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Abstrakt

Prace se zabyva problematikou piirodnich latek v souvislosti s nadorovym
onemocnénim. Ptirodni latky maji pozitivni vliv na lidsky organismus a jsou schopné
ovliviiovat Zivotaschopnost a rust nadorovych bunék. Hlavnim mechanismem je ovlivnéni
mechanismi  vedoucich k zahdjeni apoptéozy nadorovych bun¢k a zabranéni dalsi
proliferace. V praci je dale rozebrana problematika vyuziti nadorovych buné¢nych linii ve
vyzkumu nadorového onemocnéni. Dale jsou v praci uvedeny bézné dostupné metody pro
stanoveni cytotoxicity pfirodnich latek, pfi¢emz pro experimentalni ¢ast je vybrana metoda
MTT test a systém xCELLigence pro monitorovani v redlném case. V experimentalni ¢asti
bude sledovan mechanismus pisobeni testované latky kapsaicin v aplikaci na prostatické

bunécné linie, nadorovou PC3 a nenadorovou PNT1A.
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Abstract

The thesis deals with the natural substances in context with the cancer disease. The
natural substances have a positive effect on the human organism and they are able to
influence the viability and the growth of the cancer cells. The main mechanical device is to
influence the mechanisms needed to start the apoptosis of the cancer cells and stopping
further proliferation. The cancer cell lines utilization in the cancer disease is discussed in
the thesis too. The thesis states common methods of determining the natural substances
cytotoxicity. For the experimental part of the thesis it was chosen the MTT test method and
the xCELLigence system for monitoring in real time. The mechanical device of the tested
substance capsaicin in application on the prostate cell lines, tumorous PC3 and
nontumorous PNT1A influence will be observed within the experimental part of the thesis.
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1 Uvod

Rakovina miize postihnout kazdého, mladé ¢i starsi lidi, bohaté, chudé, muze, zeny
a déti. Rakovina predstavuje obrovskou zatéz pro pacienty a jejich rodiny. Je jednou
Z hlavnich pfi¢in umrti na svéte.

Podle svétové zdravotnické organizace (WHO — Wold Health Organization) je
nejvetsi umrtnost na rakovinu pfisuzovana rozvojovym zemim. [1] Podle statistickych
udaji je rakovina spiSe problém zemi rozvinutych a z celosvétového hlediska se jedna
o civilizacni chorobu. V roce 2008 tvofilo imrti na rakovinu ptiblizné 13 % z celkového
poctu umrti, to je odhadovano na 7,6 milionti imrti. Pfedpoklada se stale zvySujici pocet
umrti. Asi 30 % umrti Ize zabranit spravnou Zzivotospravou, jako je omezeni koufeni,
pohyb, zdravy jidelnicek a redukce hmotnosti.

Znalosti ptiCin rakoviny, jeji prevenci a znalosti mechanismli vzniku onemocnéni
jsou stale limitované. Incidence nadorovych onemocnéni, ptipadné dal$i prognéza mize
byt ulinné¢ kontrolovana pomoci zdkladnich strategii prevence, vcasné¢ diagnostiky
a zahajeni 1écby. Lécba zahrnuje peclivy vybér jedné ¢i vice intervenci, jako je chirurgické
odstranéni nadoru, radioterapie a chemoterapie. Cilem je kompletné vylé€it onemocnéni
nebo alespon prodlouzit Zivot a zlepsit jeho kvalitu. [2]

V diplomové praci bude kratce rozebrana problematika nadorového onemocnéni,
faktory ovlivitujici vznik, princip kancerogeneze a obecné postupy v 1é¢bé. Dale se bude
prace zabyvat pfirodnimi latkami, konkrétnéji problematikou vyuziti ptirodnich latek
Vv nadorové 1écbé. Bude uvedena charakteristika jednotlivych latek, zejména cytotoxicita
a dalsi vlivy téchto latek na zivy organismus. Bude navrzena nejvhodnéjsi metoda pro
stanoveni cytotoxicity vybranych latek v aplikaci na nadorové bunécné linie, jejichz
pouziti ve vyzkumu je dnes uz rutinni. Dale budou vybrany parametry, které budou béhem
studie sledovany, pfedevsim budou zkoumany bunécné a jaderné zmeény.

Na =zakladé téchto poznatki budou provedeny experimenty zalozené na
fluorescencni mikroskopii. Ziskané poznatky budou vyhodnoceny a bude diskutovéna

cytotoxicita a jeji mechanismus ptisobeni na vybrané nadorové bunééné linie.
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2 Teoreticka ¢ast

2.1 Nadorové onemocnéni

Nazev nemoci je odvozen z feCtiny a latiny (karkinos = rak, onkos = krab a cancer
= rak). Termin rakovina je vSak laicky a uziva se nespravné pro oznaceni vSech zhoubnych
nadori, pricemz oznacuje skupinu nadord povrchového a zlazového epitelu (karcinomy).

Zhoubné nadorové onemocnéni je chorobny stav, ktery je mozné charakterizovat
nekoordinovanym ristem naddorovych bunék. Tyto buiikky maji schopnost postupné se $itit
do okolnich tkani, pronikaji do mizniho a krevniho systému a postihuji vzdalené organy

(metastazovani). [3]
2.1.1 Rizikové faktory pro vznik nadorového onemocnéni

Kazdé nddorové onemocnéni je zplisobeno genetickymi zménami na bunécné
urovni. Tyto genetické zmény jsou podminény riznymi vlivy. Rizikové faktory pro vznik
nadori délime na faktory zevni a vnitini. [4]

Nejvyznamnéjsi skupinou faktort ovliviiujicich vznik nddorovych onemocnéni jsou
zevni vlivy. Mezi n€ zafazujeme hlavné vliv tabaku, zejména ve formé koufeni cigaret.
Uzivani tabaku celkoveé ptispiva 30 % k umrtnosti na nadorova onemocnéni. Dal§imi vlivy
jsou vyzivové faktory. S tim souvisi pojmy jako energeticka bilance, obezita, fyzicka
aktivita a konzumace alkoholu. Obezita je povazovdna za vysoce vyznamny rizikovy
faktor, alkoholické napoje jsou obecné povazovany za karcinogeny. [5]

Druhou skupinou jsou faktory wvnitini, genetické. Tuto skupinu tvoii vrozené
mutace, které jsou pritomny ve vSech bunkach organismu a vytvareji vysokou predispozici
pro vznik urcitého nadoru nebo vice typl nadori. Asi 5 az 10 % diagnostikovanych nadort
byva dédi¢ného charakteru. [4]

Nadory jsou chapany piedevsSim jako onemocnéni genomu, protoze dochdzi ke
genetickym a epigenetickym zménam, o kterych neni dostatek informaci. K pieméné
normalni bunkky v buiiku plné maligni vSak nesta¢i jedind mutace. Proces onkogenni
transformace je vicestupiiovy, Casto je V buiice spustén zcela nahodné v dusledku starnuti
organismu a nedostateCnosti reparace spontanné¢ vzniklych chyb DNA. Podle
experimentalnich dat se diive usuzovalo, Ze k rozvoji nadorového onemocnéni staci pouze
jediny nezadouci zésah. Postupem casu se zjistilo, ze pro transformaci lidské buiiky je
nezbytnych nékolik nezavislych zasahii. Dnes se odhaduje, Ze k rozvoji pIné¢ maligniho
fenotypu je nezbytnd kumulace 4 az 8 riiznych genetickych nebo epigenetickych zmén
v bunice. Nador vznikd a vyviji se procesem, ktery se nazyva kancerogeneze. Samotna

podstata kancerogeneze bude rozebrana v nasledujici kapitole. [4, 5]
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2.1.2 Podstata kancerogeneze

Jak jiz bylo feceno, kancerogeneze je vicestupniovy proces. Kancerogeneze
zahrnuje tii zdkladni faze: iniciace, promoce a progrese, béhem nichz se odehravaji urcité

déje charakteristické pro vyvoj nadorového onemocnéni (Obrazek 1). [6]

INICIACE

- poskozeni DNA

- mutace v cilovych genech

- aktivace protoonkogent

- inaktivace supresorovych geni

- bunééna replikace a fixace mutaci

PROMOCE

- Klondlni expanze iniciovanych
kmenovvch bunék

- zahdjeni vyvoje benigniho
nadoru

PROGRESE

- zmény v expresi enzymu
- proteolyza

- naruseni adheze

- invaze

- migrace

- metastazy

Obrazek 1: Vicestupiiovy proces kancerogeneze. [6]

Obecné je prijimana ptfedstava, Ze v buiice musi prob&hnout asi Sest zakladnich
zmén, které se podileji na vytvoteni maligniho fenotypu (Obrazek 2).

Bunka musi ziskat sobéstanost v produkeci rstovych signali. Také musi byt
oslabena jeji citlivost k piisobeni antiproliferanich signali. Dale je vyrazné oslabena
schopnost buiky odpovidat na adekvatni signaly spusténim apoptdzy a naopak je vyrazné
posilen jeji replikacni potencial. V nadorové tkani je indukovan proces angiogeneze a je
posilena schopnost nadoru kolonizovat dalsi tkan¢ a tvofit metastdzy. Za sedmy typicky

znak nadorovych bunék je mozné povazovat zvySeni genetické nestability. Diky tomuto se
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zvySuje pravdépodobnost, ze budou skutecné pozménény vSechny naznacené funkce

v nadorové burce. [4]

t v produkci
wich hormont

necitlivost k signaliim
posileni angiogeneze zastavujicim bunécny

proces

neomezeny replikacni
potencial

nestabilita genomu

Obrazek 2: Zmény podilejici se na vytvoieni maligniho fenotypu. [4]

Podstatné zmény se tykaji 1 vlastnosti a chovani nddorovych bunék jako takovych.
Snaha pochopit kancerogenezi ve vztahu k angiogenezi a vyvoji metastaz vedla k faktu, ze
nador je nutné brat jako komplexni tkan (Obrazek 3). Tato tkan je vedle nadorovych bunék
tvoifena bunkami podplirnymi, endotelidlnimi, buiitkami imunitniho systému a ftadou
dalSich. Nenadorové buiiky a dal$i komponenty ptitomné v nadoru maji funkéni vyznam
pro vyvoj a vlastnosti nadoru. [4]

fibroblasty W

nadorové bunky nadorové bunky -

- endotelialni

a) b) r bunky

Obrazek 3: Komplexita nadorovych bunék. a) zjednodusena predstava, kdy byl nador chapan jako soubor nadorovych
bungk, b) dnesni pojeti nadoru jakozto komplexni tkang. [4]

Schopnost nadorti rlst a vyvijet se zavisi na schopnosti ziskat si pfistup ke
krevnimu ftecisti, ze kterého ziskavaji nadorové bunky zakladni Zziviny a kyslik,
a prostfednictvim kterého se zbavuji odpadnich produkti bunééného metabolismu.

Proliferujici premaligni 1éze jsou na zacitku neangiogenni, coZz limituje jejich expanzi.
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Angiogenni charakter ziskavaji az béhem dalsiho vyvoje, typicky v ranych az stfednich
fazich kancerogeneze. Tento ptrechod se vSak nedéje postupné ale ,,skokem* (,, angiogenic
switch®). [7]

Invazivni charakter umoznuje nadorovym buiikdm uvolnit se z primarniho nadoru
a kolonizovat nové &asti t&la, kde alespoii na zadatku neni dostatek Zivin a mista. Usp&$na
invaze je zavisla na vySe zminénych vlastnostech, které nadorové bunky ziskavaji béhem
kancerogeneze. Metastaticka kaskada zahrnuje nékolik krokti. Nadorova burka se nejdiive
uvolni z primarniho nadoru, prostoupi pies extracelularni matrix a bazalni membranu do
krevniho fecisté, jimz se §ifi a nadsledné zaklada nové ohnisko sekundarniho nadoru. Pfesny
zpusob metastatické kaskady ovSem neni zcela objasnén, princip metastazovani je

naznacéen nize (Obrazek 4). [8]

primarni nador

(=) &» normalni'maligni buiky
== bazalni membrana

extracelularni matrix
pozmeénéna ECM
T anoikis
>E%= premetastaticka faze

-==22:2:2_ budouci angiogeneze

*cévy obklopené
endotelialnimi busikami

Obrazek 4: Metastaticka kaskada. 0) zahdjeni nemetastatické faze vzdaleného nadoru, 1) buiiky primarniho nadoru
ziskaji invazivni charakter, 2) degradace bazalni membrany a extracelularni matrix (ECM) pro usnadnéni invaze, 3) Sifeni
nadorovych bunék bud’ samostatné (3a) nebo kolektivné (3b), 4) invaze nadorovych bunék do nové vzniklych cév
Vv blizkosti nadoru, 5) transport nadorovych bunék cévami do kapilarniho fecisté, kde jsou zadrzeny (6), 7) vyvazané
nadorové butiky mohou byt po mnoho let ne¢inné, 8) nakonec nékteré buiky zah4ji rist sekundarniho nadoru, remodelaci
ECM a angiogenezi (9), anoikis — vzdalené indukovana apoptdza, ktera mize byt zahajena v nékolika krocich kaskady.

