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1. Nadorova onemocnéni

Nadorova onemocnéni jsou skupinou chorob, které charakterizuje vznik nador(
v lidském organismu. Tyto nadory jsou z po€atku pro lidské télo neSkodné. Pokud ale
nejsou v€as diagnostikovany, 1éCeny, popfipadé upiné odstranény, mohou dale rlst a
metastazovat do dalSich tkani téla. V téchto fazich je 1&é¢ba rakoviny daleko sloZitéjsi a
v mnoha pfipadech neuspésna.

Vznik  rakoviny je definovan jako ztrata  kontroly  proliferace
nékteré populace télu vliastnich bunék. Tyto burniky se zacnou nekontrolovatelné délit a
vytvaret nador. Za normalnich podminek ma burika celou fadu obrannych mechanismu
(jak bude popsano v kapitole 5.2. Kontrolni body a regulaéni systém buné&&ného cyklu),
které tomuto nekontrolovatelnému déleni zabranuji. Pro vznik nadoru je tedy dllezita
souhra celé fady vnitfnich a vnéjSich faktori, které vedou k poSkozeni téchto
obrannych mechanismd.

Rakovina je jednim z neCast&jSich onemocnéni na svété, které Casto konci
smrti pacienta. Z tohoto divodu se velka ¢ast svétové védecké spole€nosti intenzivné
zabyva vyzkumem tohoto onemocnéni a nalezenim uucinného Iéku s mensSimi
negativnimi uc€inky na organismus. Problémem nadorovych onemocnéni je jejich
vysoka variabilita. Existuje cela fada typd nadorovych onemocnéni (od retinoblastomu
oka az po rakovinu délozniho &ipku). Mechanismus vzniku jednotlivych typt nadort je
od sebe znacné odliSny a proto nelze vytvofit univerzalni 1éCivo, které by bylo ucinné
na vSechny typy rakovin. Zpravidla se musi pfi hledani novych léCiv pfistupovat ke
kazdému typu rakoviny individualné. DalSim problémem je stejné jako u antibiotik vznik
lékové rezistence (Klener et al., 2002). Prikladem muize byt rlzna specifita latek

cilenych na polymeraci tubulinu na riizné izotopy B-tubulinu (Kavallaris, 2010).

2. Nadorova chemoterapie

Chemoterapii je oznaCovana lécba pacienta s nadorovym onemocnénim
pomoci cytostatik. Cytostatika jsou latky toxické pro buriku. PFi 1éEbé nadora se vychazi
Napfiklad principem uc€inku nékterych cytostatik je jejich vysoka toxicita pro bunky ve
fazi mitézy. Protoze se nadorové buriky intenzivné déli, jsou na tyto cytostatika daleko
citlivéjSi nez vétSina ostatnich bunék v téle. Vyjimku tvofi rychle se délici tkané (krevni
bunky, pohlavni buriky a buriky stfevniho epitelu), na ktera mohou mit cytostatika

nezadouci vedlejSi efekt. Tento efekt je vétSinou reverzibilni a pfi |éCbé se s nim
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pocCita. Lécba cytostatiky byva velmi Casto kombinovana s daldimi terapeutickymi

pfistupy - jako je radioterapie nebo chirurgicka lé¢ba (Petruzalek et Konopasek, 2003).

3. Nadorova cytostatika a purinové inhibitory CDK

V soucCasnosti existuje cela fada cytostatik vyuzivajicich se pfi IéCbé riznych
typl nadorl. Déli se podle mechanismu uc€inku a podle zpusobu jejich objeveni. Prvni
cytostatika byla objevena spiSe nahodou jako biologicky aktivni latky produktu
mikroorganism, bakterii a rostlin. Jejich mechanismus u¢inku byl ¢asto objasnén az
fadu let po jejich objeveni. Mezi takto objevena cytostatika patfi cytostaticka antibiotika
a fada rostlinnych alkaloidi. Cytostaticka antibiotika jsou produkty metabolismu
bakterii. VaZzou se na molekulu DNA a tim zabranuji replikaci DNA pfed rozdélenim na
dvé dcefiné bunky. Vazbou na DNA také znemozriuji transkripci genetické informace
(Pazdur et. al, 2008). Do této skupiny spadaji latky jako daunorubicin, doxorubicin,
idarubicin, epirubicin a bleomycin (Silvestriny et al., 1963; Umenzawa, 1965; Arcamone
et al.,, 1969; Arcamone et al.,, 1976; Bonfante et al., 1980). Rostlinné alkaloidy
poskozuji cytosklet a vyuzivaji se jako inhibitory polymerace mikrotubull zabrarujicich
spravné tvorbé mitotického déliciho vieténka (viz. kapitola 6.1.1.3. Mikrotubularni
inhibitory). V klinické praxi se pouzivaji alkaloidy z barvinku rizového (Catharanthus
roseus (L.) G.Don) vinblastin, vincristin, z tisu (Taxus sp. L.) paclitaxel, docetaxel a
z ocunu (Colchicum sp. L.) kolchicin, jehoz pouziti je znaéné limitovano z ddvodu
vysoké cytotoxicity na normalni buriky (Eastéji se tedy pouziva demekolcin) (Brues et
al., 1936; Frei et al., 1961; Costa et al., 1962; Wani et al., 1971; Extra et al., 1991).
DalSimi pouzivanymi latkami jsou inhibitory topoizomeraz (napf. topotecan, etoposid)
(Kirchner et al., 1984; Underberg et al., 1990). Topoizomerazy jsou enzymy dulezité pfi
replikaci DNA. Uplathuji se pfi rozmotavani viakna DNA. P¥i inhibici topoizomerazy | a
topoizomerazy Il je mechanismus ,rozplétani vlakna DNA blokovan. Replikace je
znemoznéna a DNA se rozpada (Champoux et al.,, 2001). K nejdéle pouzivanym
cytostatikim patfi tzv. alkylaéni cytostatika, ktera se vazou na molekulu DNA.
Mechanismus jejich uginku spodiva v prenosu alkylové skupiny na molekulu DNA. Tyto
zmeény vedou k nemoznosti se burnice rozdélit (Teicher et al., 1981). Do této skupiny
latek patfi cyklofosfamid, melfalan, chlorambucil a fada dalSich (Gellhorn et al., 1956;
Papac et al., 1958; Cramblett, 1959).

