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CIELE PRÁCE 

Teoretická časť 

 Objasnenie významu témy bakalárskej práce vďaka kritickému zhodnoteniu 

súčasnej literatúry: 

o Spracovanie aktuálnych poznatkov o šafrane so zameraním sa na vplyv 

celkového extraktu šafranu na životaschopnosť nádorových buniek 

o Zhrnutie problematiky opravných dráh DNA po poškodení ionizujúcim 

žiarením so zameraním sa na mechanizmy opravy dvojvláknových 

zlomov, regulácie kontrolných bodov bunkového cyklu a mechanizmov 

bunkovej smrti 

Experimentálna časť 

 Overenie cytotoxického efektu celkového extraktu šafranu na nádorovú líniu 

HCT116 WT bez, i spolu s pôsobením ionizujúceho žiarenia 

 Využitie metódy Western blot na sledovanie aktivácie dráh programovanej 

bunkovej smrti, kontrolných bodov bunkového cyklu a proteínov podieľajúcich 

sa na oprave poškodenej DNA 

 Štúdium vplyvu extraktu šafranu na opravné mechanizmy DNA u buniek 

vystavených ionizujúcemu žiareniu pomocou imunofluorescenčnej mikroskopie 
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1 ÚVOD 

V porovnaní s klasickými ochoreniami sú práve nádorové ochorenia považované za 

nebezpečnú hrozbu pre celý svet vďaka svojmu rýchlemu postupu, stupňu invazívnosti a 

nepravidelnej odpovede na liečbu. Samozrejme existujú konvenčné metódy a liečebné 

postupy ako chemoterapia, rádioterapia či katalytická terapia a neustále sa skúmajú  

a vyvíjajú nové prostriedky na boj proti rakovine. Zaujímavým však môže byť aj 

zameranie sa na prírodné látky, ktoré môžu pôsobiť chemoprevenčne. 

Chemoprevencia sa dá definovať ako využívanie prírodných zložiek schopných 

zastavenia procesu vedúcemu k vzniku nádorového ochorenia. Prírodné zlúčeniny 

vykazujúce chemopreventívne účinky v kombinácií s konvenčnou terapiou predstavujú 

nový pohľad na liečbu rakoviny, ktorý sa zdá byť sľubný (Rejhová et al., 2018). 

Koreniny sú známe už tisícky rokov vďaka svojmu využitiu ako doplnok stravy 

pre svoju chuť a farbu. Avšak v ľudovej medicíne sa niektoré z nich používali aj ako 

prírodné liečivá práve pre svoj obsah biologicky aktívnych, chemopreventívnych 

zlúčenín a priaznivý vplyv na zdravie (Zheng et al., 2016). 

Šafran používaný ako korenie, sú vysušené predĺžené piestiky modrej kvitnúcej 

rastliny Šafranu siateho (C. sativus L.), spadajúcej do čeľade kosatcovitých (Iridaceae), 

s pôvodom v Stredomorí. Vďaka svojim chemoprevenčným účinkom, ktoré vykazuje, sa 

o šafran začína zaujímať aj moderná medicína. Je známe, že šafran znižuje proliferáciu 

nádorových buniek, má antioxidačné účinky, spúšťa mechanizmy vedúce k apoptóze ale 

takisto pôsobí protizápalovo a stimuluje imunitnú odpoveď (Bolhassani et al., 2014). 

Extrakty šafranu pôsobí na široké spektrum nádorových línií vrátane 

kolorektálneho karcinómu, kde zvyšuje indukciu DNA poškodenia a následnej apoptózy 

(Bajbouj et al., 2012). Testujú sa hlavne jednotlivé zložky šafranu ako je krocín, krocetín 

či safranal Zaujímavým však môže byť účinok celkového extraktu šafranu, pretože 

obsahuje pomer všetkých aktívnych zložiek tak, ako sa v prírode vyskytujú a ako sú 

prijímané v potrave (Nair et al., 1991; Abdullaev a Espinosa-Aguirre, 2004; Feizzadeh et 

al., 2008; Kianbakht a Mozaffari, 2009; Magesh et al., 2009). 

V bakalárskej práci sme sa venovali štúdiu účinku celkového vodného extraktu 

šafranu na bunkovú líniu kolorektálneho karcinómu HCT116 WT. Sledovaná bola hlavne 

životaschopnosť tejto línie a schopnosť bunkovej odpovedi  na poškodenie DNA po 

ošetrení vodným extraktom šafranu a to bez, a spolu s pôsobením  IR, ktoré sa využíva 
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ako konvenčná terapia pri nádorových ochoreniach (Badiyan et al., 2017; Haque et al., 

2017).  

Táto práca vznikla v rámci spolupráce s výskumom  prof. Hassan Ashktoraba 

z Howard University vo Washingtone, ktorý sledoval zníženie proliferácie nádorovej 

línie HCT116 WT po ošetrení buniek vodným extraktom šafranu a prejavil záujem 

o štúdium mechanizmu pôsobenia šafranu v kombinácií s IR. Zároveň nám poskytol 

vzorky šafranu, ktorého účinky sme sledovali. Táto práca môže byť prínosná hlavne 

z dôvodu, že tematike sledovanie bunkovej odpovedi na poškodenie DNA po ošetrení 

vodným extraktom šafranu v kombinácií s IR sa zatiaľ nikto nevenoval. 
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2 SÚČASNÝ  STAV RIEŠENEJ PROBLEMATIKY 

2.1 Šafran siaty 

Šafran so svojou jedinečnou arómou a farbou sa nedá pokladať za novinku keď sa 

spomína spolu s kuchyňou. Jeho využitie sa dá sledovať až 3000 rokov dozadu keď bol 

používaný na dochucovanie jedál, vo farbiarskom priemysle, ale aj ako platidlo. Jeho 

meno pochádza z Arabského slova zafaran, čo znamená žltý, ukazujúc na spojitosť medzi 

jeho typickou farbou a zároveň vysokým obsahom karotenoidov v jeho piestiku 

(Caballero-Ortega et al., 2007). 

 Šafran, ktorý sa používa ako korenie, sú rozdrvené piestiky na modro kvitnúcej 

rastliny Šafranu siateho (Crocus sativus L.) Rastlina spadá do čeľade kosatcovitých 

(Iridaceae) a pestuje sa na viacerých miestach so suchým a miernym podnebím, kam 

spadá napríklad Španielsko, Mexiko, India, Nový Zéland, Austrália, Azerbajdžan a Irán. 

Šafran je hlavne známy ako najdrahšie korenie na svete a preto si vyslúžil aj pomenovanie 

„červené zlato“, ktoré získal v Iráne (Christodoulou et al., 2015). Na vyprodukovanie 

jedného kilogramu sa využije odhadom 150 000 kvetov Šafranu siateho. Piestiky 

využívané ako korenie, musia byť ručne spracované ihneď po rozkvitnutí, aby sa ochránili 

požadované prchavé zložky pred vyparením sa v horúcom dni (Melnyk et al., 2010). 

Celosvetová produkcia šafranu je odhadovaná na 190 ton, z čoho až 90 % pochádza 

z Iránu (Caballero-Ortega et al., 2007). 

 Už v  minulosti bol šafran používaný nielen ako pochutina a farbivo, ale svoje 

uplatnenie našiel aj v ľudovej medicíne. Doktori ho využívali ak pacient trpel kŕčmi, 

astmou, menštruačnými poruchami a problémami s pečeňou. V rámci medicíny bol a aj 

je šafran využívaný ako stimulant, afrodiziakum a ako antidepresívum (Schmidt et al., 

2007).  

 

2.1.1 Chemické zloženie 

Analýza chemického zloženia šafranu ukázala, že šafran sa skladá z 63 % cukrov, 12 % 

proteínov, 10 % vody, 5 % tukov, 5 % vlákniny, 5 % minerálov a stopového množstva 

thiamínu a riboflavínu (Ríos et al, 1996). Šafran siaty obsahuje štyri hlavné aktívne látky 

zaujímavé najmä z farmakologického hľadiska. Ide o pikrokrocín, safranal, krocetín 

a krocín (Chyba! Nenalezen zdroj odkazů.). Safranal je najmenej obsiahnutý v šafrane 

so zastúpením v priemere 0,22 %, nasleduje pikrokrocín v priemernom obsahu 14,04 % 

a najviac zastúpené sú krocín a krocetín v priemere s 29 % (Lage a Cantrell, 2009).  
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Obr. 1 Chemická štruktúra krocínu, krocetínu, pikrokrocínu a safranalu (prevzaté a upravené od 

Melnyk et al., 2010) 

 

Krocín spolu s krocetínom sú vďaka svojmu bohatému zastúpeniu zároveň najčastejšie 

testovanými látkami (Festuccia et al., 2019; Jafarisani et al., 2018; Kalalinia et al 2018). 

Pikrokrocín je zodpovedný za horkastú chuť šafranu. Je to monoterpénový 

glykozid a zároveň prekurzor safranalu, ktorý vzniká vysušením. 70 % všetkých 

prchavých zložiek v šafrane je práve safranal. Ide o cyklický terpénový aldehyd 

zodpovedný hlavne za arómu šafranu. Na čerstvých piestikoch sa však žiadna aróma 

nenachádza. Špecifická vôňa sa objavuje až pri sušení a skladovaní spracovaného šafranu 

(Christodoulou et al., 2015).  

Krocetín je 20-uhlíková dikarboxylová kyselina spadajúca do skupiny prírodných 

karotenoidov ale nemá provitamínovú funkciu. Presný mechanizmus ochranného účinku, 

ktorý krocetín vykazuje nie je zatiaľ známy. Jedna z hypotéz spomína inhibíciu aktivity 

DNA syntézy a RNA polymerázy II (Gutheil et al., 2012). Zároveň je to prekurzor 

krocínu.  

Krocín, ktorý dáva šafranu jeho typickú farbu, je esterom krocetínu a jedná sa 

o veľmi zaujímavú zložku z hľadiska medicíny. Ide o dokázaný antioxidant a vykazuje 

neuroprotektívny účinok (Ochiai et al., 2007). Takisto bol pozorovaný inhibičný efekt na 

proliferáciu nádorových línií in vitro (Escribano et al., 1996) 
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 Na extrakciu aktívnych šafranových zložiek sa používajú rôzne rozpúšťadlá 

a postupy. Okrem vody sú  na extrakciu používané roztoky metanolu, etanolu alebo vodné 

roztoky týchto alkoholov v rôznych pomeroch (Kyriakoudi et al., 2012; Kyriakoudi 

a Tsimidou, 2018). Podľa dostupnosti šafranu a potrebnej extrahovanej zložky sa ďalej 

volí vhodný postup extrakcie. Medzi najčastejšie používané spôsoby extrakcie patrí 

klasická mechanická extrakcia šafranu v rozpúšťadle pomocou trenia alebo vystavením 

mechanickým vibráciám. Jej nevýhodami je však spotrebovanie veľkých množstiev 

potrebného materiálu a často nízke výnosy (Sujata et al., 1992; Cusano et al., 2018). 

Ďalším možným prístupom je extrakcia za prítomnosti ultrazvuku. Hlavnou prednosťou 

tejto metódy je zníženie spotreby extrahovaného materiálu, či významné skrátenie času 

potrebného na extrakciu (Ameer et al., 2017; Chemat et al., 2017). Medzi významné 

pokročilé techniky extrakcie patrí však aj extrakcie za použitia mikrovĺn (Da Porto 

a Natolino 2018). Využitie mikrovĺn je nezávadné pre životné prostredie z dôvodu nízkej 

spotreby energie a možnosti použitia širokého spektra netoxických rozpúšťadiel 

(Kaufmann a Christen, 2002; Angiolillo et al., 2015).  

Pikrokrocín je možné izolovať z šafranových piestikov pomocou Soxhletovej 

extrakcie s použitím dietyléteru, petroléteru a metanolu (Tarantilis et al., 1994) a prchavé 

zložky sa dajú získať pomocou destilácie s vodnou parou (Melnyk et al., 2010). 

Extrahovať celkový obsah šafranu so zachovanými pomermi aktívnych zložiek je však 

dôležité pri výskume použitia extraktu šafranu vo svojom prirodzenom stave.  

 

2.1.2 Účinok šafranu a jeho jednotlivých zložiek na nádorové línie 

Už bolo poznamenané, že šafranové karotenoidy vykazujú chemopreventívny efekt 

v prípade viacerých nádorových línií a in vivo modelov (García-Olmo et al., 1999; 

Jagadeeswaran et al., 2000). Väčšina štúdií sa však zaoberá jednotlivými zložkami, 

hlavne krocínom a nie kompletným extraktom (Bakshi et al., 2010; Festuccia et al., 

2014). Účinnosť celkového extraktu šafranu ale aj jeho jednotlivých zložiek sa 

v publikáciách líši. Táto variabilita môže byť daná biologickým pozadím použitím 

nádorovej línie napr. defekt, prípadne strata signálneho proteínu (Bajbouj et al., 2012) 

alebo vo variácií metód, ktoré boli použité na extrakciu aktívnych zložiek zo šafranu 

(Bakshi et al., 2010 Samarghandian et al., 2011; D’Alessandro et al., 2013). 