(8]

Dalsim faktem ovliviiujicim proces kancerogeneze je, Ze nadorové buiiky jsou casto
geneticky nestabilni a jejich muta¢ni rychlost je vyznamné zvySena. Ta potom zvySuje
pravdépodobnost akumulace vSech mutaci souvisejicich s kancerogenezi. Geneticka
nestabilita nadort ma vyznamné dusledky. Je pti¢inou obrovské heterogenity nadort a tim
se velmi komplikuje jejich lécba. V lécbe¢ je nutné ke kazdému typu nadorového

onemocnéni pristupovat individualng. [9]
2.1.3 Obecné postupy v 1é¢bé rakoviny

Lécba malignich chorob se podstatné 1isi od 1é€by jinych onemocnéni. Onkologicka

lécba je zamétena proti lidskym bunkam, které se transformovaly na nddorové. Pfi niceni
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téchto nddorovych bun€k velmi Casto dochdzi k ni¢eni ¢i poSkozeni zdravych bunck
a tkani. Lécba ma tedy zavazné nezddouci Gcinky a zhorsuje se kvalita zivota pacienta.
Onkologickou 1é¢bu je mozné obecné rozdélit na 1écbu protinddorovou
a podpitirnou. Protinddorova 1écba si klade za cil maximalni redukci poptipadé odstranéni
vSech nadorovych bunék. K tomu vyuziva jednotlivych lécebnych postupl (chirurgie,
radioterapie a medikamentdzni 1é€ba). Onkologicka lécba je interdisciplinarni, u vétSiny
nadort jsou postupné pouzity v§echny dostupné lécebné moznosti. Na obrazku 5 je uveden
prehled soucasnych protinddorovych lé¢ebnych pristupi. Podplrna 1é¢ba usiluje o co
nejlepsi kvalitu Zivota pacientd. Castdji je pouzivan termin paliativni 16¢ba, jednd se
o komplexni podplirnou lécbu poskytovanou pacientim s pokrocilym nevylécitelnym

onemocnénim. [4, 10]

chirurgicka lécba

radioterapie

chemoterapie

hormonalni |écba

M—— imunoterapie

#A—transplantace kostni dfené

Obrazek 5: Prehled 1ééebnych metod v onkologii. [10]

Typy protinddorové I€¢by je mozné dale rozdélit z hlediska cile na kurativni
a nekurativni 1éCbu. Kurativni 1écba se snazi o kompletni odstranéni nadorového loziska,
nejcastéji se jedna o operativni zékrok, piipadné je mozné 1é¢bu doplnit dalSimi postupy.
Chemoterapii ¢i radioterapii 1ze samostatné s kurativnim u¢inkem pouzit jen u nékterych
typl nddort. Nekurativni 1é¢ba si také klade za cil niceni nddorovych bunék, neni ovSem
mozné naddor kompletné zahubit. Nekurativni protinddorova lécba je vyuzita v ptipadé, kdy
dostupnymi prostiedky nelze pacienta vylécit, nejcastéji je vyuzivana chemoterapie.
Nekurativni 1é¢ba je provadéna bud’ s cilem vyrazného prodlouZzeni Zivota, nebo naopak
S cilem zmirnit projevy onemocnéni, jako je naptiklad bolest. Toto rozhodnuti je zavislé na

celkovém stavu pacienta a zavaznosti onemocnéni. [4, 10]
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Lécba nadorového onemocnéni je radikalni a zatézujici pro pacienta i jeho rodinu.
Z téchto divodi se stale vice vyzkumnych tymii zabyvéa problematikou v¢asné detekce

nadorového onemocnéni a nalezeni SetrnéjSich lécebnych postupi.
2.2  Nadorové bunécné linie

Biologie nadortt mize byt studovdna na vzorcich odebranych pii chirurgickém
zakroku. Takto ziskané vzorky predstavuji skute¢ny stav nadoru in vivo a mohou byt
pouzity pro stanoveni patologie, genové exprese a metabolismu. Nicméné tyto vzorky
nejsou vhodné k experimentovani, které vyzaduje pouziti riznych modeld. [11] Jako
modely pro vyzkumné experimenty jsou pouzivany bunécné kultury, které rozdélujeme na
primarni, sekundarni a bunééné linie.

Bunécné linie predstavuji kulturu bunék, které jsou charakteristické neomezenou
zivotnosti a schopnosti neomezeného bunééného déleni. Bunééné linie lze ziskat
Z primarnich bunéénych kmeni procesem transformace nebo mohou byt izolovany z Zivé
tkédn€. Pravé izolace z zivé tkané se tykd nadorovych bunék, timto procesem je mozné
ziskat a kultivovat nddorové bunécné linie, které jsou Cisté, snadno se déli a jsou dobie
geneticky manipulovatelné. Nadorové bunééné linie maji zachovany charakteristické
vlastnosti nadorovych bunék a poskytuji reprodukovatelné vysledky po mnoho cykla
pasazovani. [11, 12]

2.2.1 Vyuziti ve vyzkumu nadorového onemocnéni

Z diivodu vyse zminénych vlastnosti jsou nddorové bunécné linie bézné pouzivany
jako experimentalni modely pro studium lidskych nadorovych onemocnéni. Experimenty
na modelech jsou nezbytné z nasledujicich divodi:

e Urceni patofyziologie nadoru neboli ziskani dynamického pohledu na nador
od jeho vzniku az do poslednich stadii, které jsou pozorované u pacienti.

e Testovani hypotéz o vzniku, patogenezi a patofyziologii nadoru.

e Podrobné prozkoumani patofyziologickych drah.

e Sledovani a testovani riznych latek jako potencidlni lé¢iva.

e Objeveni novych diagnostickych postupd. [11]

Tabulka 1 uvadi ptiklady vyuziti nadorovych bunéénych linii pii studiu
nejcastéjSich nddorovych onemocnéni u Ceskych muzii a zen. Pofadi nejvyznamnégjSich
nadorti vychazi z analyz epidemiologie zhoubnych nadorti v Ceské republice v obdobi od
roku 1977 — 2007. Tyto diagn6ézy dominuji rovnéz hodnotam mortality obou pohlavi.
[13, 14] Tabulka 2 uvadi priklady dalsich nadorovych bunénych linii u ostatnich typu

nadorovych onemocnéni.
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Tabulka 1: P¥ehled vyuZiti nadorovych bun&nych linii u nejéastéjsich typi nadori v Ceské republice.

regulace signalnich drah

Vliv protinadorovych I€¢iv na rist SBC-3 [15]
nadoru
SCLC' g, kripéniho thyroidélnih 16 riiznych linif 16
prese transkripéniho thyroiddIniho ruznych linii [16]
faktoru 1 (TTF-1)
Plice
Vliv inhibitoru Bcl-2 v programové NCI-H226, NCI- [17]
NSCLC2 bunééné smrti H358, NCI-H596
Vlastnosti bunék pied a po
chemoterapii EBC-2/R [18]
Antiproliferativni u¢inky COX-2 HT-29, SW-1116 [19]
oo inhibitort (nimesulide, NS-398)
Tlusté stievo a
konecnik o
Interakce 1éku oxaliplatin SW48, HT-29, [20]
s inhibitory MS275 a SBHA Colo-205
Cytotoxicita a indukce apoptd
yiotoxiclta a InAukee APOPIOZY | \cap.| N3, DU-
pomoci a-konjugatu “°Bi-Herceptin [21]
145, PC-3
Prostata
Regulace receptorti pro riistové
faktor atickych bungenyeh  Can FOC PC3, [22]
Y u pros a‘1c',yc unéényc DU-145
linii
-53 dependentni represe kinaz
P P . p y 8 rlznych linii [23]
FAK/PTK2 v zavislosti na estradiolu
Prso . .
Metabolismus resveratrolu, vliv
) ZR-75-1,
exprese sulfotransferazy 1Al na
e T MB-MDA-231 [24]
inhibici bunééného ristu
Vliv proteinu PIWIL4 na riist bunky
a proliferaci pomoci inhibice HelLa, C33A [25]
apoptozy
Délozni hrdlo
Ptipadna ochranna role aktivatoru
MAML v progresi nadoru pomoci HeLa, SiHa, CaSki [26]

“human small cell lung cancers, “ human non-small cell lung cancers
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Tabulka 2: P¥ehled vyuZiti nadorovych bunéénych linii u dal§ich typi nadori.

i Vliv zlu¢ovych kyselin na proliferaci  TE2R, TE3, TE13, 27]
icen
spinocelularniho karcinomu jicnu TE15

Snizeni produkce oxidu dusnatého
Zaludek pomoci 5-Fluorouracil béhem NCI-N87 [28]
aktivace IkB kindzy

Zahéajeni apoptozy pomoci kyseliny HepG2, Hep3B,

Jatra . ) [29]
oleanolické a urosolické Huh7, HA22T
. Vliv emodinu na citlivost
Zluénik a e .
nadorovych bunék viéi platinovym SGC996 [30]

zluCové cesty &k
¢ktim

Synergické antiproliferativni a

. . L , 1 MiaPaCa-2, Panc-1,
Slinivka bfisni antiangiogenni uc¢inky EGFR™ a [31]
L Capan-1, AsPC-1
mTor inhibitort

Charakteristika rezistence CBP-3, CBP-6,
Hrtan . e . [32]
nadorovych linii vii¢i karboplating CBP-7
Studium u¢inkl zprostitedkovanych
Melanom ktze derivaty kumarinu na bunécény SK-MEL-31 [33]
cyklus
. ) YCR-1, RC-
Studium vztahu mezi expresi genu
i ) YAMATO, KN-41,
Ledvina c-myc a metabolismem [34]
e 5873T, C-6-3,
fosfatydilinositolu (PI)
ACHN, CAKI-2

Vztah mezi expresi metastatického
BL-28/0, BL-13/0,
Mocovy méchyt  supresorového genu KAI1 a MMP-2 [35]
MMP-5 BL-17/0/X1, B10, D2
a -

Efekt netermalni plazmy (ionizovany
Mozek o ) 5 T98G [36]
plyn) na rist nadorovych bunék

Vliv inhibitoru PJ34 na proliferaci,
y . . , TPC1, BCPAP, FRO,
Stitna zlaza expresi genu NIS a epigenetické WRO [37]
markery

Riizna exprese genu RFC1
o v lidskych leukemickych
Leukémie . . . MOLT-3, K562 [38]
nadorovych liniich rezistentnich viici

antifolatim

19



OAW28,0AW41 M,
. i . OAW42 OAW59M,
Vajecnik molekul v souvislosti [39]
0138D,

0180D, 0253D

Bunécéna exprese adherentnich

S metastazovanim nadoru vaje¢niku

! epidermal growth factor receptor
2.3  Prirodni latky

Ptirodni latky jsou produkty rostlinného nebo zivocisného ptivodu. Tyto produkty
mohou vykazovat biologickou aktivitu a mit pfiznivy vliv na lidsky organismus.
Biologickou aktivitu latek zkouma véda nazyvajici se farmakognosie. Pfedmétem studie
jsou ptirodni latky, které by mohly slouzit jako biogenni l€Civa vyuZzivana ptimo jako
lé¢iva nebo neptimo jako pomocné latky. Jednim z moZznych vyuziti je hledani a vyzkum
novych biologickych latek a materiald. [40]

2.3.1 Prirodni latky a kancerogeneze

Mnoho ptirodnich produktii vykazuje chemopreventivni G€inky proti béZné se
vyskytujicim typim nadort. Hlavni skupinu téchto produktii tvoii u¢inné antioxidanty
a fenoly vyskytujici se v ptirodé€, zbytek tvoti reaktivni produkty, které vykazuji ochranné
vlastnosti. Tyto pfirodni produkty se béZné¢ nachazeji v zeleniné a ovoci, rostlinnych
extraktech a bylinach.

Mechanismus ochranné¢ho ucinku neni zcela jasny, ale skute¢nost, Ze konzumace
ovoce a zeleniny snizuje vyskyt nddorovych onemocnéni je podporovana
epidemiologickymi studiemi. Rada rostlinnych slozek by proto mohla byt zodpovédna za
ochranné UcCinky. VétSina z nich slouzi jako antioxidanty vyskytujici se v potravinach
a rostlinach, nejcastéji se jedna o fenolické nebo polyfenolické slouceniny. Jako
antikarcinogeny vyskytujici se v potravinach rostlinného piivodu jsou taktéz povazovany
antioxidacni vitaminy C a E. Pro své ochranné uc¢inky jsou zkoumany i dal$i latky,

napiiklad alkaloidy, terpeny ¢i glykosidy. [41]
2.3.2 Mechanismus pisobeni prirodnich latek

Béhem studia kancerogeneze bylo zjiSténo, Ze geny kontrolujici apoptdézu maji
zasadni vliv na vyvoj malignity, coz muze vést K iniciaci nadorového onemocnéni, progresi
a metastazovani. Jednim z mechanisml potlaceni nddorového onemocnéni je schopnost
ptirodnich latek zahajit apoptdzu. Toto je zakladni podklad pro vyzkum lé¢by nadorového
onemocnéni piirodnimi latkami.

Protein p53 kdédovany nddorovym supresorovym genem zprostiedkovava zastaveni
ristu nebo zahdjeni apoptdzy jako reakci organismu na vystaveni se rliznym stresovym

faktorim. P53 dependentni apoptdza se pak vyskytuje v neékolika senzitivnich tkanich po
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ozatovani nebo chemoterapii jako vedlejsi tcinek 1é¢by nadorového onemocnéni, coz
Z p53 ¢ini potencialni cil 1é¢ebné terapie. Hypoxicky stres a poSkozeni DNA zahajuji
hromadéni proteinu p53 a p53 dependentni apoptézu v onkologicky transformovanych
bunikach. Na rozdil od poskozeni DNA, hypoxie neindukuje p53 dependentni zastaveni
buné¢éného cyklu, coz naznacuje, ze Cinnost proteinu p5S3 je rizné¢ ovlivilovana témito
dvéma stresovymi Situacemi. Je mozné, ze inhibice obou typd interakci mize mit za
nasledek snizenou aktivitu apoptickych jevi.