S objevenim cyklin-dependetnich kinaz (CDK) (Nurse et al., 1981; Lee et al.,
1987) a jejich nepostradatelné funkce pfi regulaci bunééného cyklu (viz. kapitola 5.2.

Kontrolni body a regula¢ni systém bunécného cyklu) zacalo intenzivni hledani latek,
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které by mohly slouzit jako jejich inhibitory (Vesely et al., 1994; Senderowicz, 1999;
Krystof et Uldrijan, 2010). Jako prvni latky se selektivhim uc¢inkem na inhibici CDK byly
objeveny purinové slouc¢eniny, které ve vazebném misté CDK kompetuji s molekulou
ATP a tim snizuji jejich aktivitu nebo je zcela inhibuji (Vesely et al., 1994; De Azevedo
et al., 1997; Fisher et al., 2003). Prvnimi takto objevenymi latkami byly inhibitory
dimethylaminopurin a isopentenyladenin. Jejich uc€innost a specifita vS8ak nebyla
dostatecné velka (Senderowicz et Sausville, 2000). DalSim vyzkumem a testovanim se
ukazalo, Ze silnymi inhibitory jsou pfedevSim puriny substituované v pozicich C2-, C6-
a N9-. K prvnim objevenym latkdm tohoto typu patfi 6-(benzylamino)-2-[(2-
hydroxyethyl)amino]-9-methyl-purin, trivialné nazvany olomoucin, u kterého byl popsan
inhibiéni efekt na CDK1 a CDK2 (Vesely et al.,, 1994). Dal8i chemickou studii a
postupnou modifikaci  olomoucinu byl  pfipraven  6-(benzylamino)-2-[[(1-
(hydroxymethyl)propyllamino]-9-isopropyl-purin, trivialné nazvany roskovitin, ktery
vykazoval oproti olomoucinu pfiblizné 20x vysSi u€innost na CDK1 a 2 (Havlicek et al.,
1997).

Chemické slouceniny odvozené od purinl nevykazuji pouze inhibi¢ni efekt na
CDK, ale mohou také napfiklad inhibovat polymeraci tubulinu mikrotubularnich viaken
a tim inhibovat tvorbu mitotického vieténka (Legraverend et Grierson, 2006). Tyto
nové latky jsou hledany pfredevsim pomoci chemickych knihoven (v tomto pfipadé
v knihovné C2-, C6-, N9- trisubstituovanych purin(). Jednou z latek, ktera splfiuje vyse

popsané vlastnosti, je latka nazyvajici se myoseverin.

4, Myoseverin

Myoseverin (9-isopropyl-N2,N6-bis-(4-methoxybenzyl)-9H-purin-2,6-diamin) je
trisubstituovany purin, ktery byl objeven screeningem knihovny trisubstituovanych
purini pfedevSim za ucéelem objeveni novych molekul, které by mohly u bunék
vyvolavat diferenciaci do specifickych bunéénych typl, anebo naopak molekul, které by
diferenciaci mohly zvratit nebo vyvolat regenerativni procesy. Bylo zjisténo, Ze aplikace
myoseverinu k mySim C2C12 svalovym bunkam zplsobuje reverzibilni Stépeni
mnohojadernych myotubld na jednojaderné fragmenty. Odstranéni myoseverinu a
preneseni bunék do Cerstvého média umoznuje novou syntézu DNA, novou proliferaci
bunék a tim i regeneraci svalové tkané. Biochemické analyzy ukazaly, Ze myoseverin
sam o sob& nemuUze zvratit diferenciacni proces. Misto toho ovliviiuje expresi riznych

ristovych faktori, imunomodulatorti, proteint uplatiujicich se pfi extracelularni
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prestavbé matrix a gend stresovych reakci souvisejicich s aktivaci drah zapojenych do
hojeni ran a regenerace tkani ( Rosania et al., 2000).

Mechanismus uginku myoseverinu byl odhalen az barvenim cytoskeletu bunék.
Barveni aktinu neodhalilo jasny rozdil v prostorovém uspofadani mikrofilament, avSak
barveni vlaken mikrotubult ukazalo, ze myoseverin zplsobuje rozklad dlouhych viaken
mikrotubult na kratké kulovité utvary. DalSi experimenty ukazaly, ze se molekula
myoseverinu pfimo vaze na molekulu tubulinu. Pfesny mechanismus destabilizace sité
mikrotubulovych vlaken neni znam, ale s nejvétsi pravdépodobnosti souvisi se
strukturou myoseverinu. Pro aktivaci depolymerizace mikrotubulll i demontaz myotub(
je nezbytna pfitomnost methoxy skupin v para pozici obou benzylovych kruht. Zatimco
metylace na pozici N6 aktivitu rusi, nékteré substituce na pozici N9 jsou pfi
polymerizaci mikrotubull aktivni (isopropyl (myoseverin) > ethyl > methyl) (Rosania et
al., 2000).

Myoseverin neinhibuje aktivitu CDK1, coZ naznacuje odliSny mechanismus
ucCinku od ostatnich bioaktivnich 2,6,9-trisubstituovanych purin (Chang et al., 1999).