 Povrchová aplikácia šafranového extraktu inhibovala iniciáciu a postup kožných 

nádorov indukovaných 7,12-dimetylbenz(a)antracénom (DMBA) v modelových myšiach 
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(Salomi et al., 1991). Podobne aj Nair et al. (1991b) zaznamenali, že myšie modely, ktoré 

boli ošetrené cisplatinou a následne im bol podaný extrakt šafranu vykazovali značný 

rozdiel medzi poklesom telesnej váhy, počtu leukocytov a hladiny hemoglobínu 

v porovnaní s kontrolnými modelmi. Extrakt šafranu podaný myšiam ošetrených 

cisplatinou im taktiež predĺžil dĺžku života a to takmer trojnásobne.  

Je dokázané, že šafranový extrakt inhibuje syntézu nukleových kyselín a rast 

nádorových buniek, zatiaľ čo nenádorové bunky sú necitlivé k extraktu alebo len mierne 

citlivé (Jagadeeswaran et al., 2000; Samarghandian et al., 2011). 

 Etanolové ale aj vodné extrakty šafranu vykazujú antioxidačnú aktivitu, vplyv na 

imunitný systém, zvýšenie bunkovej diferenciácie a takisto reguláciu 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-apoptický účinok 

Najpravdepodobnejším protirakovinovým účinkom karotenoidov obsiahnutých 

v šafranovom extrakte je aktivácia apoptózy, inak nazývanej aj programovaná bunková 

smrť (PCD; z angl. programmed cell death). Apoptóza bunkových línií ošetrených 

šafranom bola najčastejšie zistená na základe merania fragmentovanej DNA farbenej 

pomocou PI a merania bunkového cyklu, kde bunky s fragmentovanou DNA sú viditeľné 

ako nárast sub-G1 populácie (Tavakkol-Afshari et al., 2008; Bakshi et al., 2010) a taktiež 

najčastejšie pomocou Western blotu a detekciou pro-apoptických proteínov ako je BAX, 

p53, kaspáz 3, 8, 9 apod. (D’Alessandro et al., 2013; He et al., 2013; Liu et al., 2014). 

Hlavne účinok krocínu a krocetínu bol pozorovaný ako zvýšenie apoptózy viacerých 

druhov nádorových línií in vitro a ako inhibícia rastu nádoru in vivo vrátane ľudských 

pankreatických, prsníkových a kolorektálnych nádorových buniek (Escribano et al., 

1996; Bakshi et al., 2010; Sun et al., 2013). 

 Apoptóza nastáva primárne prostredníctvom dvoch dráh – vnútornej 

(mitochondriálnej), pomocou zníženia mitochondriálneho membránového potenciálu 

(MMP) a vypustenia cytochrómu c do cytoplazmy, alebo vonkajšej, cez receptory smrti, 

ktorej sa zúčastňujú kaspáza 8 a kaspáza 9. Tieto ďalej spúšťajú kaskádu kaspáz, ktoré 

v konečnom dôsledku aktivujú kaspázu 3, tzv. proteín smrti. Kaspáza 3 nezvratne spúšťa 

apoptózu štiepením proteínov a fragmentáciou DNA, čo vyúsťuje do smrti bunky (Patel 

et al., 2017). Podrobný mechanizmus apoptózy je detailnejšie popísaný v kapitole 2.4.2. 
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 Experimentálne sa potvrdilo, že za východiskový bod pre zmenu MMP sa pokladá 

DNA poškodenie a agregácia bunkových receptorov smrti. Meranie MMP u bunkovej 

línie BGC-823 (žalúdočná nádorová línia) ukázalo, že po ošetrení krocetínom bol MMP 

znížený, čo značí, že krocetín spúšťa apoptózu cez vnútornú (mitochondriálnu) dráhu (He 

et al., 2013). 

Využitím metód Western blot a ELISA sa potvrdila zvýšená expresia pro-

apoptických proteínov kaspázy 3, 8 a 9 v pľúcnej nádorovej línii A549 po ošetrení 

vodným extraktom šafranu. Tieto výsledky naznačujú, že aplikácia vodného extraktu 

šafranu môže spúšťať apoptózu pomocou vonkajšej cesty  (Samarghandian et al., 2013; 

Liu et al., 2014). 

 

2.1.2.2 Inhibícia proliferácie 

Karotenoidné zložky šafranového extraktu zastavujú bunkový cyklus na viacerých 

kontrolných bodoch v G0/G1, S a G2/M fáze. To vedie k zastaveniu bunkovej 

proliferácie, inhibícii mitózy a nakoniec k bunkovej smrti (Aung et al.,2007; Chryssanthi 

et al., 2007; Ashrafi et al., 2015). 

 Je známe, že existujú viaceré proteíny, ktoré majú na starosti reguláciu udalostí, 

ktoré sa udejú počas bunkového cyklu. Strata takýchto proteínov alebo ich funkcie môže 

viesť k rozvoju nádorového ochorenia. Medzi hlavné kontrolné proteíny, ktoré regulujú 

bunkový cyklus spadajú cyklíny a cyklín-závislé kinázy (CDK). Cyklín D je nukleárnou 

podjednotkou CDK ako CDK-4 alebo CDK-6. Špecifická asociácia CDK-4 a cyklínu D 

je esenciálna pre bunkový cyklus, aby postúpil z G1 fázy a pokračoval ďalej. Nesprávna 

regulácia kontrolných proteínov a zvýšená expresia faktorov, ktoré indukujú rast ako 

práve cyklín D znamená počiatok onkogenézy (Diehl, 2002). Krocín indukuje zastavenie 

bunkového cyklu v G0/G1 a G2/M fáze vďaka zníženiu expresii cyklínu D1 čo vedie 

k potlačeniu proliferácie viacerých nádorových línií rakoviny prostaty (D’Alessandro et 

al., 2013). 

 Možným mechanizmom pôsobenia krocínu a krocetínu, ktoré inhibujú rast nádoru 

je potlačenie syntézy RNA a DNA a taktiež inhibícia aktivity RNA polymerázy II (Nair 

et al., 1995; D’Alessandro et al., 2013). Krocetín značne znížil distribúciu buniek v S fáze 

a zároveň potlačil syntézu DNA. Ako dôsledok bola značne zvýšená distribúcia buniek 

v G2/M fáze bunkového cyklu. Skúmaný bol Cdc-2, jeden z kontrolných proteínov 

regulujúci G2/M fázu, pretože jeho fosforylácia aktivuje ďalšie kontrolné proteíny 
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potrebné pre postup bunkovým cyklom. Po ošetrení krocetínom vykazoval Cdc-2 

hyperfosforyláciu, čo potlačilo jeho aktivitu vyúsťujúcu do inhibície postupu buniek 

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

 

2.1.2.3 Interakcia s DNA štruktúrami 

DNA je častým cieľom liečiv, pretože ich interakcia s DNA priamo ovplyvňuje replikáciu 

a transkripciu, čo je hlavným krokom pri delení a raste buniek. Práve ovplyvnenie delenia 

buniek je kritické pre svoju náchylnosť k vytvorení nádoru (Bathaie et al., 2007). 

 Existujú tri hlavné cesty, akými sa môže liečivo viazať na DNA. Prvá je cez 

interakciu liečiva a proteínov, ktoré sa viažu na DNA a teda ovplyvňujú transkripciu 

DNA. Druhá je pomocou interakcie liečiva s RNA, ktorá sa naviaže na dvojzávitnicu 

DNA, čo vytvorí trojzávitnicový RNA-DNA hybrid s odhalenými jednovláknovými 

DNA regiónmi, ktoré môžu brániť transkripcii. Tretia je priame viazanie sa liečiva na 

dvojzávitnicu DNA (Chaires, 1998; Bathaie et al., 2007) 

 Možný mechanizmus protirakovinového účinku šafranu môže byť zasahovanie 

krocetínu do štruktúry histónu H1 a interakcia histónu H1 s DNA (Dhar et al., 2009). 

Medzi interakciu šafranových karotenoidov s DNA spadá aj ich viazanie sa do malého 

žliabku DNA (Geierstanger a Wemmer, 1995; Bathaie et al., 2007). Nebolo zistené 

žiadne preferenčné viazanie sa pre AT alebo GC sekvencie (Hoshyar et al., 2012). 

 Zložky šafranu majú zároveň vplyv na telomerázovú aktivitu. Telomeráza je 

enzým zodpovedný za udržiavanie telomér na eukaryotických chromozómoch, ktoré sa 

prirodzene skracujú pôsobením nekompletnej replikácie DNA pomocou DNA 

polymeráz. V nádorových bunkách je jej aktivita zvýšená takmer o 90 % a vo vzorkách 

ošetrených krocínom aktivita telomerázy poklesla o polovicu (Noureini a Wink, 2012). 

 

2.1.2.4 Potlačenie polymerizácie mikrotubúl 

Safranal ako jeden z metabolitov šafranu vykazuje protirakovinové účinky, ale presný 

mechanizmus nie je zatiaľ známy. Jedna z hypotéz je, že na to aby šafranové zložky, akou 

je safranal, prejavili svoj účinok na syntézu makromolekulárnych látok a cytotoxicitu, 

potrebujú dodatočnú cytoplazmatickú zložku (Nair et al., 1995). Takouto zložkou môžu 

byť práve mikrotubulárne proteíny, keďže bývajú často napádané protirakovinovými 

liečivami (Naghshineh et al., 2015). 
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 Mikrotubuly sú predĺžené štruktúry zložené z tubulínových heterodimérov s α a β 

podjednotkami. Spolu s aktínom tvoria základný cytoskelet vo všetkých eukaryotických 

bunkách. Dokážu sa prirodzene predlžovať a skracovať  a pomocou napríklad kinezínu 

v eukaryotických bunkách sa pozdĺž nich prepravujú dôležité komponenty za hydrolýzy 

ATP. Dynamická nestabilita je dôležitá pri bunkovom delení, konkrétne pri segregácií 

chromozómov (Valiron et al., 2001) Preto je práve polymerizácia mikrotubúl častým 

cieľom protirakovinových liečiv.  

Naghshineh et al. (2015) uvádzajú, že safranal môže narušiť túto dynamickú 

nestabilitu vďaka jeho častému viazaniu sa na tubulínový dimér medzi α a β podjednotky. 

Tým pádom je potlačovaná interakcia tubulín-tubulín a tubulín-nukleotid a je ovplyvnený 

aj polymerizačný proces mikrotubúl. To vyúsťuje do nevhodného prichytenia sa 

chromozómov a ich pohybu, čo bráni rozdeleniu bunky. 

 

2.2 Bunkový cyklus 

Bunkový cyklus je komplexný proces, ktorý zahŕňa proliferáciu buniek, ich vývoj a 

diferenciáciu. Cyklus zahŕňa množstvo regulačných proteínov, ktoré dohliadajú jeho 

správny priebeh a úspešné zakončenie mitózou. Medzi hlavné proteíny regulujúce postup 

bunky cez jednotlivé fázy nazývané G1, S, G2 a M patria cyklíny a CDK (Schafer, 1998). 

G1 a G2 fáza predstavujú  „medzery“ (z angl. gaps) medzi dvoma udalosťami, 

mitózou (M fáza) a syntézou DNA (S fáza). V G1 fáze sa bunka regeneruje po práve 

prebehnutej mitóze a pripravuje sa na syntézu DNA, ktorá prebieha v nasledujúcej S fáze 

(Vermeulen et al., 2003). V G2 fáze prebieha príprava bunky na fázu mitotickú. Existuje 

aj pojem G0 fáza, ktorý sa používa pre bunky, ktoré existujú v kľudovom stave. Takéto 

bunky nevstupujú do ďalšieho bunkového cyklu, ale po zvyšok svojho života vykonávajú 

svoju funkciu a zostávajú metabolicky aktívne (Park a Koff, 2001). 

 Hlavným zmyslom bunkového cyklu je zabezpečiť správne delenie, tzn. prenos 

bezchybnej genetickej informácie z materskej bunky na dcérske.  V prípade deficitu alebo 

straty funkcie jedného či viacerých regulačných proteínov môže dôjsť k deleniu buniek 

s nesprávnou  genetickou informáciou a prípadnému vzniku nádorového ochorenia (Pitts 

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

Bunkový cyklus je regulovaný kontrolnými bodmi, inak nazývanými aj checkpointy, 

ktoré udržiavajú dohľad nad integritou a správnosťou dôležitých udalostí. Medzi takéto 

udalosti patrí napríklad správna replikácia DNA, oprava poškodenej DNA a segregácia 

chromozómov pri mitóze (Barnum a O’Connell, 2014) Ako tri najdôležitejšie kontrolné 

body bunkového cyklu môžeme označiť prechody G1/S, G2/M a M. 

