojend s fosforylaciou histonu H2AX za vzniku yYH2AX
(Kuo a Xang, 2008) a preto ho mozZeme povazovat za spol'ahlivy ukazovatel’ poskodenia
DNA. Zvysledkov vyplyva, ze dochadza k zvySeniu yH2AX fokusov v bunkach
oSetrenych extraktom Safranu v porovnani s kontrolnymi vzorkami. MdéZeme teda
potvrdit, ze oSetrenie extraktom Safranu zvySuje poskodenie DNA (Obr. 8).
Nepozorujeme vSak signifikantny rozdiel v oSetreni extraktom Safranu a jeho

spoluposobenia s IR.
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Obr. 8 Detekcia YH2AX fokusov v HCT116 WT linii po oSetreni extraktom Safranu a oziareni
rontgenovym Ziarenim v intenzite 2 Gy.
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Dalej sme sa zamerali na detekciu proteinu 53BP1. Je jednym z proteinov, ktoré
thned’ odpovedaji na poskodenie DNA, viaze sa na poSkodeny chromatin a zaroven
nepriamo zavisi na fosforylacii H2AX (Panier a Boulton, 2013). Vo vzorkach oSetrenych
extraktom Safranu mdzeme pozorovat’ znizeny pocet 53BP1 fokusov znaciacich jeho
znizené mnozstvo v bunkovom jadre (Obr. 9). Nepozorujeme signifikantny rozdiel medzi
bunkami oSetrenymi extraktom Safranu bez a Vv kombindcii s IR. MenSie mnozstvo
53BP1 v porovnani s kontrolnou vzorkou méze ukazovat’ na znizenu schopnost’ bunky
odpovedat’ na poskodenie DNA a teda nedostato¢nt aktivaciu HR.

Skiimali sme aj protein BRCA1 v cyklin A pozitivnych bunkdch. BRCA1
protein je pritomny v bunkdach, ktoré prechadzaju S a G2 fazou bunkového cyklu a prave
tam je aktivna opravna draha HR. BRCAI aktivuje Stiepenie poSkodenych koncov DNA
defosforylaciou a uvolnenim 53BP1, ktory je naviazany na poSkodenom chromatine
(Isono et al., 2017). V kombinacii s detekciou 53BP1 ide o efektivny sposob dokazat’
zmeny V schopnosti bunky odpovedat’ na poskodenie DNA.
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Obr. 9 Detekcia 53BP1 fokusov v nadorovej linit HCT116 WT po osetreni extraktom Safranu a
oziareni rontgenovym ziarenim v intenzite 2 Gy.
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Je mozné pozorovat’ znizené mnozstvo BRCA1 v bunkéch oSetrenych extraktom
Safranu spolu s kombinaciou IR (Obr. 10), ale signifikantny vplyv extraktu Safranu
v bunkdch bez oziarenia chyba. Znizenie mnozstva signilov  BRCA1l v cyklin
A pozitivnych bunkdch po oSetreni extraktom Safranu a zaroven zniZenie mnoZstva
53BP1 fokusov v bunkach osetrenych extraktom Safranu moze implikovat’ nedostatocnti
aktivaciu opravnej drahy HR. V bunkach oSetrenych Safranom je zaroven zvysené
mnozstvo YH2AX ¢o znamena, ze pribuda poskodenie DNA.

Na zaklade dosiahnutych vysledkov mézeme podporit’ nasu hypotézu, ze
extrakt Safranu vplyva na schopnost odpovedi nadorovej linie HCT116 WT na
poskodenie DNA. Nepozorujeme vsak signifikantny rozdiel spolu s pouzitim IR okrem
proteinu BRCA1. Moznym dovodom by mohla byt nizka odportand a pouZivana

koncentracia extraktu Safranu.
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BRCALI fokusy v cyklin A+ bunkach
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Obr. 10 Detekcia BRCAL fokusov v cyklin A+ bunkach linie HCT116 WT po oSetreni
extraktom Safranu a oziareni rontgenovym ziarenim v intenzite 2 Gy.
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5 ZAVER

Cielom tejto bakalarskej prace bolo otestovat pripadny cytotoxicky vplyv extraktu
Safranu v koncentracii 2 mg-ml™ na nadorovu liniu kolorektalneho karcindmu HCT116
WT a sledovat’ schopnost’ odpovedi tejto linie na poSkodenie DNA vyvolaného pomocou
IR.

Analyzou bunkového cyklu pomocou prictokovej cytometrie a farbenia Pl bolo
zistené, Ze extrakt Safranu ma mierny vplyv na zivotaschopnost’ nadorovej linie HCT116
WT a sposobuje hlavne prediZenie S fazy bunkového cyklu a aktivaciu kontrolného bodu
G2/M. Spoluposobenie Safranu a IR nebolo dokazané.