Jelikoz hraji mikrotubulova vlakna kli€¢ovou roli v celé fadé bunéénych procesl
a jednim z nich je i bunééné déleni (jak je popsano v kapitole 6.1.1.2. Mikrotubuly a
mitotické délici vieténko), Ize objeveny u€inek myoseverinu na mikrotubulovy aparat
buriky potencialné vyuzit pfi [éCb& nadorovych onemocnéni. Dalsi vyhodou
myoseverinu je jeho nizka toxicita k normalnim nenadorovym burikam. Tyto ukazatele
vedly k celé fadé dalSich studii u€inku myoseverinu na rizné linie nadorovych bunék.
Bylo zjisténo, ze myoseverin blokuje bunéény cyklus na pFechodu fazi Gy/M.
Podrobnéjsi vyzkum prokazal, ze destabilizace mikrotubulovych viaken vede k tvorbé
chybné vytvofenych ¢asto multipolarnich délicich vietének. Takto deformovana délici
vieténka jsou rozpoznana kontrolnim bodem zodpovédnym za spravné sestaveni
vieténka, bunécny cyklus je zastaven a bunka je nasledné iniciovana k provedeni

apoptézy (Chang et al., 2001).

4.1. Derivaty myoseverinu

V souc€asné dobé je velky vyznam kladen na hledani novych derivatu biologicky
aktivnich latek. Latky aktivni v zakladnich testech totiz obvykle nemaji dokonalé
biologické vlastnosti. Casto jsou malo Gginné, vykazuji negativni vedlej$i uginky nebo
jsou pro klinické pouziti pfilis toxické a tak se stavaji spiSe vychozi strukturni latkou, od

které se odviji vyvoj novych derivatl s lepSimi vlastnostmi.
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Jednim zjiz objevenych derivatd myoseverinu s popsanym mechanismem
latka E2GG  (3-isopropyl-5,7-bis[(4-
methoxybenzyl)amino]-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin. Jedna se o zastupce pyrazolo[4,3-

ucinku  je s kbdovym  oznacenim
d]pirimidin{, ktery stejné jako myoseverin brani polymeraci tubulinu. Tim znemozriuje
spravné sestaveni mitotického vieténka a navozuje zablokovani bunééného cyklu s
naslednou apopt6ézou. Jeho u&innost je 0 néco mendi neZz u myoseverinu, nicméné u
néj byla zjisténa inhibi¢ni aktivita pro CDK 1, 2 a 7. K buné€nym ucinkiim E2GG tak
tedy patfi jak pfima inhibice CDK, tak pfima destabilizace mikrotubularniho aparatu
buriky. Tato sou€asna dvojita inhibitorova specifita ma zajimavy terapeuticky potencial
pro |é¢bu nadorovych onemocnéni (Krystof et al., 2006).

Prakticka Cast této bakalarské prace je zaméfena na testovani Ucinki nové
pfipravenych derivatll myoseverinu (pyrazolo[4,3-d]pyrimidin() na nadorové linii HeLa
(adherentni buriky odvozené od karcinomu délozniho Cipku). Jednd se o latky
s kédovym oznacenim 3407, 3419, 3421 a 3422. Struktura myoseverinu a testovanych
derivatd je zobrazena na Obr. 1. Hodnoty cytotoxicity myoseverinu a testovanych

derivatd na vybranych bunéénych liniich jsou uvedeny v Tab. 1.

Tab. 1: Hodnoty cytotoxicity myoseverinu a testovanych derivati na vybranych

bunécnych liniich.

Bunécna linie ICs (UM)

Myoseverin 3407 3419 3421 3422
K562 11,8+2,6 >6,25 >12,5 >12,5 >50
MCF7 20,0+4,6 >6,25 >125 >12,5 >50
HelLa 51+0,5 179+0,7 175206 229+06 342%35
BJ 19,7+0,3 280+22 348+0,3 32205 >100
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Obr. 1: Chemicka struktura myoseverinu a testovanych derivatu.

CHs

Kapitoly 5 - 7 této bakalarské prace jsou zaméfeny na obecné pochopeni a

popsani zakladnich bunéénych déja, bunécénych struktur a detekénich metod, kterymi

se tato bakalarska prace vice ¢i méné zabyva.

5. Bunécény cyklus

Buniky jsou zakladni stavebni a funkéni jednotkou vSech znamych Zijicich

organismu. Buriky mnohobuné&nych organismd spolu navzajem spolupracuiji,

komunikuji a vytvareji vy$Si specializované utvary oznacované u rostlin jako pletiva a u

zivoCichU jako tkané. Bunky pfijimaji signaly z vnéjSiho prostfedi, které aktivuji kaskady

signalnich drah uvnitf buriky, které vedou k pfisludné bunécné odpovédi (Alberts et al.,

2007).
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Bunécény cyklus predstavuje sled po sobé nasledujicich kroku, které zajistuiji,
aby bunka rostla, zdvojnasobila svoji genetickou informaci a tu nasledné rozdélila pfi
bunéfném déleni do dvou dcefinych bunék. Je nezbytné, aby cely cyklus probéhl
spravné a presné. V opacném pfipadé kontrolni a regulaéni mechanismy buné&ného
cyklu (pfedevsim G1/S a G,/M kontrolni bod) bunécny cyklus zastavi a zahgji pfislusné
opravy (napf. poskozené DNA). Jestlize je posSkozeni pfili§ zavazné, rozsahlé a tedy i
neopravitelné, iniciuji kontrolni body buné&&ného cyklu bun&énou smrt - apoptézu.
Poskozeni kontrolnich mechanismu bunééného cyklu mize vést
k nekontrolovatelnému bunécnému déleni a k rozvoji nadorovych onemocnéni (Garrett,
2001).

Znalost mechanismu regulace a kontroly buné&ného cyklu hraje zasadni roli pfi

vyvoji novych potencialnich nadorovych IéCiv.