Základná kontrola bunkového cyklu bola dobre objasnená štúdiami v kvasinkách. 

Tieto organizmy majú jedinú CDK, ktorá im slúži na kontrolu celého bunkového cyklu. 

V Saccharomyces cerevisiae to je Cdc28 a v Schizosaccharomyces pombe Cdc2, ktoré sa 

viažu na špecifické cyklíny v priebehu bunkového cyklu. Počas evolúcie sa počet CDK 

a cyklínov značne zvýšil, avšak za kontrolné sú považované len určité špecifické cyklín-

CDK komplexy (Malumbres a Barbacid, 2005). 

 Správnou funkciou kontrolného bodu G1 je zaistiť aby bunkovým cyklom 

pokračovala zdravá bunka bez defektov. V prípade prítomnosti nejakého nedostatku je 

bunka buď eliminovaná, alebo sa dostane do G0 fázy, v ktorej zotrváva až do odstránenia 

nedostatku. Počas prechodu bunky cez kontrolný bod G1 sa cyklíny D (D1, D2, D3) viažu 

špecificky na CDK-4 a CDK-6 za tvorby komplexov, ktoré čiastočne inaktivujú proteíny 

ako RB, RBL1 a RBL2 aby sa mohli cyklíny E (E1 a E2) naviazať a aktivovať CDK2. 

Vytvorený komplex cyklín E-CDK2 ďalej fosforyluje proteíny RB, RBL1 (známy aj ako 

p107) a RBL2 (známy aj ako p130) a inaktivuje ich kompletne (Harbour et al., 1999; 

Lundberg a Weinberg, 1998).  

V prípade detekcie poškodenia DNA alebo inej poruchy je inhibovaná tvorba 

komplexov cyklín-CDK. Ak sa nevytvorí požadovaný cyklín-CDK komplex, RB proteín 

nie je fosforylovaný, môže sa naviazať na E2F transkripčný faktor a inhibovať ho. E2F 

transkripčný faktor prepisuje gény proteínov, ktoré sú potrebné na prechod z G1 do S fázy 

a ak je inhibovaný naviazaným RB proteínom, dôjde k zastaveniu bunkového cyklu 

(Wenzel a Singh, 2018).  

Cyklíny A, B a ich CDK sú aktivované neskôr v bunkovom cykle a ich úlohou je 

udržiavať RB v hyperfosforylovanom stave až do konca mitózy a následne sa RB vráti 

do svojho pôvodného stavu a viaže sa s E2F (Ludlow et al., 1990). 

 p53 je proteín, ktorý odpovedá na poškodenie DNA počas G1 fázy akou je 

napríklad jednovláknová DNA alebo nesprávne spárovanie báz transkripciou p21 (He et 

al., 2005). Interakcia p21 s CDK inhibuje ich aktivitu, ktorá je potrebná na fosforyláciu 
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RB (Elbendary et al., 1996). V ľudských nádorových ochoreniach sú extrémne časté 

mutácie p53. Toto vyúsťuje do nedostatku množstva p21 a v konečnom dôsledku 

bunkový cyklus pokračuje s poškodenou DNA (Greenblatt et al., 1994). 

 Kontrolný bod G2 nachádzajúci sa pred mitotickou fázou bunkového cyklu 

kontroluje integritu DNA a kompletnosť replikácie. Ak sa pri kontrole zistí chybná alebo 

poškodená DNA, aktivujú sa jej mechanizmy opravy a zároveň sa bunkový cyklus 

pozastaví pred mitózou. Mitóza nasleduje po replikácii DNA v S fáze za aktivácie 

mitotickej CDK1. CDK1 tvorí komplex s cyklínom B potrebným pre vstup do mitotickej 

fázy. Regulácia CDK1 zahŕňa fosforyláciu pomocou Wee1 kinázy, ktorej aktivita je 

počas vstupu do mitózy znížená pomocou Cdc25 kinázy s duálnou špecifickosťou. Tá 

defosforyluje CDK1 a prenáša fosfát na Wee1 kinázu, čo znižuje aktivitu Wee1 a zvyšuje 

aktivitu CDK1. Cdc25 je pod kontrolou Chk1, ktorá ju fosforyluje. Tento jav predchádza 

defosforylácií CDK1 čo udržiava cyklín B-CDK1 komplex v neaktívnom stave. 

Aktivácia Chk1 v prípade signálu vykazujúcom poškodenie DNA je nasledovaná 

fosforyláciou Cdc25 a inaktiváciou komplexu cyklín B-CDK1. Z toho vyplýva, že na 

postup bunky cez G2/M kontrolný bod je vyžadovaná aktivácia Cdc25 a teda 

neprítomnosť Chk1 (Perry a Kornbluth, 2007; DiPaola, 2002). 

V prípade poškodenia DNA existujú dve dráhy signalizácie a regulácie 

kontrolného bodu G2/M v závislosti od typu poškodenia. Ako kľúčovými signalizačnými 

zložkami v bunkách cicavcov sa ukázali proteínové kinázy ATM a ATR, ktoré sú 

aktivované v dôsledku DSB a jednovláknovou DNA (ssDNA) pokrytou replikačným 

proteínom A (Shiloh Y., 2003; Cimprich a Cortez, 2008; Jackson a Bartek, 2009). Medzi 

najštudovanejšie ciele ATM a ATR patria Chk1 a Chk2 proteínové kinázy, ktoré spolu 

s ATM a ATR účinkujú ako inhibítory CDK aktivity pomocou viacerých mechanizmov, 

medzi ktoré patrí aj aktivácia transkripcie p53 (Kastan a Bartek, 2004; Bartek a Lukas, 

2007; Riley et al., 2008; Jackson a Bartek, 2009). Inhibícia CDK spôsobí spomalenie 

alebo zastavenie bunkového cyklu v jeho kontrolných bodoch, čo zaisťuje dostatok času 

na opravenie DNA pred replikáciou. Opravné proteíny DNA môžu byť však aktivované 

pomocou ATM a ATR signalizačných dráh aj transkripčne alebo post-translačne 

napríklad fosforyláciou či ubikvitináciou (Huen a Chen, 2008; Jackson a Bartek, 2009).  

Ktorá signalizačná dráha sa aktivuje závisí od typu zlomu DNA. V prípade  DSB 

je aktivovaná ATM-Chk2 a na SSB odpovedá ATR-Chk1 signalizačná dráha. DSB 

aktivuje ATM, ktorý fosforyluje Chk2, ktorý zároveň fosforyluje Cdc25 a inaktivuje 

cyklín B-CDK1 komplex zabraňujúc vstúpiť bunke do mitotickej fázy. Chk2 navyše 
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interaguje s niekoľkými ďalšími proteínmi, medzi ktoré patrí aj p53, BRCA1 či 53BP1 

(Lavin, 2008; Smith et al., 2010). 

 Signalizačná dráha ATR-Chk1 SSB je podobná ako pri DSB. Za efektnú aktiváciu 

ATR sú zodpovedné dva mediátorové proteíny TopBP1 a claspin. TopBP1 obsahuje 

doménu, ktorá stimuluje aktivitu ATR a claspin po fosforylácií viaže Chk1 a prenáša ho 

do blízkosti ATR, ktorý ho následne môže fosforylovať (Kumagai a Dunphy, 2003). 

Nasleduje už známa kaskáda inaktivácie Cdc25 a komplexu cyklín B-CDK1 potrebného 

pre vstup do mitózy. 

 Po prechode do mitózy, komplex cyklín B-CDK1 už nie je ďalej potrebný a je 

kompletne degradovaný pri postupe mitózy do anafázy. Kontrolný bod v mitotickej fáze 

sa nazýva M checkpoint a súvisí s kontrolou správnej väzby kinetochór mitotického 

vretienka. Mitotické vretienko má na starosť segregáciu sesterských chromatíd v mitóze 

a je zložené z mikrotubúl a niekoľkých pohybových proteínov na centrozomálnych 

a kinetochórnych koncoch (Wittmann et al., 2001). Keď sú všetky kinetochóry prichytené 

a zoradené v metafáznej rovine, môže prebehnúť anafáza sprostredkovaná aktivitou E3 

ubikvitín ligázy známej ako Anaphase-Promoting Complex/Cyclosome (APC/C), ktorý 

degraduje cyklín B-CDK1 komplex. Funkciou M kontrolného bodu je zabrániť aktivácií 

APC/C v prípade, že kinetochóry sú nesprávne naviazané na mikrotubuly mitotického 

vretienka alebo nenaviazané vôbec. Kinetochóry produkujú aktívny signál, ktorý zastaví 

bunkový cyklus negatívnou reguláciou Cdc20 proteínu, ktorý s APC/C komplexom tvorí 

aktívny holoenzým. Ak je negatívne regulovaný Cdc20, APC/C je neaktívny a bunky 

nemôže prejsť do anafázy (Barnum a O’Connell, 2014). 

 

2.3 Poškodenie DNA 

Integrita genómu všetkých organizmov je ohrozená poškodením DNA vplyvmi 

z vonkajšieho či vnútorného prostredia bunky každý deň. Medzi vnútorné faktory patrí 

napríklad akumulácia reaktívnych kyslíkových radikálov vedúcich k oxidatívnemu 

poškodeniu DNA, lipidová peroxidácia, alkylácia či hydrolýza DNA báz (De Bont a van 

Larebeke, 2004; Hakem, 2008). DNA poškodenie vo väčšine prípadov vzniká práve 

vplyvom vonkajších faktorov ako je UV žiarenie, chemické pôsobenie alebo ionizujúce 

žiarenie (Doll a Peto, 1981; De Bont a van Larebeke; 2004, Hakem, 2008). Neopravené 

poškodenie DNA môže viesť k nestabilite genómu, mutáciám, starnutiu bunky a vzniku 
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rakoviny. Z týchto dôvodov disponuje bunka opravnými a kontrolnými mechanizmami, 

ktoré jej umožňujú takéto poškodenie opraviť alebo eliminovať trvalo poškodené bunky. 

 

2.3.1 Efekt ionizujúceho žiarenia 

Rádioterapia využívajúca γ-žiarenie (ionizačné žiarenie, IR) je konvenčná liečba 

odporúčaná v až 50 % prípadoch výskytu nádoru (Delaney et al., 2005). Počas liečby 

pomocou IR však dochádza aj k poškodeniu zdravého a nepoškodeného tkaniva v okolí 

nádoru. Výsledkom je oxidácia DNA báz, nežiaduce previazanie DNA s proteínmi tzv. 

„cross-link“ či jednovláknové (SSB; z angl. single-stranded break) a dvojvláknové zlomy 

DNA (DSB; z angl. double-stranded break) (Cadet et al., 1999; Sudprasert et al., 2006; 

Mladenov et al., 2013). Takéto poškodenie musí byť opravené, inak môže dochádzať k 

vzniku mutácií, prípadne vzniku rakoviny alebo viesť k bunkovej smrti (Frankenberg-

Schwager, 1990; Lindahl, 1993). 

 SSB je poškodenie jedného vlákna v dvojvláknovom DNA helixe zvyčajne 

spojené s poškodeným 5’ a/alebo 3’ koncom na mieste zlomu a stratou jedného 

nukleotidu (Caldecott, 2008). Najpravdepodobnejším dôsledkom neopravených SSB je 

zastavenie či kolaps replikačnej vidličky počas S fázy bunkového cyklu (Caldecott, 

2008). Kolaps replikačnej vidličky v dôsledku narazenia na chýbajúci nukleotid ďalej 

môže vyvolať DSB (Kuzminov, 2001). 

 DSB sú extrémne poškodenie DNA, pri ktorých je dvojvláknový helix DNA 

poškodený na obidvoch vláknach zároveň s medzerami obsahujúcimi voľné 3’ alebo 5’ 

fosfáty (Povirk, 2012). Takéto poškodenia sú vytvárané náhodne v genómovej DNA 

(Mladenov et al., 2013). 

 

2.3.2 Odpoveď na poškodenie DNA vyvolané ionizujúcim žiarením 

Aby genetický kód mohol fungovať správne a bol replikovaný v poriadku, bunka musí 

opraviť poškodenú DNA opravnými mechanizmami. V závislosti od typu poškodenia je 

aktivovaný príslušný opravný mechanizmus. Odpoveď bunky na poškodenie DNA 

(DDR; z angl. DNA damage response) zahŕňa aktiváciu signalizačných dráh, ktoré 

rozpoznávajú typ DNA poškodenia, aktiváciu opravných faktorov a opravných dráh, 

reguláciu postupu v bunkovom cykle a prípadnú apoptózu (Li et al., 2016). 