Pomocou metédy Western blot boli detegované proteiny kontrolnych bodov
bunkového cyklu a ukazovatel'ov poSkodenia DNA. Skiimana bola hlavne ¢asovo zavisla
odpoved’ buniek ofetrenych extraktom Safranu (2 mg-ml™?) na poskodenie DNA bez
a spolu s posobenim IR. Z vysledkov sme vyvodili hypotézu, Ze extrakt Safranu robi
nadorovu liniu HCT116 WT senzitivnu voc¢i pdsobeniu IR a sposobuje poskodenie DNA.
Bunky st po oSetreni extraktom Safranu a oziareni rontgenovym ziarenim neschopné
dostato¢ne aktivovat’ proteiny kontrolnych bodov bunkového cyklu a opravnych dréh
DNA.

Podrobnejsia analyza ukazovatel'ov poskodenia DNA yH2AX, 53BP1 a BRCAl
poukézala na mozné zvySenie poskodeni Vv bunkach oSetrenych extraktom Safranu a
zaroven zniZenl aktivaciu proteinov opravnej drahy HR.

Okrem zniZenej hladiny BRCAI1 nie je poznat' signifikantny rozdiel medzi
vzorkami osetrenymi extraktom Safranu a Safranu v kombinécii s IR. Dovodom moze byt
nizka doporucend koncentracia pouZzitého roztoku Safranu.

V tejto bakalarskej praci bol preukazany len mierny vplyv extraktu Safranu na
zivotaschopnost’ buniek nadorovej linie HCT116 WT aich schopnost odpovedi na
poskodenie DNA vyvolané pomocou IR. Predpokladame, ze zvySenim koncentracie
Safranu vo vodnom extrakte by bolo mozné docielit’ signifikantnejSieho efektu posobenia
a taktiez zvySenie senzitivity buniek k IR, ¢o je predmetom d’alSieho Studia. Pre d’alSie
Stadium bude vhodné do experimentu zahrnat aj primarne linie, ¢im bude overena

Specifickost’ i¢inku len na naddorové linie.
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7 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

53BP1
Apafl
APC/C
APS
ATM
ATP
ATR
BAK
BAX
Bcl-2
BRCA1
Cdc
CDK
Chk1
Chk2
CtIP
DAPI
DDR
DISC
DMBA
DNA
Dna2
DNA-PKcs
dNTP
DR
DSB
DTT
E2F
E3
ELISA
FACS
FADD

p53-binding protein

apoptotic protease activating factor 1
anaphase-promoting complex
ammonium persulfate

ataxia telangiectasia mutated kinase
adenosine triphosphate

ataxia telangiectasia and Rad3 related
Bcl-2 homologous antagonist/killer
Bcl-2 associated X

B-cell CLL/lymphoma 2

breast cancer susceptibility gene 1
cell division control protein
cyclin-dependent kinase

checkpoint kinase 1

checkpoint kinase 2
CtBP-interacting protein

4’ 6-diamidino-2-phenylindole
DNA damage response
death-inducing signaling complex
7,12-dimethylbenz(a)anthracene
deoxyribonucleic acid

DNA replication helicase/nuclease 2
DNA-dependent protein kinases
deoxyribonucleotide triphosphate
death receptor

double strand break

dithiothreitol

DNA-binding transcription factor
ubiquitin ligase

enzyme-linked immunosorbent assay
fluorescence-activated cell sorter

FAS-associated protein with death domain
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FAS tumor necrosis factor receptor superfamily member 6

FBS fetal bovine serum

FICT fluorescein isothiocyanate

HJ Holiday junction

HR homologous recombination

IR ionizing radiation

LSB Laemmli sample buffer

MMP mitochondrial membrane potential
MRE11 meiotic recombination 11 homologue
NHEJ non-homologous end-joining

PARP1 Poly(ADP-ribose)polymerase 1

PBS phosphate-buffered saline

Pl propidium iodide

Rad51 DNA repair protein

RB retinoblastoma protein

RBL1/2 retinoblastoma like protein 1, 2

RCD regulated cell death

RNA ribonucleic acid

rNTP ribonucleotide triphosphate

ROS reactive oxygen species

RPA replication protein A

SDS sodium dodecyl sulfate

SDSA synthesis-dependent strand annealing
SSB single strand break

sSDNA single stranded DNA

TBS tris-buffered saline

TdT terminal deoxynucleotidyl transferase

TEMED tetramethylethylenediamine
TNFR tumor necrosis family receptor

TopBP1 topoisomerase 113-Binding protein 1

uv ultraviolet

XLF XRCC4-like factor

XRCC4 X-ray repair cross-complementing protein 4
YH2AX phosphorylated H2A histone family member X
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