5.1. Faze bunééného cyklu

Bunécny cyklus se déli na interfazi a mitézu zakon€enou cytokinezi. Mitéza je
nejdramati¢téjsi fazi bunééného cyklu a to i pfesto, zZe u lidskych eukaryotickych bunék
trva pfiblizné jen jednu hodinu a zaujima tak pouhych 5 % celkového €asu buné&éného
cyklu. V mitéze dochazi k pfesnému rozdéleni chromozému mezi dvé vznikajici
dcefiné bunky. Interfaze zaujima 95 % €asu bunécného cyklu a je rozdélena do dalSich
téi fazi G1, S a G, (Cooper, 2000).

G, faze je prvni fazi po mitdéze. Velmi €asto byva oznacovana jako ristova faze.
Metabolismus buriky, ktery byl pfi mitéze utlumen, se opét zvySuje a vytvari dllezité
proteiny, které se nasledné uplatiuji v dalSich fazich buné&éného cyklu. Burnka se
pfipravuje na S fazi. V Sfazi dochazi ke zdvojeni genetické informace v procesu
zvaném replikace DNA. Nasleduje G, faze, ve které burika opét roste a pfipravuje se
na mitézu. Béhem mitdzy dochazi k pfesnému a rovhomérnému rozdéleni genetické
informace do dvou dcefinych bunék (Alberts et al., 2007). Bunka mlze z G; faze
bunééného cyklu reverzibilné pfejit do klidové faze tzv. G, bodu, ve kterém zlstava a
dale se nedéli z dlvodu plUsobeni specifickych antimitogennich signal, nebo naopak

z nedostatecného pusobeni mitogennich signali (Garrett, 2001).
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5.2. Kontrolni body a requla¢ni systém bunééného cyklu

Regulaéni systém buné&ného cyklu je tvofen souborem proteinl a enzymu
odlisSnych od proteind a enzymu ucastnicich se napf. replikace DNA a segregace
chromozému. Tento systém vyuziva nékolika dulezitych kontrolnich bodu k zastaveni
bunééného cyklu. Prvni kontrolni bod se nachazi na rozhrani fazi G,/S. V tomto bodé
je kontrolovana dostate¢na velikost buriky, zda jsou okolni podminky vhodné pro
proliferaci a zda neni poSkozena DNA. V pfipadég, Ze jedno z vySe uvedenych kritérii
neni spinéno, dojde k zastaveni buné&ného cyklu do té doby, nez bufka doroste do
velikosti vhodné pro proliferaci nebo nez reparacni mechanismy buriky opravi
poskozenou DNA. DalSi vyznamny kontrolni bod se nachazi na rozhrani fazi G,/M.
Kontroluje, zdali je burfika opét dostatecné velka a zda je DNA kompletné zreplikovana
(Alberts et al., 2007). Velmi dulezity je i kontrolni bod na zacatku mitdzy, ktery
kontroluje spravné vytvoreni mitotického déliciho vieténka. V pozdni G, fazi se nachazi
restrikéni bod R, ktery rozhoduje o tom, zdali burika vstoupi do nového bunéného
cyklu anebo ne. V pfipadé, Ze obdrzi dostate€né mnozstvi rastovych signall (pfevazné
extracelularniho puvodu), mize burika restrikénim bodem projit a po zbytek tohoto
bunééného cyklu jiz tyto rlstové signaly nebude vyzadovat. Pokud vSak burika
neobdrzi pfislusné signaly, nebude moci restrikénim bodem projit a misto toho vstoupi
do klidové G, faze. Restrikéni bod se tedy od ostatnich kontrolnich bodu lisi tim, ze
nekontroluje poSkozeni genomu, nicméné zabranuje bunécné proliferaci, v pfipadé, ze
nedostane pfislusné rastové signaly (Garrett, 2001).

Hlavni slozkou regulaéniho systému bunécného cyklu jsou tzv. cyklin-
dependentni proteinkinazy (CDK) patfici do rodiny serin/threonin kinaz. Tyto kinazy
jsou pfitomny v bunfice po cely bunécny cyklus. Aktivovany jsou ale pouze v urcitych
fazich. Pro enzymovou aktivaci a regulaci CDK je nezbytna jejich fosforylace,
defosforylace a predevSim pfitomnost dalSi skupiny proteind, oznacovanych jako
cykliny. Na rozdil od CDK nemaiji cykliny enzymovou aktivitu a jejich koncentrace se
v pribéhu bunécného cyklu cyklicky méni. Sestaveny aktivovany komplex cyklin-CDK
katalyzuje fosforylaci kliCovych proteina, které iniciuji prichod burky jednotlivymi
fazemi bunécného cyklu (Alberts et al., 2007). Napfiklad retinoblastomovy protein pRb,
ktery je produktem tumorového supresorového genu RB1, je kliCovy protein v regulaci
G, faze a ma 16 potencionalnich mist fosforylace. Jestlize je gen RB1 mutovan, nebo
protein pRb nespravné fosforylovan mize dojit k chybné regulaci bunééného cyklu a
rozvoji nadorového onemocnéni (Garrett, 2001).

K tomu, aby se bunéény cyklus mohl zastavit v pfislusnych kontrolnich bodech,

slouzi tzv. cyklin-dependentni inhibiéni proteiny. Tyto proteiny inhibuji enzymovou
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aktivitu CDK (Malumbres et Barbacid, 2009). Jako pfiklad Ize uvést inhibiCni protein
p21. Poskozeni DNA vede ke zvySeni koncentrace a aktivity regulaéniho proteinu p53,
ktery stimuluje transkripci genu kodujici protein p21. Ten se vaze na komplex S-
fazoveho cyklinu s CDK a inaktivuje ho. Bunécny cyklus se zastavi v G; fazi, dokud
neni DNA opravena (Alberts et al., 2007). V souCasné dobé je v klinickém testovani
cela fada syntetickych inhibitord CDK (napf. Flavopiridol). Inhibitory CDKs tedy
pfedstavuji jednu =z dalSich mozZnosti, kudy se ubirat v boji s nadorovymi

onemocnénimi (Senderowicz, 1999).