V prípade SSB sú poškodenia opravované mechanizmami ako napríklad: oprava 

vystrihnutím bázy pre poškodenú bázu, korekcia správneho párovania pre nesprávne 
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inkorporované bázy a oprava odstraňujúca medzivláknové kríženie tzv. kroslinky (Sirbu 

a Cortez, 2013). Veľmi závažné DSB sú opravované homológnou rekombináciou (HR) 

a nehomológnym spájaním koncov (NHEJ). 

Ak je však DNA poškodenie natoľko vážne, že nie je možné ho opraviť, nasleduje 

spustenie apoptózy alebo bunkovej senescencie (permanentné zastavenie replikácie 

bunky) (Campisi a di Fagagna, 2007). 

 

2.3.2.1 Nehomológne spájanie koncov 

Nehomológne spájanie koncov je najčastejšou opravnou dráhou pri vzniku DSB. Až 80 

% všetkých prípadov DSB po vystavení IR je opravovaných NHEJ (Kakarougkas 

a Jeggo, 2014), ale spôsob opravnej cesty DSB záleží aj na štádiu bunky v bunkovom 

cykle. Faktory, ktoré podporujú rozsiahle štiepenie poškodených koncov DNA 

a aktiváciu HR sú aktivované hlavne v S a G2 fáze bunkového cyklu keď je prítomná 

sesterská chromatída. Z tohto dôvodu je NHEJ preferované počas celého bunkového 

cyklu okrem S a G2 fázy (Chang et al., 2017). Pri DSB vznikajú v závislosti na mieste 

zlomu rôzne zakončené DNA konce. NHEJ je zaujímavé z toho dôvodu, že dokáže 

akceptovať široké spektrum týchto zakončení ako substrát na opravu (Lieber, 2010).  

 Podobne ako veľká časť procesov zaoberajúcich sa opravou DNA, aj NHEJ 

potrebuje 3 typy enzýmov – nukleázu na odštiepenie prebytočnej poškodenej DNA, 

polymerázu na doplnenie novej DNA a ligázu na obnovenie integrity DNA vlákien 

(Lieber, 2010). 

Prvým proteínom, ktorý odpovedá na DSB poškodenie je Ku proteín (Obr. 2). Po 

jeho väzbe na poškodený koniec DNA Ku zmení konformáciu oproti svojej voľnej forme 

v roztoku a vytvorí Ku:DNA komplex. Dôvodom pre zmenu konformácie je neschopnosť 

tvorby stabilných komplexov s DNA závislými proteínovými kinázami (DNA-PKcs) 

(Yaneva et al., 1997). Ku je po zmene konformácie schopný interagovať s nukleázou, 

polymerázami a ligázou potrebnou pre NHEJ (Lieber, 2008). 

 Nukleázou v NHEJ opravnej dráhe je Artemis. Táto nukleáza má široké spektrum 

funkcíí medzi ktoré patrí 3’ a 5’ endonukleázová aktivita, 5’ exonukleázová aktivita 

a schopnosť štiepiť vlásenky (Ma et al., 2002). Artemis naviazaná na DNA-PKcs 

komplex dokáže štiepiť rozmanité poškodené konce DNA a preto nie je potrebná ďalšia 

nukleáza (Ma et al., 2005; Yannone et al., 2008). 
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Obr. 2 Schéma opravy DSB pomocou NHEJ (prevzaté a upravené od Kee a D’Andrea, 2010) 

 Po úprave poškodených koncov DNA nasleduje syntéza chýbajúcich častí 

pomocou dvoch polymeráz. Polymeráza µ je schopná syntézy závislej na vzorovom 

vlákne DNA z dNTP a rNTP a zároveň je schopná syntetizovať novú DNA nezávisle na 

vzorovom vlákne podobne ako terminálna deoxynukleotidyl transferáza (TdT) (Moon et 

al., 2007). Druhá polymeráza λ je aktívna hlavne pri syntéze DNA závislej na vzorovom 

vlákne v pufroch obsahujúcich Mg2+, ale vykazuje aj aktivitu nezávislú na vzorovom 

vlákne DNA v Mn2+ pufroch (Ramadan et al., 2004; Moon et al., 2007; Lieber, 2010). 

 Na spájanie novo syntetizovanej DNA slúži zložitý komplex XLF:XRCC4:DNA 

ligáza IV. DNA ligáza IV je schopná spájať nielen zárezy v DNA ale aj kompatibilné 
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konce dvojvláknovej DNA aj bez prítomnosti XRCC4 a XLF (Grawunder et al., 1997; 

Lieber, 2010). Po väzbe s XRCC4 je jej aktivita zlepšená a dokáže spájať aj konce, ktoré 

majú 2bp mikrohomológiu a medzeru o veľkosti 1 nukleotid. V prítomnosti Ku proteínu 

je jej aktivita zväčšená až 10-násobne a dokáže spájať aj nekompatibilné DNA konce (Gu 

et al., 2007a). Ak je komplex XRCC4:DNA ligáza IV v prítomnosti Ku proteínu spojený 

navyše s XLF, spájanie nekompatibilných koncov DNA prebieha efektívnejšie (Gu et al., 

2007b; Tsai et al., 2007). 

 

2.3.2.2 Homológna rekombinácia 

Uprednostňovaná dráha na opravu DSB poškodenia pre bunky v S/G2 fáze bunkového 

cyklu je HR (Chang et al., 2017). Podstúpenie rozsiahleho štiepenia poškodených koncov 

DNA a vznik dlhých, 3’ presahujúcich, koncov DNA, je potrebné na určenie opravnej 

cesty HR (Symington a Gautier, 2011; Chapman et al., 2012).  

Tento proces začína odbúraním 53BP1 proteínu pomocou BRCA1, ktorý bráni 

rozsiahlemu štiepeniu DNA koncov a voľby opravnej cesty pomocou HR zamedzením 

prístupu CtIP k poškodeným koncom (Bunting et al., 2010; Daley a Sung, 2014; Ceccaldi 

et al., 2016).  Nasleduje počiatočné štiepenie poškodených koncov za prítomnosti 

MRE11-RAD50-NBS1 komplexu a CtIP nukleázy a spracovanie výsledných 3’ koncov 

DNA pomocou endonukleázy Dna2 v spojení s BLM helikázou a 5’-3’ exonukleázou I 

za vytvorenia dlhých 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 štiepením slúži aj ako aktivačný bod pre 

spustenie kontrolných bodov a zastavenie bunkového cyklu, čo umožňuje získať čas na 

opravu poškodenej DNA (Raynard et al., 2008; Niu et al., 2009). 

Následne je ssDNA koniec pokrytý replikačným proteínom A (RPA) aby sa 

zabránilo tvorbe sekundárnych štruktúr ako napríklad DNA vláseniek (Obr. 3, krok 2) 

(Chen et al., 2013). RPA proteín je neskôr odstránený a namiesto neho je naviazaný 

Rad51 proteín, ktorý je nevyhnutne potrebný pre ďalší priebeh opravy DSB pomocou HR 

(Obr. 3, krok 3) (Chen et al., 2013). 
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Obr. 3 Schéma opravy DSB pomocou HR (prevzaté a upravené od Mimitou a Symington, 2009) 

Rad51 tvorí vlákno, ktoré v sesterskej chromatíde „hľadá“ homológnu sekvenciu 

DNA k poškodenému vláknu (Heyer et al., 2006). Hneď ako je správna sekvencia 

nájdená, nasleduje rekombinácia vlákien začínajúca tvorbou „D-slučky“. Tá vzniká 

naviazaním sa voľného 3’-OH konca fungujúceho ako primer na sesterskú chromatídu 

(Obr. 3, krok 4) a syntézu novej DNA podľa vzoru sesterskej chromatídy pomocou 

polymerázy η (Heyer et al., 2006).  

Dráha SDSA (z angl. synthesis-dependent strand annealing) spočíva v spojení 

novej časti vlákna so štiepeným koncom pôvodného vlákna a vrátením „D-slučky“ (Obr. 

3, krok 5b). Touto dráhou sa eliminuje proces „crossing-over“ vlákien (Paques a Haber, 

1999; Heyer et al, 2010).  
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Druhá dráha je tvorba dvojitých Hollidayových štruktúr, čo zahŕňa zachytenie 

rozšírenej „D-slučky“ druhým koncom DSB a syntézu ďalšieho vlákna DNA podľa vzoru 

„D-slučky“ (Obr. 3, krok 5a) (Morrical, 2015). Tento medziprodukt je možné rozštiepiť 

do konečnej verzie, ktorá bude odpovedať nekríženiu (angl. non-crossover) (Obr. 3, krok 

6a) alebo kríženiu (angl. crossover) (Obr. 3, krok 6b) pôvodných sesterských chromatíd 

(Heyer et al., 2010; Godin et al., 2016). „Crossover“ produkt vzniká pomocou 

endonukleáz Mus81-Eme1 a GEN1 (Boddy et al., 2001; Heyer, 2004) a „non-crossover“ 

produkt hlavne pomocou komplexu topoizomerázy IIIα-RMI1 a BLM helikázy (Obr. 3) 

(Schwartz a Heyer, 2011; Ip et al., 2008; Godin et al., 2016). 

 

2.4 Bunková smrť 

Bunková smrť je neoddeliteľnou súčasťou každej bunky buď z dôvodu vplyvu faktorov 

ako poškodenie či už DNA alebo všeobecne, infekcie, nedostatku kyslíku či často len 

z dôsledku nahradenia starých buniek novými. Je to proces, ktorého výsledkom je 

ukončenie biologickej aktivity bunky. Na rozdiel od dormancie, ktorá je veľmi často 

charakterizovaná ako zníženie enzymatických a biologických aktivít, zmeny ktoré 

sprevádzajú bunkovú smrť sú nezvratné (Darzynkiewicz et al., 1997). Existujú viaceré 

druhy bunkových smrtí spadajúcich do kategórie tzv. regulovaných bunkových smrtí 

(RCD; z angl. regulated cell death). Okrem apoptózy, ktorá je najčastejším typom RCD 

poznáme aj ďalšie druhy ako MPT-hnaná nekróza, ferroptóza, pyroptóza, parthanatos,  

nekroptóza, entóza, NETóza a RCD závislá na lyzozómoch a autofágoch (Bergsbaken et 

al., 2009; Brinkmann a Zychlinsky, 2012; Aits a Jäättelä, 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 odlišný typ bunkovej je možné 

označiť nekrózu. 

 

2.4.1 Nekróza 

Nekróza je nekontrolovaný zánik bunky, ktorý je dôsledkom rôznych externých alebo 

interných faktorov. Medzi externé patrí najčastejšie mechanické poškodenie, vysoké 

teploty či odmrznutie. Pod interné faktory spadá najčastejšie otrava spôsobená 

uhryznutím toxickými živočíchmi, genetická porucha, nedostatok živín alebo 

nedostatočné prekrvenie. Nekróza sa pokladá za pasívny proces, pretože nevyžaduje 

syntézu nových proteínov a nie je regulovaná žiadnymi mechanizmami. Jej priebeh je 
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spojený s rozkladom chromatínu, poškodením membrán vnútorných organel, 

vakuolizáciou endoplazmatického retikula a roztrhnutím plazmatickej membrány spolu 

s vypustením svojho obsahu do mimobunkového priestoru (Syntichaki a Tavernarakis, 

2002). 

 

2.4.2 Apoptóza 

Na rozdiel od nekrózy, apoptóza je najčastejším typom RCD. Existuje apoptóza spustená 

vnútornou alebo vonkajšou cestou. Apoptóza vnútornou cestou je spustená množstvom 

zmien v prostredí ako nedostatok rastového faktoru, poškodením DNA, stresom 

endoplazmatického retikula, nadmerným vystavením reaktívnym formám kyslíka (ROS; 

z angl. reactive oxygen species) a mnoho ďalších. Apoptické bunky si zachovávajú 

integritu plazmatickej membrány a do určitého stupňa aj svoju metabolickú aktivitu až 

do zakončenia procesu. Na spustenie apoptózy vnútornou cestou je vyžadovaný nevratný 

krok permeabilizácie vonkajšej mitochondriálnej membrány regulovaný Bcl-2 skupinou 

proteínov. Medzi pro-apoptické proteíny spadajúce do tejto skupiny patrí aj BAX a BAK, 

ktoré vytvárajú póry na vonkajšej mitochondriálnej membráne a permeabilizujú ju.  