Zda nékteré znamé ptirodni latky maji schopnost ovliviiovat expresi proteinu p53
vyzaduje experimentovani. Soucasny vyzkum vede k identifikaci ptirodnich latek jako
novych preventivnich latek v boji proti nddorovym onemocnénim, zalozené na pochopeni

a vysvétleni jejich u¢inkt v kancerogenezi. [41]
2.4  Polyfenoly a jejich charakteristika

Nekolik tisic polyfenolovych latek bylo objeveno ve vyssich rostlinach a nékolik
stovek bylo nalezeno v potravinach rostlinného ptavodu. [42] Rostlinné polyfenoly jsou
aktivné vyvijeny a prodavany jako dopliiky stravy nebo bylinné ptipravky. I piesto, ze tyto
slouceniny nemaji Zadny zdsadni vyznam ve vyZzivé, mnohé z nich maji vlastnosti, které by
mohly byt prospésné v prevenci nadorovych onemocnéni, a mohou chranit stabilitu
genomu. Mezi tyto vlastnosti je mozné zafadit uCinky antioxidacni, antikarcinogenni
a protizanétlivé. OvSem ne vSechny polyfenoly a jejich reakce jsou prospésné. Nékteré
Znich mohou mit mutagenni nebo prooxidacni ucinky, stejn¢ tak mohou ovliviiovat
zékladni biochemické procesy a biosyntézu, v€etné ¢innosti topoizomerazy. Déle se také
mohou navazat na signalni molekuly a ovliviiovat proces kancerogeneze. [43]

Hlavni strukturalni charakteristikou fenolickych latek je jedna hydroxylova skupina
navazand na jednom nebo vice aromatickych kruzich. V ptipad¢, Ze je navazano vice
hydroxylovych skupin, jednd se o polyfenoly. [42] Rostlinné polyfenoly lze obecné
rozdélit na dvé zakladni skupiny, flavonoidy a ne-flavonoidy. Flavonoidy jsou odvozeny
od kyslikaté heterocyklické slou¢eniny flavonu, ktery je tvoifen dvéma benzenovymi kruhy
spojenymi heterocyklickym pyranem (Obrazek 6a). Flavonoidy jsou nejvétsi a nejlépe
prostudovanou skupinou polyfenolti a dale se déli do n€kolika skupin. Ne-flavonoidy
obsahuji aromaticky kruh s jednou nebo vice hydroxylovymi skupinami, na obrazku 6b je
ptiklad kyseliny gallové. Jednotlivé skupiny polyfenoli, piiklady latek a jejich hlavni
zdroje jsou uvedeny v tabulce 3 a 4. [42, 44]
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HO OH
b) OH

Obrazek 6: a) Flavon, b) kyselina gallova. [44]

Tabulka 3: Klasifikace ne-flavonoidi. [42-44]

. . Kyselina gallova Dubénky, ofechy
Fenolové kyseliny i o o y
. Kyselina kdvova Kavova semena, ofechy
a derivaty kys. ) o . .
o Kyselina vanilinova Plody vanilky
skoricové ] ) )
Ne-f " Kyselina tfislova (tanin)  Kava, ¢aj, Cervené vino
e-Tlavonol s :
y Chalkony Phloridzin Slupka jablek
Stilbeny Resveratrol Hrozny, arasidy
Fenolové alkoholy Tyrosol
. . . Len (semena)
a lignany Pinoresinol

Tabulka 4: Klasifikace flavonoidi. [42-44]

Kaempferol Caj, brokolice
Flavonoly Quercetin Cervené vino, cibule, ¢aj
Myricetin Cibule, bobule, hrozny
Luteolin
Flavony L Cibule, brokolice, celer
Apigenin
Isoflavon Genistein Soj
Fl ” y Daidzein o
avonoi
y L Kyanidin Hrozny, bobule, jablka
Anthokyanidiny o )
Delphinidin Hrozny, brusinky
Katechin Kakao
Flavanoly . . .
Epigatechin Zeleny Caj
(flavan-3-oly) 1 o
EGCG Zeleny ¢aj
Naringenin Pomeran¢
Flavanony -
Hesperidin Grep

! epigallocatechin gallate
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2.4.1 Biologicka aktivita polyfenoli

Rostlinné polyfenoly jsou diky svym prospéSnym vlastnostem vyuzivany
v chemoprevenci. Chemoprevence je definovana jako farmakologicky pfistup vyuzivany
k potlaceni nebo odvraceni vzniku nadorového onemocnéni jesté pred invazi a rozvojem
metastazi. [44] Bylo zjisténo, ze strava bohata na polyfenoly je epidemiologicky spjata
s niz8im rizikem rozvoje nadorového onemocnéni. [45] Chemopreventivni polyfenoly
mohou blokovat nebo zvratit premaligni fazi kancerogeneze a tim zastavit nebo alesponi
zpomalit vyvoj a progresi prekancer6znich bunék v maligni. Proto jsou studovany mozné
ucinky chemopreventivnich polyfenolti v nadorovém vyvoji. [44]

Biologicka aktivita polyfenold je shrnuta vtabulce 5, pficemz hlavnim
mechanismem je antioxidacni aktivita a vyvazani volnych radikald. Reaktivni formy
kysliku, které generuji nddorové bunky, se mohou navazat na signalni molekuly a mohou
mit za nasledek nefunk¢nost bunééného ristu, diferenciace a bunétné smrti. Tyto
disfunkce mohou posléze vést k rozvoji zanétu nebo nadoru, proto je antioxidacni aktivita
povazovana za jeden z hlavnich zptsobi, jak zabranit ¢i potlacit kancerogenezi. [44]

Tabulka 5: Biologicka aktivita polyfenoli. [44, 46, 47]

- Vvyvazani volnych radikala (reaktivni formy kysliku
a dusiku, ROS a NOS)
Antioxida¢ni - chelace (schopnost navazat se na atomy kovii)
aktivita - stabilizace bivalentnich kationtti
- regulace endogennich antioxida¢nich enzymu

- regulace oxida¢niho stresu

- protizanétlivé genové produkty maji zasadni vliv pfi

rozhodovani v procesech  apoptdzy,  proliferace,

Protizanétlive ) . 5 )
L. angiogeneze, invaze a tvorbé metastaz
ucinky o e .
- snizeni exprese zanétlivych enzymi
- potlaceni tvorby oxidu dusnatého v buiitkdch
- ovlivnéni signdlnich drah bunécné proliferace
Antiproliferativni - navazani na receptory rastovych faktort
ucinky - inhibice aktivace transkripéniho NF-kB faktoru a tim
regulace exprese genil diileZitych vyvoj bunck
- ovlivnéni molekularnich procesii ve vSech trech stadiich
Antikarcinogenni kancerogeneze, iniciace, promoce a progrese
ucinky - zvySeni exprese proapoptickych slozek v proliferujicich

bunkach
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Tabulka 6 wuvadi souhrn cytotoxického pusobeni jednotlivych polyfenoli
zkoumanych na riiznych bunécnych liniich. Mnoho studii na riznych bunécnych liniich,
zvitecich modelech a lidské epidemiologické studie ukazaly potencialni u¢inek polyfenold
jako antikarcinogennich latek. Polyfenoly mohou ovliviiovat molekularni procesy ve vsech
trech stadiich kancerogeneze, iniciace, promoce a progrese.

Tabulka 6: Souhrn cytotoxického piisobeni nékterych polyfenoli.

- Zahajeni  apoptéozy  (aktivace
kaspazy 3 a 9 béhem programované

LNCaP, PC-3 . [48]
smrti)

EGCG - Zastaveni bunécného cyklu ve fazi
G1 (| cyklin D1, 1 p21, 1 p27
YCU-H891, YCU- (Ley T'p21. 1p27) [49]
1861 - Zahajeni apoptézy (| Ble-2,
| Ble-xL, 1 Bax, aktivace kaspazy
9)
- Inaktivace transkripéniho faktoru
NF-xB hajeni t6 Blc-
Kurkumin  DU145, LNCaP a zahdjeni apoptozy (1 [50]
2, | Blc-xL)

- Aktivace prokaspazy 3 a 8

- Inhibice vzniku volnych radikalt
LNCaP, DU-145, ({ NO, regulace produkce NOS) [51]
PC-3 - Inhibice  aktivity = zanétlivych
i (] COX-1aCOX-2
Resveratrol enzymu ({ )
- Zahajeni apoptdzy (produkce ROS
HT-29 V mitochondriich béhem apopt6zy) [52]

- Zastaveni bunécné proliferace

- Potlateni invaze a metastazovani

PC-3 (| exprese metaloproteinaz MMP-2 (53]
a MMP-9)

Kvercetin ) o
- Zastaveni bunétného cyklu ve

fazich G2/M, GO/Gl a zahajeni
HK1, CNE2 ) . ) [54]
apoptozy (1 Bad, aktivace kaspazy

3a7)
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- Inhibice angiogeneze, regulace
LNCaP, PC-3 transkripniho a epidermalniho  [55]
rustového faktoru (| TGF-3, | EGF)
Genistein
- Inhibice bunécného riistu a zahajeni
MDA-MB-231 apoptozy, regulace signalnich drah  [56]
(1 Akt, inaktivace NF-«B)
- Zahajeni apopt6zy, mitochondrialni
Luteolin HepG2 translokace Bax/Bak a aktivace [57]
terminalni kinazy c-Jun NH2 (JNK)
- Zastaveni bunécné€ho cyklu ve fazi
G2/M (] cyklin Bl, | Kkinaza [58]
CDK1)

MCF-7, MDA-

Apigenin
pigent MB-468

Nicméné€ je nutné podotknout, Ze nckteré studie neprokazaly pozitivni ucinky
polyfenoltt v souvislosti s nadorovym onemocnénim. [47] Chemopreventivni ucinky
polyfenoli jsou zavislé na konkrétni slouceniné€, jeji koncentraci, typu lécby a typu
studovanych bun¢k. Z téchto divodi musi byt jednotlivé polyfenoly studovany samostatné
tak, aby mohly byt vyjasnény molekularni mechanismy, které by mohly u polyfenoli
vykazovat antikarcinogenni uc¢inky. [46]

2.4.2 Mutagenita polyfenoli

Je znamo ptiblizné 8000 polyfenold, jen okolo 200 jich bylo testovano na
mutagenni vlastnosti a vétSinou v jednoduchych bakteridlnich testech. Vétsina testovanych
polyfenoli se projevila jako slabé mutageny nebo nevykazovaly zadné mutagenni
vlastnosti, pfi¢emz kvercetin byl nejsiln€j$i mutagen. Je znamo, ze polyfenoly se mohou
navazat na DNA a tato pfima interakce mtize byt dalezitym mechanismem bakteridlni
mutagenity. Naptiklad kyselina tiislova maze zpiisobit degradaci DNA prostfednictvim
vytvafeni reaktivnich forem kysliku jako volnych hydroxylovych radikali. Katalyza
nitrosylace, zahajeni oxidac¢niho stresu a inhibice enzymu topoizomeraz jsou mozné funkce
polyfenolt, které mohou vysvétlit mechanismy mutagenity. [43]

Dusitany a dusi¢nany pfitomné ve stravé jsou prekurzory pro tvorbu N-nitroso
sloucenin, které jsou pravdépodobnymi lidskymi karcinogeny. Tyto reakce probihaji
v zaludku za nizkého pH. Neékteré polyfenolové slouceniny jako jsou kaempferol,
kvercetin, katechin a naringenin maji schopnost katalyzovat tyto reakce v podminkach
podobnych tém, které jsou v lidském zaludku. [59]

Rostlinné polyfenoly jsou obecné povaZovany za antioxidanty, které maji

schopnost vyvazovat volné radikaly. Nicmén¢, n€které rostlinné polyfenoly mohou béhem
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téchto reakci vytvaret sekundarni reaktivni radikaly, které mohou oxidovat jak proteiny,
tak 1 lipidy. [60] Existuji vSak i dal$i mechanismy, kdy se polyfenoly mohou chovat jako
oxidanty. Ohshima a kolektiv zjistili, Zze mnoho polyfenolit bézné puisobicich jako
antioxidanty mohou v pfitomnosti oxidu dusnatého pusobit jako prooxidanty. Nékteré
polyfenoly mohou rovnéZz ptisobit prooxida¢né ve vysokych koncentracich. [61]

Inhibice topoizomerazy I nebo II miize vést k mutagenezi. Topoizomerazy jsou
enzymy, které $té€pi a znovu spojuji vldkna DNA béhem procest, jako jsou replikace,
transkripce a reparace. Existuje mnoho sloucenin, které jsou nazyvany ,jedy"
topoizomeraz I a mohou zasahovat do zminénych procesi. Tyto zdsahy mohou
zptisobovat akumulaci zlomi a mutaci v sekvenci DNA bez nutnosti pfimé interakce se
samotnou sekvenci DNA. Ne&kolik polyfenol, vcetné taninli, katechiny, flavony
a isoflavony, jako napiiklad genistein bylo identifikovano jako ,,jedy* topoizomerazy II.
[43]

Je ovSem nutné podotknout, Zze prozatim nejsou k dispozici dostatecné informace
o mechanismu pusobeni polyfenolickych latek na lidsky organismus a nelze jednozna¢né
prokazat, Ze funguji pomoci vySe zminénych mechanismii a ze maji dlouhodobé

karcinogenni ucinky. [43]
2.5  Alkaloidy

Alkaloidy jsou rozsahld skupina sekundarnich metaboliti obsahujici dusik
V negativnim oxidovaném stavu a jsou v omezené miie distribuovany zivymi organismy.
Je znamo ptes 10 000 alkaloidd mnoha riznych struktur a tvofi nejpocetnéjsi skupinu
piirodnich produktt.

Vyskytuji se ptiblizné¢ v 15 — 20 % vaskularnich druhli rostlin, kde se mohou
nachazet bud’ ve volném stavu, nebo jako N-oxidy a soli rostlinnych kyselin. Jiné tvofii
jejich estery nebo amidy. Nékteré rostlinné alkaloidy se vyskytuji v kombinaci s cukry jako
glykosidy. Zatimco vétSina alkaloidli byla izolovana z rostlin (jejich listy, kara, kofeny
a semena), velky pocet byl izolovan rovn€z z mechti, hub, nékterych bakterii a dokonce
1 zivoc€iSnych zdroju.

Alkaloidy jsou vysoce reaktivni latky s biologickou aktivitou v malych davkach,
a proto se predpokladd, Ze hraji roli v obrang rostlin pfed byloZravci a patogeny. Mnoho
alkaloidti vykazuje rovnéz vyznamné farmakologické aktivity, nékteré byly vyuzivany jako
lé¢iva, a nekteré z nich byly zneuzivany jako nelegéalni drogy.