6. Cytoskelet

Cytoskelet je sit' proteinovych vldken uloZenych v cytoplazmé a vypliujicich
celou bunku. Jednd se o vysoce dynamickou strukturu, ktera je pro Zivot buriky
nezbytna. Bufice umoznuje pfedevsim udrzovat stabilni tvar, ale soucasné se muze
reorganizovat a pfizpUsobit se plsobeni vngjsich sil. Cytoskelet je zodpovédny za
bunécny transport a pohyb. Zajistuje pohyb organel zjednoho mista na druhé,
rozdéleni chromozém( pfi mitéze, nebo zaskrceni zivociSnych bunék pfi cytokinezi
(Fletcher et Mullins, 2010).

6.1. Proteinova viakna cytoskeletu

Cytoskelet se sklada ze tfi typl proteinovych viaken: mikrotubul(, mikrofilament
a intermedialnich filament.

Intermedialni filamenta jsou provazcovita vlakna vytvofena stoCenim mnoha
dlouhych fibrilarnich proteinovych podjednotek s centralni tyCovitou ¢asti a globularni
hlavi¢kou na aminovém i karboxylovém konci. Jejich praimér se pohybuje okolo 10 nm.
Jedna se o nejpevnéjsi a nejodolnégjsi viakna ze vSech tfi typu cytoskeletarnich viaken.
V bunce tvofi jadernou laminu a nachazi se pfedevSim kolem jadra a v mistech
bunéénych spoju. Chrani buriku pfed mechanickym stresem (Alberts et al., 2007).

Mikrofilamenta také oznacovana jako aktinova filamenta jsou Sroubovité
polymery proteinu aktinu vytvarejici provazce o praméru 7 nm. Tyto vlakna jsou
tvofena fetézcem globularnich molekul aktinu, které vSechny sméfuji stejnym smérem
a vytvafi tak plus a minus konec. Na plus konci vlakno roste nebo se rozpada rychleji
nez na minus konci. Mikrofilamenta jsou tenka a velmi pruzna. V burice se nachazi pod

cytoplazmatickou membranou a umoZiuji bufce pohyb po pevném podkladu a
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fagocytaci vétSich Castic. Vyznamné se také uplatiiuji pfi cytokinezi a svalovém stahu
(Alberts et al., 2007).
Pro tuto bakalafskou praci jsou vSak nejdllezitéjSi mikrotubulova vilakna, a

proto jim je vénovana cela samostatna podkapitola.

6.1.1. Mikrotubuly

Mikrotubuly jsou duté Utvary o priméru 25 nm sloZené z dimernich globularnich
a- a B-tubulinovych podjednotek spojenych nekovalentnimi vazbami (Howard et
Hyman, 2007). Tubulinové podjednotky formuji sténu cylindrického mikrotubulu, ktery
se sklada ze 13 paralelnich protofilament (fetézcl stfidajicich se a- a B-tubulind)
(Alberts et al., 2007). Mikrotubuly jsou vysoce dynamické polarni Utvary s plusovym
koncem (B-tubulinem) na jedné strané mikrotubulu a minusovym koncem (a-tubulinem)
na druhém. Na plusovém konci mikrotubuly pfirlstaji, naopak na minusovém se
rozpadaji (Walker et al., 1988). V in vitro experimentech vede dodani Cistého tubulinu
k ristu na obou koncich, plusovy konec ale roste rychleji nez minusovy. Mikrotubuly
jsou v zivocisné bunce tvofeny v cetrozomech v tzv. y-tubulinovych prstencich.
Centrozomy jsou drobné struktury v blizkosti jadra, odkud se mikrotubuly rozbihaji ke
krajam buriky (Alberts et al., 2007). Mikrotubulova vlakna jsou asociovana s celou
fadou protein. NejdulezitéjSimi z nich jsou tzv. molekulové motory (kineziny a
dyneiny), které se pohybuji podél mikrotubultd a uplatiuji se pfi vnitrobunééném
transportu (Howard et Hyman, 2007). Kineziny se pohybuji smérem k plus konci
mikrotubulu a dyneiny naopak smérem k minus konci (Alberts et al., 2007).

Mikrotubuly maji také kliCovou roli pfi mitdéze, jak bude popsano v kapitole

6.1.1.2. Mikrotubuly a mitotické délici vieténko.

6.1.1.1. Dynamicka nestabilita mikrotubult

Mikrotubuly se prodluzuji pfikladanim novych podjednotek tubulinu k plus konci
mikrotubulového vlakna smérem od organiza¢niho centra. Rast mikrotubulu se vSak
muze nahle zastavit a mikrotubul se za¢ne zkracovat zpatky smérem k organizacnimu
centru. Zkraceni muze byt Uplné, nebo jen CasteCné, po kterém muize dojit opét
k nahlému rustu (Alberts et al., 2007). Mikrotubuly tedy mohou dynamicky pfepinat
mezi fazi rlstu a fazi zkracovani. Tento proces se oznacuje jako dynamicka nestabilita
mikrotubult (Karp et Gerald, 2005).
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Kazdy volny tubulinovy dimer (sestavajici z a- a B-tubulinovych podjednotek)
obsahuje dvé vazebna mista pro molekuly guanosintrifosfatu (GTP) (Weisenberg,
1972). Zatimco GTP vazané na a-tubulinovou podjednotku je stabilni a ma strukturni
funkci, GTP vazané na B-tubulinovou podjednotku muze byt hydrolyzovano na GDP
kratce poté, co byl navazan na plusovy konec rostouciho mikrotubulu. Tubulinové
podjednotky nesouci GDP maiji odliSnou konformaci a vazby mezi nimi jsou slabsi nez
u tubulinovych podjednotek s pevné navazanym GTP (Alberts et al., 2007). Pfi rychlé
polymeraci jsou tubulinové molekuly pfidavany na konec mikrotubulu rychleji, nez je
hydrolyzovano GTP, které nesou. Konec mikrotubulu je tvofen pouze GTP-
tubulinovymi podjednotkami, které se mezi sebou pevné vazou a vytvaii tzv. GTP-
Cepi¢ku. Mikrotubul roste a nemlze depolymerovat. Jestlize je rust mikrotubulu
pomaly, maze dojit k hydrolyze GTP na GDP dfive nez se navazou nové tubulinové
podjednotky nesouci GTP. Podjednotky s navazanym GDP jsou jen slab& vazany a
uvolfiuji se z vldkna mikrotubulu do cytosolu bufky. Tubulinové viakno se zkracuje
(Mitchison et Kirschner, 1972). V cytosolu je jejich navazany GDP nahrazen za GTP, a
tim se stavaji soucasti novych zasob volnych molekul tubulinu schopnych vazby
s koncem dalSiho rostouciho mikrotubulu (Alberts et al., 2007). Proces zmény
polymerace mikrotubulu v jeho depolymeraci je oznafovan, jako mikrotubulova
katastrofa. V pribéhu depolymerace se mohou na konec vlakna vazat tubulinové
podjednotky s navazanym GTP, a tim vytvofit novou GTP-CepiCku, ktera zabranuje
dalSi depolymeraci mikrotubulu. Tento proces se nazyva zachrana mikrotubulu
(Mitchison et Kirschner, 1972).