Na rozdiel od BAX a BAK, samotný Bcl-2 pôsobí ani-apopticky a „upcháva“ póry 

vytvorené pomocou BAX a BAK. Bcl-2 navyše inhibuje aktivitu týchto proteínov 

naviazaním sa na ne v blízkosti vonkajšej mitochondriálnej membrány (Llambi et al., 

2011; Czabotar et al., 2014; Chen et al., 2015; Galluzi  et al., 2018). Permeabilizácia 

vonkajšej mitochondriálnej membrány spôsobuje vypustenie apoptogénnych faktorov, 

ktoré sú za normálnych okolností uložené v mitochondriálnom medzimembránovom 

priestore ako napríklad cytochróm c (Tait a Green, 2010; Tait a Green, 2013). Vypustený 

cytochróm c sa viaže s apoptickým peptidáznym aktivačným faktorom 1 (Apaf1) a pro-

kaspázou 9 za vzniku komplexu známeho ako apoptozóm zodpovedného za aktiváciu 

kaspázy 9. Tá následne katalyzuje aktiváciu kaspáz 3 a 7, ktoré sú považované za  enzýmy 

zodpovedné za zničenie bunky v prípade apoptózy v bunkách cicavcov (Chyba! 

Nenalezen zdroj odkazů.) (Shalini et al., 2015; Julien a Wells, 2017). Katalytická 

aktivita týchto kaspáz zahŕňa fragmentáciu DNA (Nagata, 2005), vystavenie 

fosfatidylserínu (Naito et al., 1997) a v konečnom dôsledku vytvorenie apoptických 

teliesok a zaniknutie bunky (Coleman et al., 2001; Sebbagh et al., 2001). 

 Apoptóza spustená vonkajšou cestou je typ RCD, ktorý nastáva ako dôsledok 

zmien v mimobunkovom priestore. Existujú dva hlavné typy membránových receptorov 
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reagujúcich na vonkajšie stimuly: a) receptory smrti, ktorých aktivácia závisí na naviazaní 

sa príslušných ligandov a b) receptory závislosti, ktorých aktivácia nastáva pri poklese 

hladiny ich špecifických ligandov pod istú hranicu (Gibert a Mehlen, 2015; Galluzi et al., 

2018). Medzi receptory smrti patrí FAS, TNFR1, DR4 a DR5. Naviazanie špecifických 

ligandov umožňuje tvorbu multiproteínového komplexu na konci receptoru v bunke, 

nazývaného DISC, ktorý slúži ako základ pre aktiváciu a reguláciu kaspázy 8. Aktivácia 

kaspázy 8 prebieha naviazaním jej neaktívnej formy na FADD (FAS asssociated via death 

domain) v prítomnosti DISC komplexu. Táto interakcia spôsobí samoštiepenie kaspázy 8 

za jej konverzie na aktívnu formu (Dickens et al., 2012; Kominami et al., 2012). 

Aktivovaná kaspáza 8 ďalej postupuje cez dve dráhy. Prvá súvisí s transportom 

do cytoplazmy a spustením efektorových kaspáz 3 a 7, čo vyústi do rýchlej smrti bunky. 

Táto dráha sa nedá ďalej spomaliť alebo zastaviť ani pomocou anti-apoptického proteínu 

Bcl-2. Druhá dráha zahŕňa aktiváciu kaspázy 9, ktorá je súčasťou vnútornej dráhy. Toto 

má za následok spustenie kaspázy 3 a kaskádu vnútornej dráhy apoptózy (Kruidering 

a Evan, 2000). 

 

Obr. 4 Znázornenie mechanizmu vnútornej a vonkajšej dráhy apoptózy (prevzaté a upravené od 

Patel et al., 2010) 
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Receptory závislosti sa skladajú zo skupiny asi 20 členov (Goldschneider 

a Mehlen, 2010; Mehlen a Tauszig-Delamasure, 2014). Tieto receptory podporujú 

bunkové prežitie a proliferáciu v prípade, že ich príslušné ligandy sú prítomné 

v dostatočných hladinách. Naopak, ak prítomnosť ligandu klesne pod špecifickú hranicu, 

receptory aktivujú signálne kaskády kaspáz vedúce k bunkovej smrti (Mehlen a Tauszig-

Delamasure, 2014; Galluzi et al., 2018). 
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3 EXPERIMENTÁLNA ČASŤ 

3.1 Materiál 

3.1.1 Biologický materiál 

V tejto práci bola použitá nádorová línia kolorektálneho karcinómu HCT116WT . 

 Suché šafranové piestiky  boli poskytnuté prof. Hassan Ashktorabom z Howard 

University vo Washingtone. 

 

3.1.2 Chemikálie a súpravy 

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

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

Azid sodný (71289; Sigma Aldrich) 

Bromfenolová modrá (114391; Sigma Aldrich) 

DAPI (D9542-10MG; Sigma Aldrich) 

Dihydrogenfosforečnan draselný (30016-APO; lach:ner) 

Dimetylsulfoxid (A3672,0250; AppliChem) 

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

Dodecylsíran sodný (71729-500G; Sigma Aldrich) 

Fetálne hovädzie sérum  (10270-106; Gibco®; Thermo Fisher Scientific) 

Glycerín bezvodý (14550-11000; Penta) 

Glycín (G8898-1KG; Sigma Aldrich) 

Hydrogenfosforečnan sodný dodekahydrát (12340-31000; Penta) 

Chlorid draselný (30076-APO-G0500-1; lach:ner) 

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

Isopropylalkohol (17500-20005; Penta) 

Kyselina octová (19990-11000; Penta) 

L-Glutamín (G7513-100ML; Sigma Aldrich) 

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

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

Nitrocelulózová membrána 0,45 μm (1620115; BIO-RAD) 

Penicilín-Streptomycín (P4333-100ML; Sigma Aldrich) 

Peroxodisíran amónny (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 použitých protilátok 

Protilátka Pôvod Riedenie Výrobca Katalógové č. 

Alexa Fluor 488, anti mouse 

IgG 
koza 1:500 Invitrogen a11001 

Alexa Fluor 568, anti rabbit 

IgG 
koza 1:500 Invitrogen a11036 

53BP1 králik 1:500 
Santa Cruz 

Biotechnology 
sc22760 

Atm králik 1:250 
Cell Signaling 

Technology 
2873s 

Atr koza 1:250 
Santa Cruz 

Biotechnology 
sc1887 

BRCA1 myš 1:100 
Santa Cruz 

Biotechnology 
sc6954 

cyklín A králik 1:100 
Santa Cruz 

Biotechnology 
sc751 

GAPDH myš 1:1000 GeneTex gtx78213 

Chk1 myš 1:500 
Santa Cruz 

Biotechnology 
sc8408 

Chk2 králik 1:500 
Santa Cruz 

Biotechnology 
sc9064 

p21 králik 1:1000 
Cell Signaling 

Technology 
2947s 

p53 myš 1:500 
Santa Cruz 

Biotechnology 
sc126 

PARP1 králik 1:500 
Cell Signaling 

Technology 
9542s 

p-Atm (ser1981) králik 1:250 
Cell Signaling 

Technology 
5883s 

p-Atr (ser428) králik 1:250 
Cell Signaling 

Technology 
2853s 

p-Chk1 (ser345) králik 1:250 
Cell Signaling 

Technology 
2348s 

p-Chk2 (thr68) králik 1:250 
Cell Signaling 

Technology 
2197s 

p-p53 (ser15) králik 1:250 
Cell Signaling 

Technology 
9284s 

RAD51 králik 1:500 Abcam ab63801 

γH2AX (IF) myš 1:500 EMD Millipore 05-636 

γH2AX (WB) králik 1:1000 
Cell Signaling 

Technology 
9718s 

Peroxidase linked anti goat 

IgG 
somár 1:2000 Abcam ab6885 

Peroxidase linked anti mouse 

IgG 
ovca 1:1000 GE Healthcare na931v 

Peroxidase linked anti rabbit 

IgG 
somár 1:1000 GE Healthcare na934v 
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Propidium jodid (81845-25MG; Sigma Aldrich) 

Protilátky, viď. 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) 

Sušené mlieko odtučnené (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% peroxodisíran amónny vo vode 

10% dodecylsíran sodný vo vode 

10x PBS (1,37 mol·l-1  NaCl, 27 mmol·l-1 KCl, 100 mmol·l-1 Na2HPO4, 18 mmol·l-1 

KH2PO4·12H2O, H2O) 

10x TBS (pH 7,6; 1,37 mol·l-1 NaCL, 200 mmol·l-1 Tris, H2O) 

10x Tris-Glycin Transfer pufr (192 mmol·l-1 glycín, 25 mmol·l-1 Tris, H2O, 10 % 

metanol) 

10x Tris-Glycin-SDS Running pufr (192 mmol·l-1 glycín, 25 mmol·l-1 Tris, 0,1 % SDS, 

H2O) 

2% roztok DAPI vo vode 

4x LSB vzorkovací pufr (50 mmol·l-1 Tris-HCl pH = 6,8; 10 % glycerol; 2 % SDS, 0,01 

% Bromphenol blue, 0,5 mol·l-1 DTT, H2O) 

5% sušené mlieko v TBS 

Blokovací roztok pre Cytospin (5% FBS, 0,1% NaN3 v 1x PBS) 
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Blokovací roztok pre WB (5% sušené mlieko, 0,01% Tween20 v 1x TBS) 

Reblotovací roztok (10% ReBlot v H2O) 

 

3.1.4 Prístroje 

Automatické pipety (Eppendorf Research plus; Discovery Comfort) 

Automatický pipetor (TPP Turbo Fix Pipette-Aid; Techno Plastic Products) 

Biologický iradiátor (RS225; Xstrahl LTD) 

Centrifúga (Scanspeed 1236R; LaboGene) 

Cytocentrifúga (CytotekTM Cytocentrifuge; Sakura) 

Elektrobloter (OWL HEP-1; Thermo Fisher Scientific) 

Elektroforetická aparatúra (Mini-PROTEAN® Tetra Cell; Biorad) 

Fluorescenčný mikroskop (IX81, CellR /ScanR system; Olympus) 

Inkubátor (HERAcell 150i CO2 Incubator; Trigon-Plus®) 

Laminárny box (HERAsafe KS; Trigon-Plus®) 

Mikrocentrifúga (Smart 15 Micro Centrifuge; Hanilbiomed Co., Ltd.) 

Mikroskop (Primo Vert; Zeiss) 

Minicentrifúga (MyFugeTM Mini; Benchmark) 

Mraznička (Innova® U725; Eppendorf) 

Orbitálna trepačka (PSU-10i Orbital Shaker; Grant-bio) 

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

Prietokový cytometer (FACSVerseTM Flow cytometer; BD Biosciences) 

Termotrepačka (Thermo-Shaker TS-100C; BioSan) 

Vodný kúpeľ (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 FACSuiteTM (verzia 1.0; BD Biosciences) 

ScanR 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 Metódy 

3.2.1 Kultivácia bunkovej línie 

Nádorová línia, kolorektálny karcinóm HCT116WT, bola pestovaná v McCoy médiu 

obohatenom o 10% FBS, 2mM glutamín a 1% zmes antibiotík streptomycín a penicilín 

pri štandardnom nastavení inkubátoru 5% CO2, teplota  37 °C.  

Pri dosiahnutí zhruba 80% konfluencie bunkovej línie bolo línia pasážovaná 

pomocou trypsinizácie. Po odsatí starého živného média boli bunky premyté sterilným 

roztokom PBS. Po odstránení PBS boli bunky trypsinizované prídavkom trypsínu v 

objeme 2 ml na kultivačnú nádobu (75cm3). Po 3 min inkubácie v inkubátore bol trypsín 

neutralizovaný prídavkom 8 ml média. Zmes bola jemne prepipetovaná a spasážovaná na 

50 % a to tak, že  5 ml suspenzie bolo odpipetovaných do 15ml skúmavky a následne 

odstránené do odpadu. K zvyšným 5 ml suspenzie buniek v kultivačnej fľaške bolo 

doplnené nové živné médium a fľaška bola vrátená späť do inkubátoru. 

 

3.2.2 Rozmrazovanie/zamrazovanie bunkovej línie 

Kryoskúmavky s bunkovou kultúrou boli uchovávané v tekutom dusíku. V prípade 

potreby bol obsah kryoskúmavky rozmrazený. Bunky v kryoskúmavke boli jemne 

prenesené do 15ml centrifugačnej skúmavky s 10 ml živného média a jemne 

prepipetované. Po centrifugácií pri 200 G pri laboratórnej teplote po dobu 10 min 

nasledovalo odstránenie supernatantu, resuspendovanie bunkového peletu v médiu a 

prenesenie do príslušnej kultivačnej nádoby s médiom. 