Alkaloidy jsou tézko odliSitelné od ostatnich slouc¢enin obsahujicich dusik. Dftive,
kdyz nebylo mnoho zndmo o biosyntéze alkaloidi, byly seskupeny podle rostlin a zvitat,
ze kterych byly izolovany. KdyZ bylo zjiSténo vice informaci o urcitém alkaloidu, bylo
seskupeni zménéno tak, aby odrazelo nové poznatky. Obvykle se vychazelo z biologicky

vyznamného aminu, ktery se ucastnil procesu biosyntézy. VSeobecné je ptijato tridéni
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podle jejich hlavni kruhové struktury obsahujici dusik, i kdyz struktura nékterych alkaloidt

vvvvvv

skupiny alkaloidd: pravé alkaloidy, pseudoalkaloidy a protoalkaloidy, jak ukazuje tabulka

7.162]

Tabulka 7: Piehled alkaloidii vyskytujicich se v potravinach. [62]

Pravé alkaloidy
Pyridin, Piperidin,  Arg, Lys, Orn, kys.  Tabakové alkaloidy Nikotin, Nornikotin,
Pyrrolidin nikotinova Anatabin, Anabasin
Lys, Phe Pepiové alkaloidy Piperin
Pyrrolizidin Arg, lle, Leu, Orn, Alkaloidy rodu Senecionin
Val, Thr Senecio
Chinolizidin Lys Lupinové alkaloidy Lupanin, Lupinin,
Spartein
Chinolin Trp, kys. Alkaloidy rodu Chinin, Chinidin,
mevalonova Cinchona Cinchonidin,
Cinchonin
Protoalkaloidy
Kapsaicinoidy Leu, Phe, Val, Alkaloidy rodu Kapsaicin,
(vanillylamidy) malonyl-CoA Capsicum (paprika)  Nordihydrokapsaicin,
Homodihydrokapsaicin
Pseudoalkaloidy
Purin Puriny Alkaloidy v kave, Kofein, Theobromin
¢aji a kakau
Steroidni Kys. mevalonova Glykoalkaloidy Solanin, Tomatin
(terpenoidni) V bramborach a
glykoalkaloidy rajéatech

2.5.1 Kapsaicinoidy a kapsaicin

Kapsaicinoidy jsou odvozeny od rodu Capsicum, jez zahrnuje jak bézné papriky,
tak stfedné velké chilli papricky (napf. jalapefio) pochazejici z odridy C. annuum a stejné
tak malé chilli z odrudy C. frutescens (napt. tabasco).

Papriky jsou charakteristické svoji ostrosti, kterd je ddna akumulaci protoalkaloidu
kapsaicin, od n¢hoZ je odvozen kolektivni ndzev kapsaicinoidy. Kapsaicinoidy zahrnuji

skupinu 12 a vice latek vznikajicich kondenzaci mastnych kyselin a vanillylamind.
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Po strukturni strance si jsou velmi podobné, liSi se pouze délkou postranniho
uhlovodikového fetézce a pritomnosti nebo neptfitomnosti jedné dvojné vazby v fetézci.
Strukturdlni schéma kapsaicinoidii je naznaceno na obrazku 7, samotny kapsaicin je na

obrazku 8, jehoz molekularni vzorec je C1gH27NOs. [62, 63]

HO
H
N R
H.CO el
@)
Obrazek 7: Kapsaicinoidy. R — postranni fetézec. [62]
HO
N s
3 4
O

O

Obriazek 8: Kapsaicin. [63]

Kapsaicinoidy mohou vyvijet mnohondsobné farmakologické a fyziologické
ucinky, vcetné uinkl analgetickych, protinadorovych, protizanétlivych, antioxidacnich
a antiobezitnich. Kapsaicinoidy proto mohou mit potencialni hodnotu pii tulevé od bolesti,
prevenci vzniku nddorovych onemocnéni a pii hubnuti. Kromé toho mohou vykazovat
pozitivni vliv na kardiovaskularni a gastrointestinalni systém. [63]

Kapsaicin se bézné vyskytuje v paprikdch v rozmezi 0,1 — 1 %. Kapsaicin vyvolava
cetné biologické aktivity, a proto je cilem rozsahlého vyzkumu jiz od jeho prvni
identifikace roku 1919. Jedna z nejvice uznavanych fyziologickych vlastnosti kapsaicinu je
jeho selektivni ucinek na periferni ¢asti senzorické nervové soustavy, s ¢imz souvisi
potencialni uloha pii tlevé od bolesti. [64]

Vzhledem Kk ¢asté konzumaci kapsaicinu jako potravinaiské piisady a souc¢asnému
terapeutickému pouziti, je dialezité sprdvné posouzeni ucinkli na lidsky organismus.
Studium vlivu kapsaicinu bude pfedmétem praktické ¢asti této diplomové prace, zkoumany

budou zejména jeho cytotoxické Gi¢inky jak na zdravé, tak na rakovinné butiky.

2.5.2 Protinadorové a chemopreventivni uéinky

Protinddorové aktivity kapsaicinoidil, pfedev§im kapsaicinu a dihydrokapsaicinu,
jsou zkouméany jiz del$i dobu. Kapsaicinoidy nevykazuji protinddorové Uc¢inky pouze
u experimentd in vitro, ale rovnéz u in vivo studii. V buné¢énych kulturach byl kapsaicin
schopen blokovat migraci nadorovych bunék a zastavit riist nadorové léze. V klinickych

studiich bylo sledovano potlaceni riistu leukemickych bun€k zptisobené kapsaicinem.
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Protinadorové a chemopreventivni ucinky kapsaicinoidii uzce souvisi s jejich

schopnosti zabranit migraci a mnozeni bungk, ale rovnéz jsou schopné indukovat bunécnou

apoptdézu. Jak jiz bylo zminéno, bunécné proliferace hraje zdsadni roli ve vicestupiiovém

procesu kancerogeneze a je rozhodujicim znakem pro prevenci vzniku nddorového

onemocnéni. Kapsaicin spole¢n¢ s dihydrokapsaicinem maji schopnost potlacit rtst

riznych imortalizovanych a malignich bunéénych linii. Hlavnimi mechanismy jsou

zastaveni bunééného cyklu, apoptdza, autofagie a nebo prostfednictvim inhibice bunééné

metabolické aktivace. [63] Tabulka 8 uvadi nékteré studie zaméfené na protinadorové

ucinky kapsaicinu.

Tabulka 8: Protinadorové u¢inky kapsaicinu.

- SniZeni viability nadorovych bunék, postupné
, , vedouci k jejich usmrceni
Mocovy méchyi: . .
T4 - Indukce produkce reaktivnich forem kysliku  [65]
(ROS)
- Depolarizace mitochondrialni membrany
Dospélé leukemické o
- Inhibice ristu ATL bungk, zastaveni bunécné¢ho
T-bunky: o .
cyklu a zahajeni apoptozy
HPB-ATL-T, HPB- .y . [66]
- Zahijeni degradace Tax, 1 Ik-Ba, | nukledrniho
CTL-I, HUT-102,
faktoru NF-xB, | Bcl-2
HPB-ALL
- Zastaveni  proliferace  bunék  potlatenim
Tlusté stievo transkrip¢ni aktivity f-kateninu
a konecnik: - | exprese p-kateninu, | transkripce genu [67]
SW480, LoVo (CTNNB1), proteosomalni degradace
aHCT-116 B-kateninu, | exprese TCF-4' a naruseni
interakce s p-kateninem
- Zahajeni syntézy a  sekrece  cytokinu
interleukinu (IL)-6
Prostata: - Inhibice zvySené¢ sekrece IL-6 pomoci
PC-3, DU-145 capsazepinu (antagonista ptechodového  [68]
a LNCaP receptoru TRPV-1)
- Zahgjeni produkce tumor nekrotizujiciho faktoru
(TNF-a)

1 T-cell factor
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Existuji dvé cesty indukce bunééné apoptdzy kapsaicinem, a to piima (nezavisla na
receptorech) a nepfima (zavisld na receptorech). V pifimé¢ draze indukuje apoptdzu
v interakci s kaspazami, zejména 1 a 3. V nepiimé draze musi kapsaicin interagovat
s pfechodnym receptorem TRPV-1, coz vede ke zvySeni intracelularniho vapniku
a dikaziim o rané nebo pozdé¢jsi apoptoze. Zajimavosti je, ze kapsaicin selektivné inhibuje
rust nebo indukuje apoptdzu pouze u imortalizovanych a malignich bunécnych linii, kdezto
u zdravych bunécénych linii ne. Nicméné mechanismus vysvétlujici tento cytotoxicky

fenomén je stale nejasny. [63]
2.6  Metody stanoveni cytotoxicity

2.6.1 MTT test

MTT test je kolorimetricky test zaloZeny na redukci zlutého solubilniho 3-[4,5-
dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl — tetrazolium bromidu (MTT) na fialovy formazan
v krystalické podobé (Obrazek 9). Stépeni probihd pomoci mitochondrialnich enzymi na
membrané metabolicky aktivnich bunék. Metoda byla poprvé popsana Mossmanem, ktery

ji pouzil pro detekci pieziti a proliferace savéich bungk. [69]

CH;
CHs
CH
-\.\‘ 3
57 ™4 __-CHy —N

Br HEBr

MTT MTT formazan

Obrazek 9: Redukce MTT na formazan. [70]

Vysledkem testu je spektrofotometricky uréené mnozstvi detergentem rozpusténého
formazanu. Tato hodnota je pfimo Umérnd poctu zivotaschopnych bunék, pfi¢emz ¢im
tmavsi barva, tim vice bun¢k ptezilo. Vyhodou testu je znana ptesnost a rychlost, ¢imz si
tato metoda ziskala nezastupitelnou pozici v méfeni viability bunék.

MTT test je hlavné vyuZivan v bunécné biologii pro kvantifikaci lymfokind,
nasledné¢ pro buinkami zprostfedkovanou cytotoxicitu, buné&fnou chemosenzitivitu,
a testovani protinadorovych 1é€iv. Obecné je tato metoda pouZivana pro studium ristu

bungk a proliferace. [69]
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2.6.2 XTT test

XTT test je modifikaci piivodniho MTT testu. Stevens a Olson v roce 1993 pouzili
tetrazoliovou stl XTT (hydrat benzensulfonové kyseliny) se zamérem metodu vylepsit.

Tetrazoliova slozka XTT je redukovana na oranzovy formazan, ktery je ve vodé
rozpustny. Mnozstvi formazanového barviva je mozné tedy piimo spektrofotometricky
stanovit a tim urcit zivotaschopnost bunék. Vysledkem jsou obarvené zivé bunky, mrtvé
buiiky nejsou schopny s XTT reagovat a ztistanou bezbarvé.

XTT test je stejné¢ efektivni jako MTT test, ale jeho provedeni je rychlejsi
a jednodussi. Ve srovnani s MTT je XTT méné cytotoxické vici zivym bunkam. Tato
metoda je bézné pouzivdna pro stanoveni bunécné viability v imunologii a nddorovém
vyzkumu. [71, 72]

2.6.3 *H-thymidin inkorporace

*H- thymidin je radioaktivni izotop, ktery ma schopnost inkorporovat se do nové
vznikajicich chromozomdlnich vldken DNA b&hem bunééné diferenciace. Izotop se
piidavad k testovanym bunkdm béhem kultivace a vysledkem méfeni je stupen
radioaktivity, ktery odpovida rozsahu déleni bunék v zavislosti na testované latce.

Metoda slouzi k testovani proliferace nadorovych bunék a stupné syntézy DNA.
Syntéza DNA je dodatenym parametrem pro urceni miry bunétné proliferace. Mezi
hlavni vyhody oproti vySe zminénym metodam patii piimé méteni proliferace nadorovych
bungk. [73]

2.6.4 BrdU Elisa

5-bromo-2-deoxy-uridin (BrdU) je bé&Zzné pouzivany marker pro stanoveni
proliferace bunék in vitro a in vivo. In vivo se pouziva ke stanoveni bunétné proliferace
vnoveé vznikajicich organech a tkanich béhem bunééného déleni v S-fazi a béhem
regeneracni cytogeneze v dospélosti.

BrdU je inkorporovan do DNA b&hem bunééného déleni. Aby bylo mozné sledovat
buiiky v pribe¢hu bunééného déleni, je nutné je oznacit. Pro oznaceni se pouziva protilatka
proti BrdU, ktera je fluorescencné znacCena. Protilatka se navdze na BrdU v¢lenéné do

DNA a umozni tak vizualizaci pribéhu bunééného de€leni a proliferaci nddorovych bunék.
[74]

2.7  Navrhovana metoda pro experimentalni ¢ast

V experimentalni ¢asti budou vyuZzity dvé techniky pro stanoveni cytotoxicity latek
Vv aplikaci na bunééné linie. Jednou z metod je MTT test, jedna se o nejbeéznéjsi techniku

end-point analyzy bunék. Problémem téchto analyz je, ze jsou do znacné miry limitované.
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Nevyhodou MTT testu je nutnost znaCeni, které mlze negativné ovlivilovat bunky.
Detek¢ni technikou tohoto testu je stanoveni miry absorbance, ktera nemusi podavat
dostatec¢né kvalitni vysledek. Buiky a slouceniny maji sklon k interferenci, ¢imz muize
dojit ke znacnému zkresleni vysledka. Dal§im problémem je kontrola kvality, neni mozné
sledovat a analyzovat mechanismus ucinku testované latky.

Obrovskym posunem ve vyzkumu je systém xCELLigence, diky némuz je mozné
Vv readlném case sledovat dynamiku procesti na bunéné urovni jako je bunécnd smirt,
cytotoxicita, viabilita a proliferace v bunééné populaci. Tato technika bude druhou
metodou vyuzitou v experimentalni ¢asti prace. [75]

2.7.1 Systém xCELLigence RTCA (Real-Time Cell Analyzer)

Systém xCELLigence monitoruje bunééné udalosti v redlném case bez nutnosti
barevného znaceni, metoda je tedy zcela neinvazivni. Vysledkem je kvantitavni informace
o biologickém stavu bunck, ptficemz monitorovani probiha v podminkéch co nejvice
blizkym ptirozenému prostiedi bunék. Navic je mozné bunétné zmény sledovat jak
kratkodobé v rozsahu n€kolika minut, tak dlouhodobé po nékolik dni. Velkou vyhodou
tohoto systému je, Ze analyzy jsou zcela automatizované a vysledky jsou piresné
a spolehlivé.