6.1.1.2. Mikrotubuly a mitotické délici vieténko

Mitotické délici vieténko predstavuje velmi dulezitou bunéCnou komponentu,
ktera je zodpovédna za spravné a presné rozdéleni chromozédmu do dcefinych bunék
béhem buné&ného déleni. Mitotické vieténko je tvofeno ze stovek rdznych
asociovanych proteint. Hlavni stavebni slozku vSak predstavuji mikrotubulova vlakna
(Walczak et Heald, 2008).

Ke konci S faze dochazi k duplikaci a rozpojeni centrozomu za vzniku dvou
dcefinych centrozom, které se zvétSuji do konce G, faze a zUstavaji pospolu az do
profaze, kdy se rozchazi k protilehlym stranam buriky a davaji tak vzniknout polim
mitotického vieténka. Na zacatku mitézy dochazi k rozpadu stavajicich dlouhych
mikrotubull a vytvofeni novych, kratSich s daleko vétSi dynamickou nestabilitou (20x

oproti interfaznim mikrotubulim) (Alberts et al., 2007).
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Spravné sestavené mitotické vieténko je tvofeno tfemi typy mikrotubularnich
vlaken. Prvnimi z nich jsou tzv. astralni mikrotubuly. Jedna se o mikrotubulova vlakna
vybihajici z pélu vieténka do vSech stran cytoplazmy. Jsou volné zakon¢ena nebo jsou
zakotvena do vnitini strany plazmatické membrany. Maji pfedevSim ukotvovaci funkci.
Druhym typem jsou tzv. polarni mikrotubuly. Tyto mikrotubuly se v ekvatorialni roviné
bunky spojuji pomoci specifickych proteint s mikrotubuly druhého pélu a udrzuji tak
tvar mitotického vieténka. Posledni typem jsou kinetochorové mikrotubuly. Tato vliakna
se vazou pomoci proteinovych komplext kinetochorli na kondenzované chromozémy
v oblasti jejich centromer. Jsou zodpovédné za rozchod chromozéml pfi anafazi
(Alberts et al., 2007).

VSechny typy mikrotubulovych viaken jsou orientovany minus koncem k pélum
mitotického vieténka. Plus konce sméfuji do prostoru buriky. Nejsou-li chromozémy
spravné uchyceny, nebo pokud dojde k chybnému sestaveni mitotického vieténka (za
spravné poskladani mikrotubull zodpovida rodina proteind nazyvajici se kineziny,
pfedevSim pak kinezin-5 a -4), dojde k zastaveni buné&ného cyklu vlivem kontrolniho
bodu vieténka. V pfipadé, Ze nebyl nalezen zZadny problém, mize burika pokracovat
v mitéze. V anafazi se oddéluji sesterské chromatidy a ty jsou pomoci kinetochorovych
vlaken pfitahovany k opaénym polim buriky. Polarni mikrotubuly se prodluzuji
polymeraci na plus koncich. Astralni mikrotubuly se ukotvuji v plazmatické membrané.
Tyto procesy vedou k oddaleni pdélu vieténka a napomahaji segregaci chromozému.
Oddalené poly vieténka se v dcefinych burikach stavaji zakladem pro nové centrozomy
(Alberts et al., 2007).

6.1.1.3. Mikrotubularni inhibitory

Mikrotubularni inhibitory jsou latky, které se vazi na molekuly volného tubulinu,
nebo pfimo na vytvofena mikrotubulova viakna. Mikrotubularni inhibitory spadaji do
skupiny latek nazyvajicich se latky antimitotické. Tyto latky ovliviiuji spravnou funkci
mitotického déliciho vieténka, které je nezbytné pro uspésné rozdéleni buriky pfi
mitéze (Jordan et Wilson, 2005).