Pre zachovanie dostatočného množstva materiálu na experimenty bolo nutné 

bunky v zamraziť. Po trypsinizácií a centrifugácií buniek pri 200 G a laboratórnej teplote 

po dobu 10 min bola bunková suspenzia resuspendovaná v roztoku pre zamrazovanie (90 

% FBS, 10 % DMSO). Označené kryoskúmavky s bunkovou kultúrou boli uložené do 

mrazničky na -80 °C a nasledujúci deň prenesené do tekutého dusíku. 

 

3.2.3 Príprava vodného extraktu šafranu 

Do 1,5ml skúmavky bolo navážených 20 mg suchého šafranu. Následne bol pridaný 1 ml 

sterilnej destilovanej vody. Extrakcia šafranu prebiehala na trepačke pri 1400 RPM, 25 

°C po dobu 24 h.  

 Následne bol 1 ml extraktu šafranu nariedený na požadovanú koncentráciu 2 

mg·ml-1 a to prídavkom 9 ml živného média. Takto pripravený extrakt bol prefiltrovaný 
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cez 0,22μm filter a ihneď použitý k ošetrení nádorovej línie HCT116 WT. Rovnakým 

spôsobom bolo pripravené aj kontrolné médium, k 9 ml živného média bol pridaný 1 ml 

destilovanej vody. 

 

3.2.4  Detekcia cytotoxického efektu šafranu pomocou prietokovej 

cytometrie a farbenia propidium jodidom 

Nádorová línia HCT116 WT bola vysadená na 20mm Petriho misky v počte 4 x 105  

buniek na 1 misku 24 h pred ošetrením extraktom šafranu. Po 24 h inkubácií s extraktom 

šafranu (2 mg·ml-1) nasledovalo ožiarenie buniek  röntgenovým žiarením s intenzitou 2 

Gy. Takto ožiarené bunky boli prenesené naspäť do inkubátoru. Po 72 h bolo najprv 

odpipetované živné médium obsahujúce mŕtve bunky a potom nasledovala trypsinizácia 

buniek. Živé bunky boli zmiešané v 15ml skúmavke s pôvodným médiom a mŕtvymi 

bunkami a nasledovalo stanovenie ich počtu a životaschopnosti pomocou prístroja na 

počítanie buniek Vi-Cell Counter. 

Nasledovalo odstredenie buniek na centrifúge pri 200 G a 4 °C po dobu 5 min a 

premytie 3 ml PBS a znovu odstredenie na centrifúge pri 200 G a 4 °C po dobu 5 min. 

Premyté bunky boli resuspendované v 200 µl PBS a zafixované. Na zafixovanie buniek 

bol použitý 1 ml 96% etanolu s teplotou -20 °C pridávaný po kvapkách za mierneho 

točenia na vortexe. Vzorky určené na fixáciu boli neustále udržiavané na ľade. Po fixácií 

boli vzorky uchovávané v mrazničke a pripravené k farbeniu propidium jodidom (PI), 

prípadne ihneď farbené. 

K zafixovaným vzorkám boli pridané 3 ml PBS s 0,2% FBS a vzorky boli 

ponechané na ľade 10 min. Nasledovalo odstredenie na centrifúge pri 200 G a 4 °C po 

dobu 5 min. Supernatant bol odstránený a usadenina rozpustená v 50 µl PBS s 0,2 mg·ml-

1 RNAzou A. Vzorky boli inkubované 30 min pri laboratórnej teplote a následne boli 

inkubované s 200 µl PI roztoku. Po 15 min inkubácie na ľade a bez prístupu svetla boli 

vzorky prepipetované do 1,5ml skúmaviek a podrobené analýze prietokovým 

cytometrom. 
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3.2.5 Elektroforetická separácia proteínov v polyakrylamidovom géle za 

prítomnosti dodecylsulfátu sodného (SDS-PAGE) 

Vzorky pripravené lýzou buniek priamo do vzorkovacieho pufru boli separované 

pomocou SDS-PAGE. Pre separáciu bol pripravený gél zložený zo 4% zaostrovacieho a 

12% deliaceho, ich zloženie uvedené v tab. 2.  

Ako prvý bol zhotovený deliaci gél, ktorého roztok bol napipetovaný medzi 

elektroforetická sklá a ponechaný voľnej polymerizácií po dobu 30 min pri laboratórnej 

teplote. Ako opatrenie na zaistenie rovného povrchu bol ešte navyše pridaný malý objem 

izopropanolu, ktorý bol neskôr odstránený filtračným papierom. Potom nasledovalo 

zhotovenie zaostrovacieho gélu, ktorý bol rovnakým spôsobom nanesený na deliacu časť. 

Do zaostrovacieho gélu bol ešte pred polymerizáciou vložený hrebienok slúžiaci k tvorbe 

jamiek. Zhotovený gél bol umiestnený do elektroforetickej vane a po odstránení 

hrebienku boli do jamiek nanášané vzorky určené k separácií. 

Ako štandard molekulovej hmotnosti (250 – 10 kDa) bol použitý Precision Plus 

ProteinTM (BioRad) napipetovaný do bočnej jamky. Elektroforetická separácia prebiehala 

v Tris-Glycín-SDS pufru a laboratórnej teploty. Počas procesu separácie proteínov v 

zaostrovacom géle bol nastavený konštantný prúd 20 mA. Následná separácia vzoriek v 

deliacom géle prebiehala za konštantného prúdu 40 mA. Akonáhle štandard dosiahol 

koniec deliaceho gélu bola elektroforetická separácia ukončená. 

 

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

Chemikálie (ml) 12% deliaci gél 4% zaostrovací gél 

Destilovaná H2O 2,5 1,35 

30% Akrylamid 3,0 0,335 

1,5 mol·l-1 Tris, pH= 8,8 1,9 - 

0,5 mol·l-1 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 imunologická detekcia proteínov 

Po separácií vzoriek pomocou SDS-PAGE bol gél opatrne vybraný z elektroforetických 

skiel a horná, zaostrovacia, časť odstránená. Do semi-dry blot prístroju bol navrstvený 3x 

filtrovací papier zvlhčený v transferovom pufre a predom zvlhčená nitrocelulózová 

membrána. Na membránu bol umiestnený gél so separovanými proteínmi a nasledovali 

ďalšie 3 vrstvy zvlhčeného filtrovacieho papiera. 

Proces prenosu proteínov na membránu prebiehal na prístroji semi-dry blot za 

konštantného prúdu 150 mA na jeden gél po dobu 90 min. Po skončení procesu blotovania 

bola nitrocelulózová membrána prenesená do farbiaceho roztoku Ponceau. Po 5 min 

farbenia bola membrána prepláchnutá destilovanou vodou za účelom odstránenia 

prebytočného farbiaceho roztoku. 

Usušená membrána bola narezaná na jednotlivé časti podľa molekulovej 

hmotnosti sledovaných proteínov. Farbiaci roztok Ponceau bol odstránený premytím v 

roztoku TBS s 0,1% Tweenom20. Narezaná membrána bola inkubovaná v blokovacom 

roztoku (5% roztok sušeného mlieka v TBS s 0,1% Tweenom20) po dobu 60 min pri 

laboratórnej teplote za účelom zablokovania prípadných nešpecifických väzieb. 

Nasledovalo premytie membrány roztokom TBS s 0,1% Tweenom20 3x po dobu 10 min. 

Proteíny boli detegované pomocou primárnych protilátok nariedených podľa 

potreby v blokovacom roztoku. Po nanesení protilátok boli membrány inkubované cez 

noc pri teplote 4 °C. Po prebehnutej inkubácií boli membrány premyté 3x v roztoku TBS 

s 0,1% Tweenom20 po dobu 10 min, čím došlo k odstráneniu nenaviazaných protilátok. 

Nasledovala detekcia proteínov pomocou sekundárnej protilátky značenej chrenovou 

peroxidázou, nariedenou v blokovacom roztoku. Inkubácia prebiehala 60 min pri 

laboratórnej teplote. Po inkubácií boli membrány opätovne prepláchnuté 3x v roztoku 

TBS s 0,1% Tweenom20 po dobu 10 min. Vizuálna detekcia proteínov bola vykonaná 

pridaním vyvolávacieho roztoku SuperSignal® West Pico PLUS Chemiluminiscent 

Substrate a  SuperSignal® West Femto Maximum Sensitivity Substrate v pomere 3:1. 

Signál bol zachytený použitím zobrazovacieho zariadenia ChemiDoc™ XRS+ System a 

analyzovaný programom ImageLab. 

V prípade detekcie fosforylovaných foriem proteínu bola detekovaná najprv 

fosforylovaná forma. Pre detekciu celkového proteínu bola a membrána premytá 

v roztoku TBS s 0,1% Tweenom20 po dobu 5 min a reblotovaná pomocou reblotačného 

roztoku po dobu 30 min. Po prepláchnutí membrány v destilovanej vode 3x po dobu 5 
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min bola vykonaná detekcia celkového proteínu a to vyššie uvedeným postupom. Zoznam 

použitých primárnych a sekundárnych protilátok, vrátane ich riedenia je uvedený v tab.1 

 

3.2.7 Cytospin a imunofluorescenčná analýza ukazovateľov DNA 

poškodenia pomocou mikroskopie 

Kolorektálny karcinóm HCT116WT bol vysadený na 20mm Petriho misky v počte 5x105 

buniek/miska 24 h pred ošetrením roztokom šafranu. Po 24 h inkubácií s extraktom 

šafranu (2 mg·ml-1) nasledovalo ožiarenie buniek röntgenovým žiarením s intenzitou 2 

Gy. Takto ožiarené bunky boli prenesené naspäť do inkubátoru. Po uplynutí 30 min boli 

ožiarené bunky dané na ľad za účelom spomalenia a zastavenia procesov prebiehajúcich 

v bunkách a nasledovalo ich pozbieranie pomocou trypsinizácie. Pomocou prístroja na 

počítanie buniek Vi-Cell Counter bol stanovený ich počet a životaschopnosť. 

 Bunky boli odstredené na centrifúge pri 200 G a 4 °C po dobu 5 min, supernatant 

bol odstránený a bunky boli zafixované v 600 µl 4% formaldehydu. Fixácia prebiehala 

15 min pri laboratórnej teplote. Po uplynutí fixačnej doby boli bunky odstredené na 

centrifúge pri 200 G a laboratórnej teplote po dobu 5 min. Po odstránení formaldehydu 

bola bunková usadenina resuspendovaná v adekvátnom množstve 1x PBS s 0,1% azidom 

sodným na dosiahnutie koncentrácie 15x104 buniek na 200 µl 1x PBS s 0,1% azidom 

sodným. 

 Nasledovalo „nastrelenie“ buniek na mikroskopické sklíčka využitím prístroja 

Cytospin v objeme 200 µl na 1 sklíčko. Nastavenie prístroja bolo rýchlosť 5 po dobu 2 

min. V prípade, že sa s bunkami ihneď nepokračovalo v analýze ukazovateľov 

poškodenia DNA, boli sklíčka udržiavané v 1x PBS s 0,1% azidom sodným pri teplote 4 

°C. 

 Nasledovala inkubácia sklíčok s 1x PBS s 0,5% detergentom TritonX-100 pri 

laboratórnej teplote po dobu 15 min. Zvyšky detergentu boli odstránené pridaním 1x PBS 

a premývaním na orbitálnej trepačke pri 90 RPM, laboratórnej teplote po dobu 3 min. 

Tento proces sa opakoval 3x. Po premytí bol k sklíčkam pridaný roztok 1x PBS s 0,1% 

detergentom Tween20, ktorý bol po uplynutí 5 min odstránený a nahradený blokovacím 

roztokom (1x PBS + 5% FBS + 0,1% azid sodný. Inkubácia s blokovacím roztokom 

prebiehala pri laboratórnej teplote počas 60 min. Zvyšok blokovacieho roztoku zo sklíčok 

bol vymytý prepláchnutím 1x PBS a následne 1x PBS s 0,1% Tween20 na orbitálnej 

trepačke pri laboratórnej teplote po dobu 3 min. 
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 Imunologická detekcia prebiehala pridaním primárnych protilátok nariedených 

podľa potreby v blokovacom roztoku. Sklíčka boli po nanesení protilátok inkubované cez 

noc pri teplote 4 °C. Po prebehnutej inkubácií boli nenaviazané primárne protilátky 

odstránené premytím v roztoku 1x PBS s 0,1% Tween20 pri laboratórnej teplote po dobu 

10 min a 1x PBS za rovnakých podmienok. Nasledovalo pridanie roztoku 1x PBS s 0,1% 

Tween20 pri laboratórnej teplote po dobu 5 min. Detekcia proteínov prebiehala po 

odstránení predchádzajúceho roztoku a pridaním sekundárnej protilátky konjugovanej 

s farbivom Alexa Fluor, nariedenej v blokovacom roztoku podľa potreby. Inkubácia 

prebiehala za tmy pri laboratórnej teplote po dobu 60 min. Po inkubácií boli sklíčka opäť 

premyté 1x PBS po dobu 10 min a destilovanou vodou tiež po dobu 10 min. Na zafarbenie 

jadier sa použilo farbenie pomocou roztoku interkalačného farbiva DAPI v destilovanej 

vode po dobu 5 min. Sklíčka po odstránení roztoku DAPI boli ponechané voľne uschnúť 

a do stredu sklíčka boli pridané 4 µl montovacieho média Vectashield. Nakoniec boli 

sklíčka napevno prekryté krycím sklíčkom a po okrajoch zalepené lakom na nechty. 