Systém xCELLigence existuje ve tfech riznych modech, ale kazdé zatizeni se
sklada ze ¢tyt zakladnich komponent: RTCA analyzator, fidici stanice, kontrolni jednotka
a E-desticka (Obrazek 10). Rozdil v jednotlivych méddech je v poctu desticek, které je
mozné paralelné analyzovat. Ridici jednotka a desti¢ka jsou umistény v b&Zném inkubatoru
pro bunécnou kultivaci, ostatni komponenty jsou mimo n¢j, pfi¢emz v inkubatoru je nutné
béhem experimentu kontrolovat teplotu, vlhkost a mnozstvi CO5. [75]

kontrolni jednotka
analyzator
E-desticka
fidici stanice

Obrazek 10: Systém xCELLigence. [75]
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E-desticka je podobna bézné pouzivanym destickim pro bunééné analyzy
(naptiklad pro MTT test) a vétSinou obsahuje 96 jamek. E-desticky jsou vyhradné na jedno
pouziti. Rozdilem oproti klasickym destickdm je integrace zlatych elektrod na dno kazdé
jamky, tim je zajiSténo, ze bunky uvnitt kazdé¢ jamky mohou byt jednotlivé sledovany
a analyzovany. Elektrody jsou navrzeny tak, aby pokryvaly pfiblizn¢ 80 % plochy dna,
a kryt desti¢ky zajist'uje co nejmensi odpafovani. E- desticka je znazornéna na obrazku 11.
[75]

Obrazek 11: 96 - jamkova E-desti¢ka pro monitoring v realném ¢ase. [76]

Mikroelektrody jsou na dno jamek integrované z toho divodu, aby bylo mozné
méfit impedanci, ta je chapana jako elektricky odpor pro sttidavy proud. Pfitomnost bunék
v jamkach ovliviiuje iontové prostfedi na rozhrani elektroda/roztok, coz vede ke zvySeni
impedance elektrody. Plati, Ze ¢im vice bun€k je na elektrodach navazano, tim vice se
zvysi impedance. Navic se impedance miize ménit v zavislosti na kvalité interakce mezi
buiikami a elektrodami. Naptiklad zvySend adheze bunék a jejich Sifeni vede k veétsi zmeéné
impedance, schematicky znazornéno na obrazku 12. Impedance je pak vyhodnocena jako
hodnota buné¢ného indexu (CI — cell index), ktera charakterizuje Zzivotaschopnost a pocet
bunék, morfologii a miru adheze. Bunéény index je bezrozmérny parametr, ktery je
odvozen od relativni zmény elektrické impedance v zavislosti na stavu bunc¢k. Pokud
buiiky nejsou pfitomny nebo jsou Spatné pfichyceny na elektrody, je bunéény index
nulovy. [75]
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Obrazek 12: Schéma zmény impedance v zavislosti na interakci bunék s elektrodami. [75]

Systém xCELLigence ziskal nezastupitelnou pozici v monitoringu bunéénych
procest. Aplikace této metody =zahrnuje piedevSim sledovani bunécné viability
a proliferace, apoptézy a bunécné zprostiedkované cytotoxicity. Dale také sledovani
cytopatogenicity zpusobené viry ¢i bakteriemi a analyza funkcnosti bunécnych receptort.
V pribéhu experimentu je rovnéZz mozné do jamek ptidat rizné latky a ¢inidla a sledovat
odezvu bunék v podobé bunécéného indexu a tim stanovit miru cytotoxicity danych latek.

Monitoring bunéénych procest v redlném case ma mnoho vyhod oproti klasickym
end-point testim. Za prvé, analyzy jsou vice fyziologicky relevantni, protoze buriky neni
potieba barevné znacit, tim se zaroven Setii Cas a prace. Za druhé, komplexni reprezentace
celé analyzy umoznuje piesné nacasovani né€kterych manipulaci. Skute¢na kineticka
odezva bun¢k poskytuje dilezité informace o stavu bunék ptfed a po manipulaci a zméné
podminek. [75]

Zmény rastovych kiivek budou rovnéz prakticky oveéfeny pomoci fluorescenéni
mikroskopie, kdy budou pfedevS§im zkoumany zmény tvaru bun€k a intenzita zafeni.
Ziskané informace budou shrnuty a vyhodnoti se cytotoxicita testované latky v aplikaci na

bunééné linie.

34



2.8  Fluorescen¢ni mikroskopie

Mikroskop lze definovat jako zafizeni, diky némuz je mozné pozorovat struktury
pouhym okem nebo lupou nerozlisitelné. Tendence ziskavat stale kvalitné;jsi vysledky vede
k neustalému zdokonalovani mikroskopickych technik, proto jich je v dnesni dob¢€ znamo
jiz n€kolik, lisicich se vétSinou typem pouzitého zdroje zafeni ¢i zplisobem pozorovani
daného objektu.

V soucasné moderni mediciné, védé a vyzkumu maji mikroskopické techniky
nezastupitelnou pozici. Jednou z nich je i fluorescenéni mikroskopie vyuzivajici principt
fluorescence ke zviditelnéni objektd a déji bézné nepozorovatelnych. Fluorescence je typ
luminiscen¢niho zafeni organickych latek, ziidka 1 anorganickych. Kazda latka je
charakterizovana dvéma typy spekter — excitatnim a emisnim. Excitacni spektrum
zachycuje ucinnost zafeni, jez zpusobi excitaci atomtl a prechod do vyssi energetické
hladiny. Jedna se o zavislost intenzity fluorescence na vlnové délce excitujiciho zafeni, jez
je métena pii konstantni vinové délce fluorescence. Emisni spektrum je pak zavislosti
intenzity fluorescence na vlnové délce pti konstantni vinové délce excitacniho zafeni.
V piipadé€ deexcitace ma emitované zatreni vétsi vinovou délku neZ excitacni zafeni, toto se
nazyva Stokestv posun. Tohoto jevu je vyuzivano ve fluorescenéni mikroskopii a je
zobrazen na obrazku 13. [77]

Stokestuv posun
2>
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Obrazek 13: Fluorescence, excita¢ni a emisni spektrum. [78]

Fluorescen¢ni mikroskop je zvlastnim typem optického mikroskopu, od kterého se

li8i zdrojem svétla a detekci pozorovanych objektd. Zakladni uspotadani takového
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mikroskopu je patrné na obrazku 14. Zdrojem svétla byva nejcastéji vysokotlaka rtutova
vybojka, ktera je schopna emitovat zafeni o dostateCné intenzit¢ v oblasti blizké UV.
Zateni ze zdroje prochazi excita¢nim filtrem, ten propousti svételné paprsky v intervalu
vlnovych délek od 356 do 546 nm. Excita¢ni zafeni pak dopadéd na dichroické zrcadlo,
které byva nastaveno v uhlu 45° a odrazi excitacni paprsky. Tyto paprsky nasledné
prochazeji objektivem a dopadaji na preparat, u né¢hoz zpiisobi excitaci elektrontl. Pii
navratu elektront do ptivodniho stavu dochézi k $ifeni emitovaného fluorescencniho zateni
vSemi sméry. Imerzni objektiv a imerzni olej propoustéji jen nekteré fluorescencni
paprsky, které opct dopadaji na dichroické zrcadlo. Emitované svétlo prochazi na
bariérovy emisni filtr, poté do okularQ, pficemz excitacni zafeni je z vétsi Casti odrazeno.
Dichroické zrcadlo odrazi vice jak 90 % excita¢niho zafeni a propusti vice jak 90 %
emitovaného zafeni. Do okuldrd nebo na snimaci ¢ip CCD kamery se dostane jen
fluorescencni zateni.

Tento zplsob detekce je charakteristicky pro epifluorescencni mikroskop, ve
vzacnéjSich ptipadech je pouZzivan transmisni fluorescencni mikroskop, kdy excitaéni

svétlo prochazi preparatem. [77]

excitacni filtr l

Obrazek 14: Schéma snimani u epifluorescenéniho mikroskopu. [79]

2.8.1 Fluorescen¢ni barviva

Fluorescen¢ni barviva neboli fluorofory ¢i fluorochromy jsou chemické slouceniny.
Ve své molekule obsahuji reaktivni skupinu schopnou reagovat s nukleofilnimi skupinami
(NH2, OH, SH). Obecné je mozné fluorofory rozdélit na dvé skupiny, vnitini (vlastni,
intrinsic) a vné&jsi (nevlastni, extrinsic), pfi¢emz se mnohem castéji vyuzivaji fluorofory
vnéjsi.

Vnéjsi fluorofory se piidavaji ke studovanému vzorku a podle typu vazby se déli na
fluorescenéni znacky a fluorescencni sondy. Vné&jsi fluorofory je mozné dale rozdélit do
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dvou skupin podle kvantového vytézku fluorescence. Prvni skupinu tvofi barviva, jejichz
kvantovy vytézek se po pfidani ke studovanému vzorku neméni. Do druhé skupiny jsou
zatazeny latky, kde kvantovy vytézek zavisi na bezprosttednim okoli fluoroforu.

Fluorescen¢ni znaCky se nejCastéji pouzivaji ke znaceni proteinti, se kterymi
vytvoii kovalentni vazbu. NejzndméjSimi znackami jsou latky FITC (fluorescein-5-
isothiokyanat, zeleny fluorofor) a FRITC (tetramethylrhodamin-5-isothiokyanat).
Nevyhodou latky FITC je, ze jeho citlivost je velmi ovlivilovana hodnotou pH. Dalsi
nevyhodou vsech derivatt fluoresceinu je jejich snadna fotodestrukce.

Fluorescencni sondy se vazi ke studované latce nekovalentni vazbou a velice casto
pfi tom meéni své fluorescenéni vlastnosti. Tento typ fluorofort se pouziva ke studiu zmén
konformace bilkovin, tloustky membran, potencidlu apod. Nejvice pouzivanou sondou pro
vizualizaci jaderné DNA je DAPI (modry fluorofor), chemicky se jedna o 4°,6-diamidino-
2-fenylindol. Dalsim ¢asto pouzivanym fluoroforem je akridinova oranz, jejiz absorpéni
a emisni spektra se 1i§i v zavislosti na vazbé k DNA nebo RNA. [77]

2.8.2 Barviva pouzita v praktické ¢asti prace

e BODIPY C11 (581/591)

Jedna se o fluorescentni sondu pro sledovani lipidové peroxidace a UCinkl
antioxidace na modelech membranovych systéma a na zivych buiikach. Sonda je Casto
pouzivana z diivodu svych vynikajicich vlastnosti, jako jsou: i) emise ve viditelné oblasti
elektromagnetického spektra, s dobrym oddélenim neoxidovanych a oxidovanych forem,
i1) vysoky kvantovy vytézek, ktery zajistuje nizkou odchylku a ptiznivy pomér signal/Sum,
i11) dobra fotostabilita, diky které nevznikd mnoho fluorescencnich artefaktii, iv) nizka
citlivost na zménu prostiedi, napiiklad pH nebo polarita rozpoustédla. Dalsi
charakteristickou vlastnosti je posun piku emisniho spektra z 590 nm az na 510 nm, coz

odpovida zelené barve.

e Dihydrorhodamin 123 (DHR)

DHR je bez naboje a sam o sobé& neni schopen fluorescence. Jedna se o ukazatele
reaktivnich forem kysliku, ktery ma schopnost pasivné difundovat pfes membranu. In vitro
pak dochazi k oxidaci na vysoce fluorescenéni rhodamin 123, ktery se nachazi
vV mitochondriich. Formovéani rhodaminu je mozné sledovat pii excita¢nich a emisnich

vlnovych délkéch odpovidajicim 500 a 536 nm.

e Monochlorobiman (mBCl)
mBCI je ve své podstaté nefluorescencni, az do té doby nez se nachazi
v konjugovaném stavu. Je schopny snadno reagovat s nékterymi nizkomolekularnimi
thioly, véetné glutathionu, N-acetylcysteinu, merkaptopurinu a jinych peptidi. Emisni
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maximum glutathionu konjugovaného s mBCI se nachdzi v oblasti modrého svétla
(absorp¢ni/emisni vinové délky: 394/490 nm).

e Rhodamin 123
Rhodamin je zelené permeabilni fluorescencni barvivo, které lze snadno izolovat
z aktivnich mitochondrii. Barvivo rovnéz neprojevuje jakékoliv zndmky cytotoxicity.
Tento produkt se bézn¢ pouziva k testovani mitochondridlniho membranového potencidlu

Vv populacich apoptickych bunék.
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3 Cile prace

Cilem semestralni prace je zjistit vliv pfirodnich latek v aplikaci na prostatické
nadorové a nenadorové bunécné linie. Pomoci cytotoxickych testd (MTT test a systém
xCELLigence) a pomoci fluorescenéni mikroskopie bude sledovdna biologicka aktivita
testované latky a zmény na bunééné a jaderné tirovni.

V praktické ¢asti budou proto provedeny experimenty, které budou sledovat stav
a chovani bunék u bunécnych linii v zavislosti na testované latce. Testovanou latkou je
alkaloid vyskytujici se v chilli paprickach — kapsaicin, jez je zodpovédny za palivou chut
paprik. U dané latky se predpokladd cytotoxicky mechanismus pisobeni a tim snizeni
zivotaschopnosti sledovanych bungk.

Cilem prace je ovéfit teoretické predpoklady mechanismu pusobeni prirodnich latek
na lidské bunécné linie a podat uceleny soubor informaci o cytotoxicité zvolené testované
latky. Tomuto bude rovnézZ slouzit analyza snimkl v programovém prosttedi MATLAB,

jejimz vysledkem bude stanoveni emise zatfeni sledovanych bunék.
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4 Experimentalni protokol

41 Material

Analyza cytotoxicity kapsaicinu se provede na dvou prostatickych liniich. PC-3 je
nadorova bunécna linie odvozenad z adenokarcinomu 4. stupné, tyto buiiky maji vysoky
potencidl metastazovat. Jako referencni linie pro srovnani se pouzije nenadorova linie
PNT1A odvozena z lidskych prostatickych epitelidlnich bunék.

Pro kultivaci linie PC-3 se pouzije kultivaéni médium Ham’s F-12 se 7 % obsahem
fetalniho bovinniho séra (FBS) a 1 % antibiotiky. Linie PNTIA se necha kultivovat
s médiem RPMI 1640 s indikatorem. Kultivaéni médium navic obsahuje 10 % FBS a 1 %
antibiotika. Antibiotika se do médii ptidavaji z divodu zamezeni infekce.

Dale se pouziji promyvaci ¢inidla ethylendiaminotetraoctova kyselina (EDTA)
a fosfatovy pufr s chloridem sodnym (PBS). Dale také trypsin, dimethylsulfoxid (DMSO),
methyltetrazoliova stal (MTT), glycinovy pufr a ethanol (EtOH).

Pro mikroskopické pozorovani bunék se pouziji fluorescencni barviva: BODIPY
C11, dihydrorhodamin 123 (DHR) a monochlorobiman (mBCl).