Antimitotické latky, které cili na mikrotubuly, 1ze rozdélit do dvou skupin. Prvni
skupinu predstavuji latky stabilizujici mikrotubuly. Sem spadaji latky jako paclitaxel,
docetaxel, laulimalid, epothylony a cela fada dalSich. Napfiklad paclitaxel se Uspésné
pouziva pfi IéCbé karcinomu prsu, prostaty, plic a Kaposiho sarkomu u pacientd s HIV
(Saville et al., 1995). Vy3&Si terapeutické koncentrace paclitaxelu zabranuji oddéleni

mikrotubull od centrozomd chromozomd, a tim zastavuji bunécné déleni (Ganguly et
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al., 2010). Bylo zjiSténo, ze se paclitaxel vaze na B-tubulinovou podjednotku
mikrotubulu. Druhou skupinu pfedstavuji latky destabilizujici mikrotubuly. Do této
skupiny patfi nocodazol, vinblastin, vincristin, kolchicin, kolcemid, combretastatin a cela
fada dalSich latek, které se jiz v klinické praxi uspé&sné pouZzivaji k IéCbé rakoviny.
Napfiklad vinblastin je latka vyuZivana v |écbé karcinomu prsu, hlavy, krku, varlat a
Hodgkinova lymfomu. Ziskava se z rostliny barvinek rizovy (Catharanthus roseus (L.)
G.Don), ve které vznika spojenim dvou alkaloidd catharanthinu a vindolinu (Esyanti et
al., 2008). U vinblastinu, stejné jako u kolcemidu a nokodazolu, byly popsany dva
ucinky na Zzivocisné bunky (Jordan et Leslie, 2004). Pfi velmi nizkych koncentracich
potlacuji dynamiku mikrotubul, ve vySSich koncentracich zpUsobuji destabilizaci
mikrotubul, coz ma za nasledek chybné vytvofeni aparatu déliciho vieténka a
nasledné zastaveni bunétného cyklu (Yang et al., 2010).

Vzhledem k tomu, ze se mikrotubuly v bufice kromé tvorby mitotického vieténka
uplatnuji i pfi fadé dalSich funkci, stavaji se i normalni nedélici se buriky teréem téchto
latek. Tyto latky Casto vykazuji nedostateénou selektivitu k nadorovym bufikam
projevujici se celou fadou vedlejSich ucinkd. Cilem sou€asného vyzkumu je nalézt
takové latky, které by vykazovaly co nejvysSi specifiCnost k nadorovym burikdm a

zaroven co nejmensi cytotoxicitu pro nenadorové bunky lidského organismu.

7. Programovana bunécna smrt

Programovana bunééna smrt neboli apoptéza, je vysoce regulovany proces
probihajici v bufikach mnohobunéénych organismd vedouci k morfologickym zménam
a nasledné destrukci a rozpadu bunky na apoptoticka téliska (Saikumar et al., 1999).
Tyto morfologické zmény zahrnuji zmenseni a kondenzaci buriky, odbourani
cytoskeletu, rozpad jaderné membrany a fragmentaci jaderné DNA. Povrch bunky je
pozménén a rozpoznan makrofagy, coz vede k okamzité fagocytaci apoptotické buriky.
Na rozdil od bunééné nekrdzy, ktera je formou traumatické bunééné smrti v dasledku
akutniho bunééného poskozeni vedouciho zpravidla k nebezpeéné zanétlivé reakci, je
apoptdza proces pro organismus vesmeés pozitivni bez zanétlivé reakce (Alberts et al.,
2007). Pomoci apoptdzy organismus udrzuje rovnovahu mezi produkci novych bunék a
odstrafiovanim bunék starych, nepotfebnych nebo poSkozenych. Zajistuje tak
homeostazu vnitiniho prostfedi organismu. Apoptéza se také vyznamné uplatiuje pfi
formovani organismu b&hem embryonalniho vyvoje (napf. tvorba prstd ruky a nohy).
Snizena aktivita bunééné apoptdzy nebo jeji uplna inhibice vede k nadmérné produkci

bunék, kterd muze vyustit az k rozvoji nadorového onemocnéni nebo raznych typa
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autoimunitnich onemocnéni. Naopak zvy3ena aktivace bunééné apoptdézy vede
k nadmérné destrukci bunék, coz muze vést krozvoji chorob spojenych s jejich
deficienci  (Thompson, 1995). Jednd se napfiklad o  Alzheimerovu
chorobu, Huntingtonovu chorobu, Parkinsonovu chorobu, diabetes mellitus typu |,
srdec¢ni ischemii, akutni infarkt myokardu nebo roztrouSenou sklerézu (Saikumar et al.,
1999).

Vy8e zminéna role apoptdzy v fadé onemocnéni vede v sou€asnosti K jejimu
intenzivnimu zkoumani a hledani novych |é€iv, ktera by cilila pravé na molekularni

drahy apoptozy.

7.1. Metody detekce apoptozy

Nejjednodusi a zaroven jednou z nejlevnéjSich metod detekce apoptozy je
pozorovani morfologickych zmén (napf. kondenzace chromatinu) a apoptotickych
télisek pomoci svételné a elektronové mikroskopie. Nevyhodou této metody je
identifikace apoptotickych bunék az ve velmi pozdni fazi apoptézy (Sladek et al., 2001).

Dalsimi vyuzivanymi metodami detekce apoptézy jsou pozorovani
permeabilizace plazmatické membrany a sledovani zmén mitochondrialniho
membranového potencialu. K pozorovani permeabilizace plazmatické membrany Ize
pouzit napfiklad zelené fluorescenéni barvivo Yo-pro, které se pfes mirné
permeabilizovanou membranu apoptotickych bunék a silné poSkozenou membranu
nekrotickych bunék dostava do nitra burfiky a vaze se na DNA. Pro odliSeni
apoptotickych bunék od nekrotickych se vyuziva barveni propidium jodidem.
Neporusené membrany normalnich bunék jsou pro Yo-pro neprostupné (Idziorek et
al.,, 1995). Pro sledovani zmén mitochondrialniho membranového potencialu se
pouziva tetramethylrhodamin ethyl ester (TMRE). Jedna se o molekulu, ktera se
kumuluje v mitochondriich zdravych bunék. Pfipadny pokles nebo uUplna zirata
membranového potenciadlu Ize zméfit jako pokles signalu fluorescence, ktery lze
detekovat pomoci pritokového cytometru nebo fluorescenénim mikroskopem (O'Reilly
et al., 2004).