 Na vytvorenie snímok na analýzu ukazovateľov poškodenia DNA bol použitý 

fluorescenčný mikroskop s programom ScanR Aquisition. Programom bolo vyfotené 

zvolené množstvo pozícií využitím troch farebných kanálov podľa použitých 

fluorescenčných farbív. Pri vlnovej dĺžke 470 nm bolo fotené DAPI emitujúce modré 

svetlo, vlnová dĺžka 525 nm bola zvolená pre farbivo Alexa Fluor 488 a červený kanál 

snímajúci vlnovú dĺžku 603 nm bol použitý pre farbivo Alexa Fluor 568. Následne boli 

vyfotené snímky analyzované programom ScanR Analysis a výsledky spracované 

v programe STATISTICA. Zoznam použitých primárnych a sekundárnych protilátok 

vrátane ich riedenia je uvedený v tab. 1. 
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4 VÝSLEDKY A DISKUSIA 

4.1 Štúdium cytotoxického vplyvu šafranu na nádorovú líniu HCT116 

WT 

V prvej časti experimentálnej práce sme sa zamerali na štúdium vplyvu extraktu šafranu 

na životaschopnosť nádorovej línie HCT116 WT bez a spolu s pôsobením IR. Celkový 

extrakt šafranu s koncentráciou 2 mg·ml-1 bol pripravený podľa odporúčania prof. 

Ashktoraba a podrobný postup extrakcie šafranu je popísaný v kapitole 3.2.3. 

 Pomocou prietokovej cytometrie sme sledovali bunkový cyklus a to hlavne tzv. 

sub-G1 populáciu, ktorá predstavuje poškodené bunky s fragmentovanou DNA 

(Tavakkol-Afshari et al., 2008; Bakshi et al., 2010). 

 Analýzou bunkového cyklu buniek ošetrených extraktom šafranu sme žiadny 

signifikantný nárast sub-G1 populácie oproti kontrolným vzorkám nepozorovali a to aj 

v prípade, keď bolo použité ošetrenie extraktom šafranu v kombinácií s IR. Je možné 

pozorovať mierne predĺženie S fázy a zvýšenie G2/M fáze bunkového cyklu pri bunkách 

ošetrených šafranom v porovnaní s kontrolou. Kombinácia extraktu šafranu s IR 

nevykazuje zvýšenie citlivosti buniek k ožiareniu (Obr. 5). 

Rovnaké vzorky ako boli použité na analýzu bunkového cyklu pomocou 

prietokového cytometru sme spracovali aj na semi-kvantitatívnu detekciu proteínov 

pomocou metódy Western blot. Zamerali sme sa hlavne na detekciu proteínov bunkovej 

smrti a zároveň proteínov kontrolných bodov bunkového cyklu ako Chk1, Chk2, p21 či 

p53, keďže po analýze bunkového cyklu sme pozorovali mierny nárast G2/M fázy 

a predĺženie S fázy (Obr. 6). 

Výsledky poukazujú na mierne zvýšenie pro-apoptických proteínov BAX, 

kaspázy 8, p53 a zvýšenie proteínu γH2AX v bunkách ošetrených extraktom šafranu 

oproti kontrolným bunkám. Toto zvýšenie by mohlo poukazovať na čiastočné zníženie 

životaschopnosti línie HCT116 WT po ošetrení šafranom a zvýšená hladina proteínu p21 

a fosforylácia Chk2 taktiež na aktiváciu kontrolného bodu G2/M, čo by podporovalo dáta 

získané prietokovou cytometriou.  



44 
 

 

Obr. 5 Analýza bunkového cyklu HCT116 WT línie pomocou prietokového cytometra 

a farbenia PI. Bunky boli ošetrené extraktom šafranu (2 mg·ml-1, 24 h) a následne ožiarené 2 

Gy. Zbieranie buniek prebiehalo 72 h po ožiarení. 

Kombinácia IR a ošetrenie vodným extraktom šafranu vykazuje zvýšenú hladinu 

γH2AX proteínu a fosforyláciu p53 proteínu so zníženou aktiváciou Chk2, čo poukazuje 

na možné zvýšenie poškodenia v bunkách ošetreným extraktom šafranu oproti 

kontrolným vzorkám. Detekcia fosforylácie p53 proteínu taktiež poukazuje na zvýšenú 

aktiváciu, avšak nie sme si istý funkčnosťou použitej protilátky. Celková hladina proteínu 

p53 bola detegovaná po reblote membrány s detegovaným p-p53 (ser15). Vzhľad 

a umiestnenie pruhov znázorňujúcich hladinu detegovaného celkového proteínu p53 je 

však identický. Fosforylovanú formu by sme taktiež očakávali vyššie umiestnenú, keďže 

fosforylácia mierne zvyšuje molekulovú hmotnosť proteínu. 



45 
 

 

Obr. 6 Western blot analýza pro-apoptických proteínov a proteínov bunkovej odpovedi na 

poškodenie DNA 

Náš predpoklad zníženej životaschopnosti HCT116 WT línie po ošetrení 

extraktom šafranu a mierny príspevok IR taktiež podporujú hodnoty získané pomocou 

prístroja Vi-Cell. Tento prístroj slúži k stanoveniu množstva buniek v suspenzii a ich 

životaschopnosti (Tab. 4). Dáta z prístroja Vi-Cell nevykazujú signifikantné rozdiely 

medzi životaschopnosťou buniek ošetrených šafranom a kontrolnými bunkami avšak 

poukazujú na trend zhoršenej životaschopnosti a zníženej proliferácie v bunkách 

ošetrených šafranom. 
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Tab. 2 Zhodnotenie životaschopnosti a počtu buniek nádorovej línie HCT116 WT po ošetrení 

extraktom šafranu (2 mg·ml-1, 24 h) a 72 h inkubácií po ožiarení 2 Gy. Experiment bol 

vykonaný v triplikáte, vybrané sú reprezentatívne údaje jedného z experimentov. 

HCT116 WT Životaschopnosť Počet buniek/ml 

Kontrola 97,2 % 6,9 x 105 

Ošetrené šafranom 94,6 % 3,7 x 105 

Kontrola 2 Gy 95,5 % 3,8 x 105 

Ošetrené šafranom 2Gy 89,5 % 2,4 x 105 

 

Na základe dát získaných z prietokového cytometru a Western blotu môžeme 

vylúčiť významný cytotoxický vplyv extraktu šafranu (2 mg·ml-1) na nádorovú líniu 

HCT116 WT. Použitá koncentrácia nemá taký efekt, ktorý by spôsobil značné poškodenie 

bunky vedúce k bunkovej smrti alebo aspoň okamžitej aktivácie apoptózy. Dochádza 

však k aktivácií kontrolných bodov p53 a p21. Aktiváciou Chk2 proteínu zároveň 

dochádza k spomaleniu bunkového cyklu a teda vytvorenie priestoru na aktiváciu 

proteínov zodpovedných za opravu poškodenej DNA.  

Naopak, v bunkách po ošetrení extraktom šafranu a použití IR dochádza 

k poškodeniu DNA, ktoré je detegované zvýšením hladiny γH2AX proteínu. 

Prípadná fosforylácia p53 proteínu spolu so zníženou aktiváciou Chk2 môže taktiež 

poukazovať na zvýšenú citlivosť buniek k IR, pokles aktivácie kontrolných bodov 

bunkového cyklu a spúšťanie dráh bunkovej smrti. 

 Výsledky naznačujúce trend zhoršenej životaschopnosti v bunkách ošetrených 

extraktom šafranu sa zhodujú s výsledkami publikácie Tavakkol-Afshari et al. (2008). 

My sme však používali kolorektálny karcinóm a navyše sme do štúdie zapojili aj IR. 

Krocín, jeden z karotenoidov obsiahnutých v šafrane, použitý v publikácií Vazifedan et 

al. (2017) trend zhoršenej životaschopnosti a zníženej proliferácie v kombinácií s IR 

zvýraznňuje, rovnako ako v našej štúdií. Naše výsledky sa však rozchádzajú pri 

pozorovaní apoptózy. My nepozorujeme signifikantnú tvorbu sub-G1 populácie ako 

Tavakkol-Afshari et al., (2008) alebo Vazifedan et al. (2017). Pravdepodobným dôvodom 

rozdielneho výsledku môže byť odlišné biologické pozadie jednotlivých bunkových línií, 

iný spôsob extrakcie šafranu, odlišná koncentrácia použitého šafranového extraktu alebo 

aplikácia len jednej zložky nachádzajúcej sa v šafrane. 

 Jeden z proteínov, ktorý prispieva k zastaveniu bunkového cyklu v G2/M fáze je 

Chk2. My môžeme pozorovať jeho zvýšenú hladinu v bunkách ošetrených extraktom 
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šafranu, čo sa zhoduje s výsledkami publikácie Dhar et al. (2009), ktorí pozorovali 

zastavenie bunkového cyklu v G2/M. Tvrdenie, že extrakt šafranu inhibuje postup bunky 

v bunkovom cykle a aktivuje G2/M kontrolný bod je podporený aj článkom Sawant et al. 

(2019) a Bajbouj et al. (2012). V našej práci sme navyše overili efekt spolupôsobenia  

extraktu šafranu a IR. Pokles hladiny p-Chk2 (thr68) odkazuje na zníženú aktiváciu 

kontrolného bodu a hromadiace sa DNA poškodenie, na čo odkazuje zvýšená hladina 

γH2AX, p53 a prípadne jeho fosforylovanej formy. 

 

4.2 Štúdium vplyvu extraktu šafranu na schopnosť odpovedi línie 

HCT116 WT na poškodenie DNA 

Po analýze predchádzajúcich dát sme dospeli k záveru, že ošetrenie nádorovej línie 

HCT116 WT extraktom šafranu vykazuje aktiváciu kontrolného bodu bunkového cyklu 

G2/M a predĺženie S fázy a taktiež zvýšenie ukazovateľa DNA poškodenia γH2AX bez 

signifikantného zvýšenia bunkovej smrti. 

Zamerali sme sa teda na časovo závislú detekciu proteínov, ktoré sú aktivované 

pri poškodení DNA. Zvolili sme časové úseky 0, 1, 3, 6, 12 a 24 h po ožiarení pretože 

niektoré proteíny sú aktivované hneď a niektoré neskôr. Pre vzorky bez ožiarenia sme 

zvolili časové úseky 0, 12 a 24 h z dôvodu neprítomnosti IR a teda absencie ihneď 

pozorovateľných zmien. 

Semi-kvantitatívna analýza vzoriek bez ožiarenia pomocou techniky Western blot 

poukazuje na signifikantnú zmenu v hladine fosforylovaného proteínu Chk2 po 24 h, čo 

by odpovedalo aktivácii G2/M kontrolného bodu (Obr.7, A). Zvýšenie hladiny p-Chk2 

(thr68) súhlasí s predchádzajúcimi výsledkami v našej štúdií týkajúcich sa časového 

úseku 72 h. 

 Zvýšená hladina Chk1 proteínu, ktorá postupne klesá by mohla poukazovať na 

počiatočné replikačné problémy a teda predĺženie S fázy bunkového cyklu v bunkách 

ošetrených extraktom šafranu. Celková hladina proteínu Chk1 kolíše taktiež 

v kontrolných vzorkách, jedná sa zrejme o špecifickosť tejto nádorovej línie. 

Zvýšená fosforylácia Chk2 proteínu so zníženou aktiváciou Chk1 by mohla 

poukazovať na prechod buniek z S fáze do G2 a následnou aktiváciou G2/M kontrolného 

bodu. Tieto výsledky sa zhodujú s výskumom publikovaným v článku Bajbouj et al., 

(2012). 
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Fosforylované proteíny ATM/ATR sa nám nepodarilo detegovať. 

Pravdepodobným dôvodom je ich vysoká molekulová hmotnosť a teda náročný prenos 

proteínu na membránu. Nevylučujeme však aj prípadnú neúčinnosť primárnych 

protilátok. 