4.2 Kultivace bunék

Nadorové bunécné linie se beézn¢ uchovavaji v zamrazeném stavu
v kryozkumavkach, rozmrazeni probihd pii bézné laboratorni teploté. K rozmrazenym
nadorovym liniim se pfidaji 4 ml pfislusného kultivacniho média, takto vznikly roztok se
necha centrifugovat po dobu 7 minut pii 2 700 otackach a 4°C. Nasledné se odsaje
supernatant a pelet bun¢k se nafedi s 2 ml kultiva¢niho média.

Takto predpfipravena suspenze bun¢k se napipetuje do kultiva¢nich nadob
0 velikosti 75 ml spole¢né s 6 ml kultivaéniho média. Kultivace buné¢nych linii bude
probihat v inkubatorech pii teploté 37°C. AZ bude dosazeno ptiblizné¢ 90 % pokryti dna
vznikajicimi bunkami, dojde k pasazovani. Z kultivaénich nadob se odsaje kultivaéni
médium a pfidaji se 3 ml promyvacich ¢inidel EDTA a PBS. Promyvaci €inidla se
nasledné odsaji a ptidaji se 3 ml trypsinu pro uvolnéni vazby mezi buitkami a dnem
nadoby. Po odsati trypsinu se kultivacni nadoby umisti opét do inkubatoru na dobu
3 minut. Pomoci kultivaéniho média se pak nechaji buiiky spldchnout, piepipetuji se do
centrifugacni zkumavky a nechaji se opét centrifugovat po dobu 7 minut pfi 2 700
otaCkach a 4°C. Odsaje se vznikly supernatant, nafedi se s2 ml kultivacniho média
a buniky se nechaji znovu kultivovat stejnym zplisobem.

Kultivaéni médium bude ménéno podle potieby, piedpoklada se ptiblizné 2-3x do
tydne. Pasazovani bunck bude také provedeno podle potieby, pficemz se odhaduje tak

jednou tydn€. Pro pouziti v experimentech je potieba bunky sklidit, pouziva se stejny
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postup jako pfi pasdzovani. Suspenze bunck se pak umisti do Biirkerovy komirky a spocita
se pocet bunek. Vznikla suspenze se podle pozadavki na pocet bunék roziedi
S kultivaénim médiem. Takto pfipravené bunécné médium se pouzije jak pro analyzu
bun¢k pomoci MTT testu a systému xCELLigence, tak pro analyzu bun¢k fluorescencni
mikroskopii.

4.3  Metody

431 MTT test

Pro MTT test se pouzije 96 — jamkova desticka. Desticka je tvofena osmi fadami
(A — H) a dvanacti sloupci. Testovana latka se na desticku umisti po fadcich, pficemz jeden
fadek pro jednu latku. Sloupce jsou vymezeny pro koncentracni posloupnost testované
latky, ptic¢emz ve sloupci 2 bude koncentrace nulova a ve sloupci 11 nejvyssi.

Do jamek sloupce 1 a 12 se pfida 200 pl ptislusného kultivaéniho média bez bunék.
Do jamek zbylych sloupcti (2 — 11) se ptidd 200 pl bunééné suspenze s napocitanym
poctem bunék na jamku, ktery bude experimentalné stanoven. MTT desticka se poté umisti
do inkubatoru a buriky se nechaji kultivovat 1 — 2 dny.

Po kultivaci se do jamek sloupcu 2 — 11 ptida testovana latka o urcitych
koncentracich a buniky se nechaji znovu kultivovat 1 — 2 dny. Poté se do jamek sloupct
1 - 11 ptidé Cerstvé médium a 50 ul MTT. Desticka se nasledné zabali do alobalu a necha
se inkubovat v inkubatoru po dobu 4 hodin. Po inkubaci se odsaje obsah jamek sloupct
1 - 11 a poté se do téchto jamek piida 200 ul detergentu DMSO a 25 ul glycinového pufru
a obsah se dukladn¢ promicha. Tento test se provede dvakrat s tim rozdilem, ze v druhém
pokusu se v kone¢né fazi misto rozpoustédla DMSO piida ethanol. Pomoci piistroje Elisa

reader se nakonec zméti absorbance pii vinové délce 595 nm.

4.3.2 XxCELLigence

Nejdiive se provedou experimenty pro optimalizaci nejvhodnéjsiho poctu bunék na
jamku. Ten bude stanoven na zdkladé rustové kiivky dané bunécné linie.

Samotné experimenty se provedou jak na 16 — jamkovych, tak 96 — jamkovych
E-destickach. Kazda desti¢ka je tvofena celkem osmi fadami (A — H), sloupce jsou
vymezeny pro testovanou latku. Do fady A se ptidd pouze kultivaéni médium bez bunck.
Do jamek zbylych tad se pfidd suspenze bunck. Poc¢inaje fadou B se vytvoti koncentracni
fada testované latky, pficemz v fadé B bude koncentrace nulova.

Do vSech jamek na E-desti¢ce se pfida 100 pl kultivaéniho média a zahaji se test
pro kontrolu funkénosti elektrod v jamkach. Poté se do vSech jamek fad B — H ptida 100 pl
bunécné suspenze s napocitanym poctem bunck na jamku. Buniky se pak nechaji kultivovat

1 — 2 dny, aby bylo dosazeno pozadovaného bunécného indexu. Po kultivaci se do jamek

41



sloupcti od fady B — H ptida testovand latka o urcitych koncentracich, pti¢emz v fad¢ B je
koncentrace nulova a v fad¢ H nejvyssi.

Desticka se nakonec vlozi do tidici stanice a zah4ji se experiment. Vliv testované
latky bude sledovan zhruba 2 — 3 dny. Vysledkem bude kiivka bunécného indexu zavisla
na Case a vlivu testované latky.

4.3.3 Fluorescen¢ni mikroskopie

Buriky se nejdiive oplachnou ¢erstvym médiem. Poté se nechaji v temnu kultivovat
po dobu jedné hodiny s médiem obsahujicim fluorescen¢ni barviva. Barviva se do média
pfidaji v riznych koncentracich. Pro BODIPY CI11 to je koncentrace 50 pM, pro
dihydrorhodamin 123 taktéz 50 uM, a nakonec pro monochlorobiman 25 puM.

Po kultivaci se bunky tiikrat oplachnou promyvacim ¢inidlem PBS. K pozorovani
se pouzije fluorescencni mikroskop Axioskop 40 (Zeiss, Némecko) za pouziti

Sirokopasmové excitace a sady ptislusnych emisnich filtrt.
4.4  Sledované parametry

Vysledkem MTT testu bude absorbance, ktera je pifimo umérna Zivotaschopnosti
bunék v zavislosti na vlivu testované latky. Cim vice pieZiv§ich bunék, tim tmavsi barva
a tim vysSSi absorbance. Pfedpokldda se cytotoxicita testované latky u bunécénych linii
a tim nizsi absorbance.

U analyz pomoci systému xCELLigence je vysledkem graf bunééného indexu.
Z pocatku se predpokladaji rostouci hodnoty bunécného indexu, coz by souviselo
s buné¢nou proliferaci a diferenciaci. Po pfidani testované latky se vSak ocekava pokles
hodnot bunééného indexu, z divodu piedpokladu cytotoxického plisobeni testované latky
na bunécné linie.

Pomoci fluorescenéni mikroskopie budou sledovany jednotlivé buiiky, pfedevsim
jejich morfologicky stav pfi zvySujici se koncentraci testované latky. Pfedmétem zajmu
budou zmény na bunétné a jaderné trovni. Pticemz se taktéz predpoklada pokles viability
a ristu analyzovanych bun€k. U vyslednych snimkl bude provedena segmentace bunck

a vyhodnoceni emise zafeni.
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5 Vysledky a diskuze

5.1 MTT test

Jelikoz jsou latky Spatné rozpustné ve vodeé, je nutné k bunéénému médiu pridavat
detergenty. Pred samotnym testovanim vlivu kapsaicinu na rast bun¢k byly tedy provedeny
testy pro urceni vlivu samotného rozpoustédla, aby bylo mozné vyloudit pfipadné
nesrovnalosti. V experimentu byly pouzity dva typy detergentt, jednim z nich byl DMSO
a druhym ethanol. Ethanol se projevil jako vhodnéjsi rozpoustéci Cinidlo, které nema

zasadni vliv na buriky. Toto je patrné na grafu 1.

120% -
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Graf 1: Vliv detergentu (EtOH) na viabilitu bunék. Bunééna linie PC-3.

Bunécné médium obou linii bylo vystaveno ptsobeni kapsaicinu v rozmezi
koncentraci od 50 — 500 uM. Namétené hodnoty absorbanci pro jednotlivé koncentrace
kapsaicinu byly ptepocitany na procentualni hodnotu udavajici mnozstvi zivych bunék
(viabilita). Ziskané hodnoty byly vyneseny do grafii a byly proloZzeny sigmoidealni ,,dose-
response‘ kiivkou, ze které byla vypoctena inhibi¢ni koncentrace kapsaicinu. Inhibi¢ni
koncentrace udava hodnotu, pii které dojde k usmrceni 50 % bun€k, pticemz plati, Ze ¢im

Graf 2 znazornuje vliv zvySujici se koncentrace kapsaicinu na nenadorovou
bunéénou linii PNTI1A, graf 3 je pro linii naddorovou PC-3. Pribéhy snizovani
zivotaschopnosti bun€¢k jsou u obou linii podobného charakteru. Pro srovnani slouZzi

1 hodnoty inhibi¢ni koncentrace.
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Graf 2: Vliv kapsaicinu na bunéénou linii PNT1A.

Inhibi¢ni koncentrace kapsaicinu u bunécné linie PNT1A byla stanovena jako:
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Graf 3: Vliv kapsaicinu na bunéénou linii PC-3.

Inhibiéni koncentrace pro linii PC-3:

1Cs0 = 279,6 pM.
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U obou grafii je patrné, ze se zvySujici se koncentraci kapsaicinu, dochazi ke
snizovani viability bunék postupné vedouci k usmrceni. Kapsaicin plisobi u obou linii
cytotoxicky, pfi¢emz u nddorové linie PC-3 je cytotoxicky vliv mirn€¢ vétsi a dochdzi
rychleji ke snizovani zivotaschopnosti. Toto je zfejmé i z hodnot inhibi¢ni koncentrace,
ktera je u nadorové linie PC-3 niz§i nez u nenadorové linie PNT1A.

Rozdil v pisobeni kapsaicinu na ob¢ linie neni z tohoto testu piili§ ziejmy, protoze
se jedna o end-point metodu, kdy je mozné hodnotit az konecny vysledek. Méfeni
vredlném case pomoci systému xCELLigence poskytlo fyziologicky relevantngjsi
vysledky, odpovidajici skute€nému stavu bunék pied a po pridani kapsaicinu.

5.2 xCELLigence

Vysledkem analyzy v redlném case je graf znazormujici hodnotu bunééného indexu
Vv zavislosti na ¢ase, pficemzZ bunéény index reprezentuje skute¢nou viabilitu bunék. Buiky
byly sledovany po dobu 96 hodin, u obou bunéénych linii byla vypoctena inhibi¢ni
koncentrace kapsaicinu.

Graf 4 ukazuje vliv kapsaicinu na nenadorovou bunéénou linii PNT1A, zatimco
graf 5 nadorovou bunécnou linii PC-3. Pfi porovnani obou grafii je mozné zaznamenat

ur€ité zmeény ve viabilité a proliferaci bunék.

6 ~
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N
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t[h]
Graf 4: Kapsaicin (PNT1A).

Inhibi¢ni koncentrace kapsaicinu pro bunéfnou linii PNT1A, pii které dojde
k usmrceni 50 % bunék, byla stanovena jako:
ICs0 = 7,87 x 10™* M = 78,7 uM.
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Graf 5: Kapsaicin (PC-3).

Inhibi¢ni koncentrace kapsaicinu pro bunécnou linii PC-3:
ICso = 4,23 x 10" M = 42,3 pM.

Jak jiz bylo zminéno, nebylo dokazano cytotoxické plisobeni kapsaicinu na zdravé
bunky, coz potvrzuje graf 4. Z postupné rostoucich hodnot buné¢ného indexu u linie
PNT1A je patrné, ze nedochazi k usmrceni bunék, naopak buiiky jsou schopny dal§iho
rustu. Ve vysSich koncentracich, pfiblizn¢ od hodnoty 75 uM a vyse, je vSak proliferace
bunék pomalejsi. I ptfesto nedochédzi k vyraznému cytotoxickému plisobeni kapsaicinu na
buniky nenadorové linie.

Na druhém grafu, ktery popisuje chovani bunécné linie PC-3 je mozné na zacatku
experimentu zaznamenat rychly nartst a poté postupné klesani hodnot bunééného indexu,
pficemz nulova koncentrace slouzi jako kontrola. Tento jev mlzZe byt zpiisobeny zménou
morfologie bunék v zavislosti na plsobeni kapsaicinu. Buitky mohou do Sitky zvétSovat
svilj tvar a pokryt vét§i plochu dna jamek, kde jsou umistény zlaté elektrody. Tim se
zvySuje impedance, ktera je prevedena na bunéény index. Toto vSak vyzaduje dalsi
zkoumani, predev§im mikroskopické, aby bylo mozné hypotézu potvrdit ¢i vyvratit. U
vySSich koncentraci tento pocateni nariist neni patrny, bunéény index stagnuje kolem
hodnot 0,5 — 1. Je mozné konstatovat, Ze kapsaicin pisobi na nadorové buiky cytotoxicky,
predevsim ve vyssich koncentracich.
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5.3  Fluorescenéni mikroskopie

Bunééné linie byly vystaveny plsobeni kapsaicinu v rozmezi koncentraci
kapsaicinu od 0 — 100 uM s krokem 25 uM. Pro jednotlivé koncentrace byly nejdiive
zhotoveny snimky z fazového kontrastu a poté pro tfi riizné typy barveni, kdy kazdé
barveni reprezentovalo jiny biologicky proces. V zelené oblasti spektra byla sledovana
lipidova peroxidace, v modré oblasti produkce thioli a nakonec v Cervené oblasti byla

sledovana produkce reaktivnich forem kysliku.