Pozorovaním fosforylácie proteínu p53 oproti kontrolnej vzorke môžeme usúdiť, 

že extrakt šafranu spôsobuje poškodenie DNA v nádorovej línii HCT116 WT. Toto 

tvrdenie je podporené aj postupným zvyšovaním γH2AX proteínu. 

Zaujímavou je aj hladina opravného proteínu Rad51. V nádorových líniách je 

nadmerná expresia proteínu Rad51 bežná a detekciu Rad51 je možné využiť ako 

ukazovateľ negatívnej prognózy pri pacientoch s kolorektálnym nádorom (Tennstedt et 

al., 2013). V našej štúdii môžeme pozorovať trend zvýšenej hladiny Rad51, ktorá 

s postupom času klesá a to aj v  kontrolných vzorkách, avšak bunky po ošetrení extraktom 

šafranu vykazujú väčšiu hladinu Rad51 oproti kontrolnej vzorke. Zvýšená hladina by 

vypovedala o možnej prítomnosti poškodenia DNA, ktoré je opravované pomocou HR.  

Naopak vo vzorkách vystavených IR spolu v kombinácií s extraktom môžeme 

pozorovať zníženú fosforyláciu proteínu Chk1 a Chk2 spolu so zníženou hladinou 

proteínu p53 a Rad 51 (Obr. 7, B). Zníženie hladiny týchto proteínov vypovedá o zníženej 

aktivácii kontrolných bodov bunkového cyklu a zároveň nedostatočnej aktivácii 

opravných dráh bunky odpovedajúcej na poškodenie DNA, ktoré je značné vo vzorkách 

ošetrených extraktom šafranu. 

Proteín Atm a jeho fosforylovanú formu sa nám nepodarilo detegovať 

z podobných dôvodov ako v predchádzajúcom prípade. 

Porovnaním výsledkov vo vzorkách ošetrených extraktom šafranu bez a spolu 

s pôsobením IR môžeme uvažovať o hypotéze, že extrakt šafranu robí nádorovú líniu 

HCT116 WT senzitívnu voči IR. Samotné ošetrenie buniek nádorovej línie HCT116 WT 

šafranom spôsobuje poškodenie DNA, ale mierne zvyšuje aktiváciu proteínov 

kontrolných bodov bunkového cyklu a zvýšenie opravného proteínu Rad51 oproti 

kontrolným vzorkám. Ošetrenie extraktom šafranu v kombinácií s IR robí bunkovú líniu 

senzitívnu voči IR, tým že znemožňuje dostatočnú aktiváciu opravných proteínov a 

proteínov zodpovedných za aktiváciu kontrolných bodov bunkového cyklu. 
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Obr. 7 Detekcia proteínov bunkovej odpovedi na poškodenie DNA v HCT116 WT bunkovej 

línie ošetrenej extraktom šafranu (2 mg·ml-1, 24 h) využitím metódy Western blot. Vybrané 

časové úseky pre A) neožiarené bunky sú 0, 12, 24 h; B) ožiarené intenzitou 2 Gy sú 0, 1, 3, 6, 

12, 24 h 

 

4.3 Imunofluorescenčná analýza ukazovateľov poškodenia DNA po 

ošetrení buniek extraktom šafranu a IR pomocou mikroskopie 

Na rozdiel od predchádzajúcich výsledkov, ktoré sme získali semi-kvantitatívnou 

analýzou metódou Western blot z lyzátu celých buniek, priama mikroskopia umožňuje 

podrobnejšie štúdium ukazovateľov poškodenia DNA, prípadne proteínov opravných 

dráh a to ich detekciou priamo v jadre. 

Vzhľadom k tomu, že nádorová línia HCT116 WT má špecifický charakter rastu 

a v doštičkách určených na imunofluorescenčnú mikroskopiu neproliferuje ideálne, 
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a teda neumožňuje rozpoznanie jednotlivých bunkových jadier počas analýzy snímok, 

bolo nutné pristúpiť k odlišnej príprave vzoriek. Po zozbieraní buniek po experimente 

sme postupovali pomocou metódy cytospin, počas ktorej sú bunky pomocou 

cytocentrifúgy tzv. nastrelené na mikroskopické sklíčka a až potom inkubované so  

špecifickými protilátkami.  

Existuje viacero ukazovateľov poškodenia DNA. My sme sa zamerali na detekciu  

proteínov γH2AX, 53BP1 a BRCA1, teda tých, ktoré sú aktivované vo veľmi krátkom 

čase od vzniku poškodenia DNA.  

Tvorba DSB je vždy spojená s fosforyláciou histónu H2AX za vzniku γH2AX 

(Kuo a Xang, 2008) a preto ho môžeme považovať za spoľahlivý ukazovateľ poškodenia 

DNA. Z výsledkov vyplýva, že dochádza k zvýšeniu γH2AX fokusov v bunkách 

ošetrených extraktom šafranu v porovnaní s kontrolnými vzorkami. Môžeme teda 

potvrdiť, že ošetrenie extraktom šafranu zvyšuje poškodenie DNA (Obr. 8). 

Nepozorujeme však signifikantný rozdiel v ošetrení extraktom šafranu a jeho 

spolupôsobenia s IR. 

 

 

Obr. 8 Detekcia γH2AX fokusov v HCT116 WT línii po ošetrení extraktom šafranu a ožiarení 

röntgenovým žiarením v intenzite  2 Gy. 
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Ďalej sme sa zamerali na detekciu proteínu 53BP1. Je jedným z proteínov, ktoré 

ihneď odpovedajú na poškodenie DNA, viaže sa na poškodený chromatín a zároveň 

nepriamo závisí na fosforylácií H2AX (Panier a Boulton, 2013). Vo vzorkách ošetrených 

extraktom šafranu môžeme pozorovať znížený počet 53BP1 fokusov značiacich jeho 

znížené množstvo v bunkovom jadre (Obr. 9). Nepozorujeme signifikantný rozdiel medzi 

bunkami ošetrenými extraktom šafranu bez a v kombinácií s IR.  Menšie množstvo 

53BP1 v porovnaní s kontrolnou vzorkou môže ukazovať na zníženú schopnosť bunky 

odpovedať na poškodenie DNA a teda nedostatočnú aktiváciu HR. 

Skúmali sme aj proteín BRCA1 v cyklín A pozitívnych bunkách. BRCA1 

proteín je prítomný v bunkách, ktoré prechádzajú S a G2 fázou bunkového cyklu a práve 

tam je aktívna opravná dráha HR. BRCA1 aktivuje štiepenie poškodených koncov DNA 

defosforyláciou a uvoľnením 53BP1, ktorý je naviazaný na poškodenom chromatíne 

(Isono et al., 2017). V kombinácií s detekciou 53BP1 ide o efektívny spôsob dokázať 

zmeny v schopnosti bunky odpovedať na poškodenie DNA. 

 

 

Obr. 9 Detekcia 53BP1 fokusov v nádorovej línii HCT116 WT po ošetrení extraktom šafranu a 

ožiarení röntgenovým žiarením v intenzite 2 Gy. 
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Je možné pozorovať znížené množstvo BRCA1 v bunkách ošetrených extraktom 

šafranu spolu s kombináciou IR (Obr. 10), ale signifikantný vplyv extraktu šafranu 

v bunkách bez ožiarenia chýba. Zníženie množstva signálov BRCA1 v cyklín 

A pozitívnych bunkách po ošetrení extraktom šafranu a zároveň zníženie množstva 

53BP1 fokusov v bunkách ošetrených extraktom šafranu môže implikovať nedostatočnú 

aktiváciu opravnej dráhy HR. V bunkách ošetrených šafranom je zároveň zvýšené 

množstvo γH2AX čo znamená, že pribúda poškodenie DNA. 

 Na základe dosiahnutých výsledkov môžeme podporiť našu hypotézu, že 

extrakt šafranu vplýva na schopnosť odpovedi nádorovej línie HCT116 WT na 

poškodenie DNA. Nepozorujeme však signifikantný rozdiel spolu s použitím IR okrem 

proteínu BRCA1.  Možným dôvodom by mohla byť nízka odporúčaná a používaná 

koncentrácia extraktu šafranu.  

 

 

Obr. 10 Detekcia BRCA1 fokusov v cyklín A+ bunkách línie HCT116 WT po ošetrení 

extraktom šafranu a ožiarení röntgenovým žiarením v intenzite 2 Gy. 
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5 ZÁVER 

Cieľom tejto bakalárskej práce bolo otestovať prípadný cytotoxický vplyv extraktu 

šafranu v koncentrácií 2 mg·ml-1 na nádorovú líniu kolorektálneho karcinómu HCT116 

WT a sledovať schopnosť odpovedi tejto línie na poškodenie DNA vyvolaného pomocou 

IR. 

 Analýzou bunkového cyklu pomocou prietokovej cytometrie a farbenia PI bolo 

zistené, že extrakt šafranu má mierny vplyv na životaschopnosť nádorovej línie HCT116 

WT a spôsobuje hlavne predĺženie S fázy bunkového cyklu a aktiváciu kontrolného bodu 

G2/M. Spolupôsobenie šafranu a IR nebolo dokázané. 

 Pomocou metódy Western blot boli detegované proteíny kontrolných bodov 

bunkového cyklu a ukazovateľov poškodenia DNA. Skúmaná bola hlavne časovo závislá 

odpoveď buniek ošetrených extraktom šafranu (2 mg·ml-1) na poškodenie DNA bez 

a spolu s pôsobením IR. Z výsledkov sme vyvodili hypotézu, že extrakt šafranu robí 

nádorovú líniu HCT116 WT senzitívnu voči pôsobeniu IR a spôsobuje poškodenie DNA. 

Bunky sú po ošetrení extraktom šafranu a ožiarení röntgenovým žiarením neschopné 

dostatočne aktivovať proteíny kontrolných bodov bunkového cyklu a opravných dráh 

DNA. 

 Podrobnejšia analýza ukazovateľov poškodenia DNA γH2AX, 53BP1 a BRCA1 

poukázala na možné zvýšenie poškodení v bunkách ošetrených extraktom šafranu a 

zároveň zníženú aktiváciu proteínov opravnej dráhy HR.  

 Okrem zníženej hladiny BRCA1 nie je poznať signifikantný rozdiel medzi 

vzorkami ošetrenými extraktom šafranu a šafranu v kombinácii s IR. Dôvodom môže byť 

nízka doporučená koncentrácia použitého roztoku šafranu. 

 V tejto bakalárskej práci bol preukázaný len mierny vplyv extraktu šafranu na 

životaschopnosť buniek nádorovej línie HCT116 WT a ich schopnosť odpovedi na 

poškodenie DNA vyvolané pomocou IR. Predpokladáme, že zvýšením koncentrácie 

šafranu vo vodnom extrakte by bolo možné docieliť signifikantnejšieho efektu pôsobenia 

a taktiež zvýšenie senzitivity buniek k IR, čo je predmetom ďalšieho štúdia. Pre ďalšie 

štúdium bude vhodné do experimentu zahrnúť aj primárne línie, čím bude overená 

špecifickosť účinku len na nádorové línie. 
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7 ZOZNAM POUŽITÝCH SKRATIEK A SYMBOLOV 

53BP1  p53-binding protein 

Apaf1  apoptotic protease activating factor 1 

APC/C  anaphase-promoting complex 

APS   ammonium persulfate 

ATM   ataxia telangiectasia mutated kinase 

ATP   adenosine triphosphate 

ATR  ataxia telangiectasia and Rad3 related 

BAK  Bcl-2 homologous antagonist/killer 

BAX   Bcl-2 associated X 

Bcl-2   B-cell CLL/lymphoma 2 

BRCA1  breast cancer susceptibility gene 1 

Cdc  cell division control protein  

CDK   cyclin-dependent kinase 

Chk1   checkpoint kinase 1 

Chk2  checkpoint kinase 2 

CtIP   CtBP-interacting protein 

DAPI   4’,6-diamidino-2-phenylindole 

DDR  DNA damage response 

DISC   death-inducing signaling complex 

DMBA 7,12-dimethylbenz(a)anthracene 

DNA   deoxyribonucleic acid 

Dna2   DNA replication helicase/nuclease 2 

DNA-PKcs DNA-dependent protein kinases 

dNTP  deoxyribonucleotide triphosphate 

DR  death receptor 

DSB  double strand break 

DTT   dithiothreitol 

E2F   DNA-binding transcription factor 

E3   ubiquitin ligase 

ELISA  enzyme-linked immunosorbent assay 

FACS  fluorescence-activated cell sorter 

FADD  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 

PI  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 IIβ-Binding protein 1 

UV   ultraviolet 

XLF   XRCC4-like factor 

XRCC4  X-ray repair cross-complementing protein 4 

γH2AX phosphorylated H2A histone family member X 