5.3.1 Bunééna linie PNT1A

Obrazek 15: Snimky z fazového kontrastu pri riznych koncentracich kapsaicinu.
a) 0 uM, b) 25uM, c) 50 uM, d) 75 uM, e) 100 uM

Obrazek 16: Lipidova peroxidace.
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5.3.2 Bunécna linie PC-3

Obrazek 17: Produkce thioli.

Obrazek 18: Produkce reaktivnich forem kysliku.
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Obrizek 19: Snimky z fazového kontrastu p¥i ruznych koncentracich kapsaicinu.
a) 0 uM, b) 25uM, c) 50 uM, d) 75 uM, e) 100 uM

Obrazek 20: Lipidova peroxidace.

Obrazek 21: Produkce thioli.
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Obrazek 22: Produkce reaktivnich forem kysliku.

5.4  Analyza obrazu v MATLABU

Cilem analyzy obrazu bylo vytvoifeni algoritmu pro segmentaci bunék, vytvoieni
mapy pro detekci hran jednotlivych bun€k a vyhodnoceni emise zafeni. K tomuto mély byt
pouzity snimky z fazového kontrastu (viz Obrazek 15 a Obrazek 19). Tyto snimky jsou
vSak pro segmentaci nevhodné, buiiky nejsou dobie oddélené a pii segmentaci vznikaly
artefakty, napiiklad dvojité hrany nebo detekce jen pulky hrany. Dal§im problémem byla
vnittni struktura buné€k, kterd zpusobovala detekci faleSnych bunék, a nebylo mozné tuto
strukturu ze snimkl odstranit. Z téchto divodii byly pro segmentaci pouzity snimky, kde
jsou bunky nabarveny, pti¢emz byly vybirany snimky s nejvy$§im kontrastem.

Na obrazku 23 je znazornéno blokové schéma vytvorené¢ho algoritmu. Algoritmus
byl vytvofen v programovém prostiedi MATLAB, verze R2012b, kdy byly pfedevsim
pouzity funkce a postupy obsazené v knihovné pro analyzu obrazu (Image Processing
Toolbox).

et Distan¢ni Segmentace
Nacteni snimku g

transformace (Watershed)

Vytvofeni mapy
- Oznaceni - -
Vypocet emise , Faze snimku
o segmentovanych
zateni y a mapy
bun¢k

Obrazek 23: Blokové schéma algoritmu pro analyzu snimki.
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Analyzované snimky jsou po nacteni pfevedeny na obraz reprezentovany odstiny
Sedi, tak aby doslo k vahovani jednotlivych RGB slozek (R-red, G-green, B-blue). Diky
tomuto je vyslednd emise zafeni ddna pouze jednou hodnotou, kterd zastupuje vSechny
slozky stejnou mirou. Stézejni ¢asti algoritmu je konvoluce snimku pro vyhlazeni,
prahovani a pfevedeni na binarni obraz, distancni transformace, segmentace metodou

povodi a vytvofeni mapy. Toto je zndzornéno nize na tryvku algoritmu.

obr=(imread([kam title])); % nacteni snimku v GUI
obr(:,:,4)=[1; % odstranéni 4. sloZky snimku (prihlednost)

Q

$ prevedeni na Sedotdnovy obraz, vahovani jednotlivych slozek RGB
obrb = rgb2gray (obr) ;

obrv = rgb2gray (obr) ;

% konvoluce pro vyhlazeni

obrb = conv2 (obrb,ones (vel maska)./(vel maska.”2), 'same');

o)

% vytvoreni prazdné binadrni matice
bw=zeros (size (obrb)) ;

o)

% prahovani (bindrni obraz)
bw (obrb>=prah*255)=1;

o)

% distanc¢ni transformace pro objekty bindrniho obrazu

D = bwdist (~bw,metoda{met}); % vypocet vzdalenosti
D = -D; % doplnéni distanc¢ni transformace
D(~bw) = -Inf; % pixely nepattici do objektl jsou nahrazeny

nekonecnem (pro Watershed)

% segmentace metodou povodi
L = watershed (D, 8);

o\°

preulozeni vysledku pro dalsi zpracovani

1 =1

1(L>0)=1; % vytvoreni binarniho obrazu, kde jsou
viditelné pouze hranice

imshow (~1, [1); % vytvoreni mapy, negace na c¢erny obraz s

bilymi hranicemi

Vystupem segmentacni metody povodi je matice hodnot, kdy kazdy objekt
binarniho obrazu ma ptifazené Cislo. Jednotlivé pixely daného objektu maji stejnou
celociselnou hodnotu, pficemz nula reprezentuje hranice mezi témito oblastmi. Negovany
binarni obraz pak tvoii mapu, kterd byla pouzita pro fizi s analyzovanym snimkem.

Pii fizi mapy a analyzovaného snimku byla pouzita prihlednost 0,5. Vhodné
segmentované buiky byly poté oznaceny a byla spocitdna emise zafeni pro jednotlivé
koncentrace kapsaicinu a druhy barveni.
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5.4.1 Grafické rozhrani GUI

Algoritmus pro analyzu snimkl byl realizovan v grafickém rozhrani GUI, tak aby
prace se snimky byla uzivatelsky co nejjednodussi. Na obrazku 24 je ukazano grafické
GUI pfi spusténi algoritmu.

Naéteni snimku pro vytvofeni mapy nadist Analyzovany snimek s vytvofenou mapou

Vybér metriky | chessboard -

Velikost konvolugni masky | pgne —

Mastaveni prahu <| ;‘

Aktudini hodnota prahu 0.0785

Prahovany snimek

Anahyza snimku

Panel
vybrano bunék primérna emise primérné maximum median maxim
| oznafeni bunék | | nadteni snimku | 0 0 0 0

Obrazek 24: Grafické rozhrani pro analyzu snimki.

V grafickém rozhrani je na vybér né¢kolik parametrii ovlivitujicich segmentaci a to
z dtivodu dosazeni co nejoptimalnéjsich vysledki. Jednim z parametr je volba metriky
pro vypocet vzdalenosti u distan¢ni transformace. Na vybér jsou 4: Chessboard, City
Block, Euclidean a Quasi-Euclidean. NejlepSich vysledkti bylo dosazeno u metriky
Chessboard, ktera méfi vzdalenost mezi pixely zaloZenou na 8-spojitosti, a u metriky City
Block. Ta pouziva pro méfeni vzdalenosti 4-spojitost. U dvou dalsich metod dochazelo ke
vzniku délicich ptimek, které vSak neodpovidaly skuteénym hranicim bungk.

Dal$im parametrem je volba velikosti konvoluéni masky, pfi¢emz ¢imz vétsi
maska, tim vét§i vyhlazeni. Konvoluci se pfedchazelo vzniku jednotlivych artefaktii na
okrajich hranic bunék, které by negativné ovliviiovaly vysledky pocitané emise zateni.
Nejéastéji byla volena konvolu¢ni maska velikosti 7x7, 9x9 nebo 11x11.

Poslednim parametrem je nastaveni prahu pro vytvoreni binarniho obrazu. Prah byl
empiricky volen zvlast pro kazdy snimek, ktery slouzil pro vytvofeni mapy. Vysledna
segmentace a vytvoienad mapa je zavisld na nastaveni téchto dil¢ich parametri a na

subjektivnim pohledu uZivatele.
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Na nasledujicich obrazcich je ukazana prace s grafickym rozhranim. Na obrazku 25
je ukazka nastaveni dil¢ich parametri pro segmentaci. Toto nastaveni odpovida bilé mapé

zietelné na obrazku 26, kde je zobrazena fize analyzovaného snimku a vzniklé mapy.

Nacteni snimku pro vytvofeni mapy nadist |

Vybér metriky | chessboard -
Velikost konvolucni masky | 11x11 v
Nastaveni prahu _iJ » |
Aktuaini hodnota prahu 31.9141

Prahovany snimek

Obrazek 25: Ukazka nastaveni parametri segmentace.
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Analyzovany snimek s vytvorenou mapou

Obrazek 26: Fuze mapy a analyzovaného snimku.

Na takto vzniklém snimku je pak mozné oznacit vhodné segmentované burky,
u kterych se vypocte emise zafeni. Hodnoceny byly 3 parametry a to: primérnad emise
zéafeni bun€k, primérnd maximalni emise a primeér medidni 10 nejvysSich hodnot. Pro
dal$i zpracovani nebyla pouzivana hodnota primérného maxima. Tato hodnota neni pro
vyhodnoceni emise zafeni dostate¢né relevantni a byla nahrazena primérem mediant.

Na nasledujicim obrazku 27 jsou vidét oznacené¢ buiiky, u kterych se poté
vyhodnoti emise zafeni. Oznaeni bunék je zavislé na uzivateli a jeho volbé
segmentovanych bunék. Vystup algoritmu je na obrazku 28. Poté je mozné nacist dalsi
snimek, ktery odpovida stejné koncentraci kapsaicinu, lisi se vSak v druhu barveni.

U nového aktualniho snimku se automaticky piepocita emise zareni.
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Analyzovany snimek s vytvorenou mapou

Obrazek 27: Oznaceni bunék pro vyhodnoceni intenzity zai‘eni.

vybrano bunék primernd emise primarné maximum median maxim
14 574104 1557143 14665429

Obrazek 28: Vystupem algoritmu jsou vypoctené hodnoty emise zareni.
5.5  Vyhodnoceni emise zaieni

Vyse zminénym zplsobem byly vyhodnoceny vSechny snimky pro jednotlivé
koncentrace kapsaicinu a druhy barveni, hodnoty emise byly dale zpracovany
a vyhodnoceny v grafech. Emise zafeni je vyhodnocena jako jasova hodnota v rozsahu
hodnot od 0 — 255, kdy nula odpovida ¢erné a 255 bilé, tedy od nejtmavsi po nejsvétlejsi.
Pro zpracovani ziskanych hodnot byl pouzit statisticky software STATISTICA, verze 10.

Pro kazdou bunécnou linii a koncentraci byly nastaveny parametry segmentace, tak
aby byla co nejoptimalngjsi. V tabulce 9 je souhrn dil¢ich nastaveni pro bunéénou linii
PNT1A, v tabulce 10 pak pro linii PC-3.
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Tabulka 9: Nastaveni dil¢ich parametri pro vytvofeni mapy u bunééné linie PNT1A.

Snimek pro
vytvoFeni LP! LP LP ROS? ROS
mapy
Metrika Chessboard  Chessbhoard  Chessboard  Chessboard ~ Chessboard

Maska 11x11 9x9 11x11 13x13 zadna
Prih 30,9755 10,9815 22,8405 32,0161 20,3119
Pocet

oznacenych 16 13 17 12 10
bunék

!lipidova peroxidace, reaktivni formy kysliku

Tabulka 10: Nastaveni dil¢ich parametri pro vytvoieni mapy u bunééné linie PC-3.

Snimek pro
vytvoreni LP LP LP LP ROS
mapy
Metrika Chesshoard  City Block  Chessboard  Chessboard  Chessboard

Maska Y X7 9x9 9x9 3x3
Prah 29,7239 8,135 1,2515 0,1734 45,681
Pocet

oznacenych 38 17 33 15 10
bunék

U nadorové linie PC-3 pfi nulové koncentraci kapsaicinu nebylo moZzné
segmentovat buiiky v ¢ervené oblasti podle vytvofené mapy. Snimek je ptili§ tmavy a bylo
potieba bunkky segmentovat na tomto snimku zvlast. Jako metrika byla zvolena metoda
Chessboard, konvolué¢ni maska nebyla pouzita a prah byl nastaven na hodnotu 0,0051.

5.5.1 Lipidova peroxidace (PNT1A)

Peroxidaci lipida I1ze nazvat proces oxida¢ni degradace lipidi. Lipidy jsou zakladni
stavebni jednotkou bunéénych membran a béhem jejich peroxidace dochazi k vyvéazani
elektronii volnymi radikaly. Tento proces pak vede k poSkozeni bunéénych membran.

Konecné produkty lipidové peroxidace mohou byt mutagenni ¢i karcinogenni.

56



120

100

80 T

65,7761
o] 585128

60} 55,878

zareni

Emise
o

40 | L

20

57,9326

0 25 50 75

Koncentrace

100

O Primér
[ PrimértSmCh
T Primér2*SmOdch

Graf 6: Priimérna emise zaieni bunék pfi rizné koncentraci kapsaicinu.

Na grafu 6 je mozné pozorovat pii zvySujici se koncentraci kapsaicinu klesajici

prumérnou intenzitu zaieni sledovanych bunc€k. Rozdily v primérné emisi zafeni u této

zdravé bunécné linie vSak nejsou prilis velké a proces posSkozeni bunééné membrany neni

rychly.

I presto lze na zakladé¢ klesajici tendence v emisi zafeni konstatovat, Ze dochazi

k degradaci lipidi a naopak ke zvySovani lipidové peroxidace. Celkové u bunék nastava

oxidacni stres. Pokles maximdlnich intenzit zafeni je patrny vice na nasledujicim grafu (viz

Graf 7).
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Graf 7: Primérny median maximalnich intenzit.
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5.5.2 Produkce thiolii (PNT1A)

Jak jiz bylo zminéno, pti metabolickych pochodech dochézi ke vzniku reaktivnich

forem kysliku a dusiku, v disledku toho v organismu nastdva oxida¢ni stres. Nadmérnému

pusobeni téchto volnych radikalti se organismus brani né¢kolika zptisoby. Nizkomolekularni

thioly patfi mezi endogenni antioxidanty, jejichz tkolem je zachyceni a odstranéni

vzniklych radikala.
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Obrazek 30: Produkce thioli.
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Graf 8: Priimérna emise zareni bunék.

Na grafu 8 a 9 je vidét stejny pribéh zmén emise zareni v zavislosti na koncentraci

kapsaicinu. Zmény v primérné emisi zafeni bunék soucasné odpovidaji i zménam

V maximalni intenzité zafeni namétené pii riznych koncentracich kapsaicinu.

Nizké koncentrace kapsaicinu zvySovaly produkci nizkomolekularnich thiold,

zatimco zvySeni koncentrace na 100 uM vedlo ke sniZeni produkce nizkomolekularnich

thiolii. Tento fakt miize souviset s regulacni roli konjugovaného gluthathionu.
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Graf 9: Primérny median maximalnich intenzit.
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5.5.3 Reaktivni formy kysliku (PNT1A)

Hladina reaktivnich forem kysliku je v organismech udrzovédna v urcitych mezich

mechanismy antioxida¢ni ochrany. Pti vychyleni rovnovahy smérem k oxidaci dochazi

k oxida¢nimu stresu. U bunéénych organismii dochazi k tvorbé ROS produktii predevsim

V mitochondriich, kde je hlavnim producentem ROS superoxid tc¢astnici se respiracniho

fetézce.
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Obrazek 31: Reaktivni formy kysliku.
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Graf 10: Primérna emise zaieni bunék.

Graf 10 a graf 11 jsou jasnym dikazem nardstajiciho vzniku reaktivnich forem

kysliku pfi zvySujici se koncentraci kapsaicinu. V disledku toho lze konstatovat, Ze

zvysujici koncentrace kapsaicinu vede k oxidacnimu stresu.
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Emise zareni
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Graf 11: Pramérny median maximalnich intenzit.
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5.5.4 Lipidova peroxidace (PC-3)

Na nasledujicim obrazku je znazornén vliv zvySujici koncentrace kapsaicinu na
nadorovou bunécnou linii PC-3. Jak jiz bylo zminéno, lipidova peroxidace je znamkou
degradace lipidi a poSkozeni bunééné membrany. Toto je jasné zfetelné na poslednim
snimku, pfi koncentraci kapsaicinu 100 uM, kdy doslo k rozpadu bunécnych membran

a odumfeni bunék.
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Graf 12: Priumérna emise zaieni bunék.

Pfi porovnani emise zafeni zdravé a naddorové bunécné linie, lze u té nadorové
zaznamenat vetsi zmeény. Tou hlavni odliSnosti oprosti zdravé linii je prudky pokles
intenzity zafeni u koncentrace kapsaicinu 100 pM. Tento pokles je ekvivalentni vySe
zminovanému poslednimu snimku. Lipidova peroxidace se u této koncentrace rapidné

zvysila a u bun€k nastal oxida¢ni stres. Na Graf 13 je vidét rovnéz pokles maximalni
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intenzity zafeni, souvisejici poSkozenim bunécné membrany a postupnym odumirdnim
bungk.
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Graf 13: Primérny median maximalnich intenzit.
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5.5.5 Produkce thioli (PC-3)

Obrazek 33: Produkce thioli.
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Graf 14: Prumérna emise zaieni bunék.

Zde neni patrny zadny markantni rozdil v pribéhu intenzit zafeni oproti zdravé
bunééné linii. RovnéZz dochazi nejdiive ke zvySovani a poté k postupnému snizovani
produkce nizkomolekularnich thiolti. U nejvyssi koncentrace kapsaicinu je taktéZ mozné

zaznamenat vyraznéj$i pokles intenzity zareni, stejné jako u lipidové peroxidace.
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Graf 15: Pramérny median maximalnich intenzit.
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5.5.6 Reaktivni formy kysliku (PC-3)
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Graf 16: Priumérna emise zaireni bunék.

Stejné jako u zdravé bunécné linie 1 zde dochazi ke zvySovani emise zareni dané
zvySujici se produkci reaktivnich forem kysliku pfi zvySovani koncentrace kapsaicinu.
A stejné jako u ptredchozich grafii je zde pokles intenzity u nejvyssi koncentrace. Toto jen
dokazuje, Ze builky postupné umiraji a v mitochondriich nedochdzi k tak intenzivni
produkci ROS produkta.
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Graf 17: Pramérny median maximalnich intenzit.

Z vySe uvedenych obrazki a grafl je patrné, Ze kapsaicin ve vysSich koncentracich
pusobi cytotoxicky na bunécné linie. Cytotoxicita je ziejma hlavné u nadorové bunécné
linie PC-3, kde u vSech metabolickych procesti dochazelo ke sniZzovani emise zafeni bunék
u nejvyssi koncentrace kapsaicinu. ZvysSujici se koncentrace kapsaicinu vedla u vSech
sledovanych déji k oxida¢nimu stresu. Zejména na mitochondriich bylo patrné, ze
kapsaicin generuje reaktivni formy kysliku, to bylo zfetelné vidét pii pouziti
dihydrorhodaminu 123. Z tohoto je mozné piedpokladat, ze generovani ROS produktu je
jednim z hlavnich mechanismti ucinkti kapsaicinu na bunécné linie. Dalsim moZnym
mechanismem je souvislost nizkomolekularnich thiold s roli glutathionu pti konjugacnich

reakcich s xenobiotiky a tim zajiSténi detoxikace.

5.6  Porovnani obou linii (PNT1A x PC-3)

Hodnoty emise zéatfeni byly porovnavany u vSech typll barveni a koncentraci
kapsaicinu graficky pomoci regresni ptimky a korela¢niho koeficientu r. Do grafi byly
vyneseny hodnoty primérné emise zafeni bunck.

Data nejsou stejného charakteru z diivodu riiznych snimki a detekce jinych bunék,

proto nebylo mozné pouzit Wilcoxonlv parovy test, ktery testuje hypotézu rovnosti
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distribu¢nich funkei na zakladé ovéfeni symetrického rozlozeni sledované ndhodné

veli¢iny. Pro ziskana data je tedy nevhodny.

5.6.1 Lipidova peroxidace
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Graf 18: Porovnani lipidové peroxidace u obou linii (PNT1A x PC-3).

Z prub&hu regresni pfimky je jiz na prvni pohled patrné, Ze zdrava a nadorova linie
se odliSuji. Tento fakt je podporovan i hodnotami korelacniho koeficientu, ktery ma
u zdravé linie kladnou hodnotu, zatimco u nadorové linie zapornou.

Hodnoty emise zéafeni u zdravé bunécné linie se pohybuji v rozmezi 40 — 70.
U nadorové linie jsou hodnoty emise zafeni vyssi, pohybuji se vrozmezi 60 — 120.
U koncentrace kapsaicinu 100 uM vsak dochazi k prudkému poklesu na hodnotu okolo 30.

Klesajici regresni ptimka vypovida o cytotoxickém plisobeni kapsaicinu, lipidova
peroxidace se zvysila, nastal oxidacni stres, a postupné¢ dochédzelo k poskozeni bunécné
membrany. To je dano procesem programované bunécné smrti, kterd pii této koncentraci
kapsaicinu u nadorové linie nastala (viz Obrazek 32).

Lipidova peroxidace je tedy dostateCn¢ prokazatelnym ukazatelem odliSnosti

zdravé a nemocné tkane€.

5.6.2 Produkce thiolu
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Graf 19: Porovnani produkce thiold u obou linii (PNT1A x PC-3).
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Oproti zdravé linii je mozné u nadorové linie pozorovat strméjsi sklon regresni
ptimky a tedy rychlejsi zmény v produkci thioli pfi zvySujici se koncentraci kapsaicinu.
Tento fakt vSak nema pfili§ vyraznou vypovidaci hodnotu a pro porovnani obou linii neni
zcela vhodny.

Hodnoty emise zafeni se u obou linii pohybuji v rozmezi 5 — 15. Ani zde tedy
nedochdzi k markantnim zméndm. U obou linii je vSak mozné pozorovat pokles
u koncentrace kapsaicinu 100 uM a tedy snizeni produkce thiol, rovnéz dané postupnym

usmrcenim bunék.

5.6.3 Reaktivni formy kysliku
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Graf 20: Porovnani produkce reaktivnich forem kysliku u obou linii (PNT1A x PC-3).

V porovnani s piedchozimi jsou na tomto grafu regresni pfimky nejstrmé;jsi, u obou
linii vidét je narust v produkci reaktivnich forem kysliku. Pfi zvySujici se koncentraci
kapsaicinu dochazi k ¢etn€jSimu vyskytu ROS produktt. Jedinou odliSnosti je v tomto
piipadé pokles u linie nddorové pii koncentraci kapsaicinu 100 uM. Jak jiz bylo zminéno,
je to dano bunéc¢nou smrti.

Nicméné pro celkové porovnani obou linii je sledovani zmén v produkci
reaktivnich forem kysliku nedostatecné signifikantni. Pribéhy regresnich ptimek jsou

témef totozné a i rozmezi hodnot emise zafeni je obdobné.
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6 Zavér

Nédorové onemocnéni patii v Ceské republice k nejéast&j§im typtim onemocnéni,
a co se tyCe lécby k nejzavaznéjsim. V 1é¢bé nadorového onemocnéni se nejcastéji
ptistupuje K invazivnim operativnim zakroktim, které jsou nasledovany radioterapii
a chemoterapii. LéCebny proces neni pro pacienty ptiznivy a ¢asto dochdzi ke zhorseni
kvality zivota.

Vyzkumné tymy se proto stdle Castéji zabyvaji studiem nadorového onemocnéni,
pochopenim mechanismili kancerogeneze a vyvojem novych lé¢ebnych strategii. V praci
jsou diskutovany nadorové bunééné linie a jejich zastoupeni ve vyzkumu nddorového
onemocnéni. Jejich vyuziti pfi studiu mechanismi nadorového ristu je dnes jiz béznou
zélezitosti a to z nékolika dlivodi, jsou imortalizované a je moZzné je pasaZovat po mnoho
cykla.

Na zdkladé nékolika studii uskutecnénych na riznych nadorovych bunéénych
liniich bylo zjiSténo, Ze ptirodni latky maji pfiznivy vliv na lidsky organismus a ptisobi
cytotoxicky na nadorové bunky. Ke studiu cytotoxicity latek bylo vyvinuto n¢kolik metod,
jako naptiklad bézné dostupna metoda MTT test, jejimz vysledkem je absorbance, ktera je
piimo umeérna zivotaschopnosti sledovanych bunék. Prilom ve studiu bunécného ristu je
monitorovani v redlném case, které umoziuje pridani testovanych latek béhem analyzy
a ptimé sledovani vlivu téchto latek na buiiky.

Testovanou latkou v této praci byl ptirodni alkaloid — kapsaicin, ktery se vyskytuje
v chilli. Pomoci MTT testu a méfeni v realném ¢ase systémem xCELLigence bylo zjisténo
cytotoxické plisobeni kapsaicinu pii zvysujicich se koncentracich. U nadorové bunécné
linie PC-3 byl zaznamenan vyssi cytotoxicky ucinek neZ u zdravé tkané. Na zakladé¢ téchto
vysledkt byly poté provedeny experimenty zaloZzené na fluorescenéni mikroskopii, kdy
byla sledovana lipidova peroxidace, produkce nizkomolekularnich thioli a reaktivnich
forem kysliku. U vSech téchto metabolickych pochodli byl rovnéz zjistén cytotoxicky
ucinek kapsaicinu a to predevsim na nadorové bunky.

Zvysujici se koncentrace kapsaicinu vede ke zvySeni oxida¢niho stresu. Kapsaicin
generuje ROS produkty, coz bylo patrné zejména na mitochondriich. Da se tedy
ptedpokladat, ze toto je jeden z vyznamnych mechanismi U¢inku kapsaicinu na bunééné
linie. Zvys$ena produkce ROS byla patrna i pii pouziti barviva dihydrorhodaminu 123, opé&t
byla zjevna oxida¢ni zatéz mitochondrii. Soucasné nizké koncentrace kapsicinu zvySovaly
produkci nizkomolekularnich thiola, naopak vysoké koncentrace vedly ke snizeni
koncentrace nizkomolekularnich thiold. Tento fakt muze souviset s roli glutathionu pfi
konjugacnich reakcich s xenobiotiky jako s jednim z mechanismil jejich detoxikace.

Samotné mechanismy piisobeni ptirodnich latek jsou stale nejasné, ale nejcastéjSim

ucinkem ptirodnich latek jsou reakce vedouci k zahdjeni programované bunécéné smrti
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nadorové poskozenych bunc¢k. Tim je zabranéno dal§i proliferaci a metastazovani.
Pochopeni mechanismi, kterymi ptsobi ptirodni latky, vSak vyzaduje dalsi zkoumani.
Nicméné je mozné konstatovat, ze piirodni produkty maji pfiznivy vliv na lidsky

organismus a jsou uc¢innymi latkami v boji s nadorovym onemocnénim.
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Seznam zKkratek

DNA
ECM
SCLC
NSCLC
TTF-1
Bcl-2
TGF-B
MS275
SBHA
p-53
FAK/PTK2
1A1
PIWIL4
MAML
EGCG
COX
NF-xB
ROS
NOS
MMP
EGF
JNK
CDK
TRPV-1
MTT
XTT
BrdU
RTCA
Cl

CCD
FITC
FRITC
DAPI
PC3
PNT1A
FBS

deoxyribonukleova kyselina

extracelularni matrix

small cell lung cancers

non-small cell lung cancers

tyroidalni transkrip¢ni faktor 1

B-cell lymphoma 2

transformacni riistovy faktor 3

HDAC (benzamide histone deacetylase) inhibitor
Suberohydroxamic acid, HDAC inhibitor
nadorovy supresorovy protein

focal adhesion kinase/protein tyrosine kinase 2
sulfotransferaza

protein piwi-like 4

mastermind-like transcriptional co-activators
epigallocatechin gallate

cyklooxygendza

nuklearni faktor kB (kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)
reaktivni formy kysliku

reaktivni formy dusiku

metaloproteindza

epidermalni ristovy faktor

termindlni kinaza c-Jun NH2
cyklin-dependentni kinaza

piechodovy receptor

methyltetrazoliova stl

hydrat benzensulfonové kyseliny
5-bromo-2-deoxy-uridin

analyza v redlném Case

bunéény index

kamera (Charge-coupled device)
fluorescein-5-isothiokyanat
tetramethylrhodamin-5-isothiokyanat

4’ 6-diamidino-2-fenylindol

prostaticka nadorova bunécna linie
prostaticka nenddorova bunééna linie

fetalni bovinni sérum
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Ham’s F-12
RPMI 1640
EDTA

PBS
DMSO

LP

kultiva¢ni médium

kultiva¢ni médium
ethylendiaminotetraoctova kyselina
fosfatovy pufr s chloridem sodnym
dimethylsulfoxid

lipidova peroxidace

Obsah prilozeného CD

- Elektronicka verze diplomové prace.

- Program pro analyzu snimkd.
- Snimky z mikroskopu.
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