Dalsi mozZnosti detekce apoptéozy je metoda zalozena na translokaci
fosfatidylserinu vyuzivajici fluorescenéné znaceny protein Annexin-V. Tento protein se
s velmi vysokou afinitou vaze na fosfatidylserin, ktery je u apoptotickych bunék
translokovan z nitra bunky na jejich povrch. Problém nastava u nekrotickych buriek,
kdy se vdisledku poSkozené plazmatické membrany Annexin-V vaze i na
fosfatidylserin uvniti buriky a poskytuje tak faleSné pozitivni vysledek. Pro odliSeni

ranych apoptotickych bunék od nekrotickych bunék se pouziva barveni pomoci PI.
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Detekce se provadi opét pomoci pratokového cytometru nebo fluorescenénim
mikroskopem (Vermes et al., 1995).

Jednou z nejspolehlivéjSich metod detekce apoptdzy je fragmentace DNA pfi
které je DNA Stépena na malé Casti o velikost 200 bp, které jsou z bufky extrahovany a
detekovany elektronovym mikroskopem nebo gelovou elektroforézou s naslednym
barvenim ethidium bromidem (Wyllie, 1980).

Ke stanoveni apoptézy bunék se také vyziva rliznych metod detekce caspaz.
Nebot se jedna o jeden z hlavnich experimentu této bakalarské prace, bude caspazam

vénovana samostatna podkapitola.

7.1.1. Caspazy a caspaza 3

Protein caspaza 3 je ¢lenem rodiny proteind oznaCovanych jako caspazy (angl.
cysteine-dependent aspartate-directed  proteases). Jednd se o  skupinu
cysteinprotedz s cysteinem v aktivnim misté Stépici peptidovou vazbu specificky
za aspartatem. Uplatriuji se v signalni kaskadé procesu apoptézy a nekrézy (Alnemri et
al., 1996). U ¢lovéka je znamo celkem dvanact caspaz, z nichz sedm se uplatfiuje pfi
apoptoéze. Jedna se o caspazy iniciacni (CASP 2, 8, 9 a 10), které jsou na zacCatku
aktivaéni kaskady a caspazy efektorové (CASP 3, 6 a 7), které jsou na konci aktivaéni
kaskady a provadéji aktivaci samotné apoptdzy. Zbylé caspazy se uplatiiuji pfi regulaci
bunééného cyklu a zanétlivé odpovédi (Alberts et al., 2007).

Caspazy jsou exprimovany v neaktivni formé& oznacované jako procaspazy.
Jedna se o dimery slozené z a, B podjednotky a z pfipojené sekvence aminokyselin
nazvané protodoména. Hlavni schopnosti caspaz je, ze jedna caspaza je schopna
aktivovat caspazu druhou, a tim vytvofit komplexni aktivacni kaskadu vedouci az
k indukci bunééné apoptdzy. Aktivacni kaskada caspaz mlze byt aktivovana dvémi
slozitymi cestami. VnéjSi aktivace vyuzivajici Fas receptortd na povrchu bunky a vnitini
aktivace souvisejici s uvolnénim cytochromu c¢ z mitochondrii do cytosolu a aktivaci
proteinu Apaf-1 (Alberts et al., 2007).

Caspaza 3 kédovana genem CASP 3 patfi mezi nejlépe prostudované lidské
caspazy. Jedna se o jednu z hlavnich vykonnych efektorovych caspaz majici zasadni
vyznam pfi apoptéze. Podili se na kondenzaci chromatinu a fragmentaci jaderné DNA
(Porter, 1999). Caspaza 3 je u apoptotickych bunék aktivovana jak vnéjsi, tak vnitini
aktivacni drahou (Salvesen, 2002). Detekce aktivni caspazy 3 se vyuziva jako
apoptotickeho markeru. Aktivaci caspazy 3 v bunce Ize zjistit nékolika metodami.

Napfiklad pomoci fluorimetrického stanoveni jeji aktivity zalozeného na hydrolyze
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peptidového substratu znaéeného 7-amido-4-trifluoromethylkumarinem, nebo pomoci
fluorescencni mikroskopie €i pratokové cytometrie (Gurtu, 1997).

V této bakalarské praci byla pro stanoveni aktivity caspazy 3 pouZita metoda
detekce aktivniho fragmentu caspazy 3 pomoci krali¢i monoklonalni protilatky proti

Stépnému fragmentu caspazy 3 znacené Alexa Fluor 488 (viz. kapitola metody 12.7.).

8. Histony a histon H3

Histony jsou malé ve vodé rozpustné bilkoviny obsahujici velky pocet kladné
nabitych aminokyselin, pfedevSim arginin a lysin. Tento celkovy kladny naboj jim
umoznuje vytvaret reverzibilni komplexy s DNA oznaCované jako nukleozémy (Reeve
et al., 2004). Existuje pét hlavnich skupin histont H1, H2A, H2B, H3 a H4. Histony
podléhaji rGznym posttranslaénim modifikacim, které méni jejich vzajemné interakce
s DNA a jadernymi proteiny. Jedna se napf. o acetylaci, metylaci a fosforylaci (Strahl,
2000).

Histon H3 je tvofen z globularni domény a N-terminalniho konce. Jedna se o
nejvice postranslacné modifikovany histon ze vSech. Fosforylace histonu H3 na N-
terminalnim konci je nezbytna pro kondenzaci a formovani chromozému( béhem mitoézy
(Goto et al., 1999). Dlouhou dobu se predpokladalo, Ze na kondenzaci chromozému
béhem mitdézy se podili i fosforylace histonu H1 (Bradbury, 1992), ale dal§i vyzkumy
ukazaly, ze tomu tak neni (Shen et al., 1995). Pomoci specifické polyklonalni protilatky
proti histonu H3 fosforylovanému na serinu 10 bylo u rostlin a obratlovct prokazano, ze
kondenzace chromozom( béhem mitézy je doprovazena pravé fosforylaci histonu H3
na serinu 10 (De la Barre et al., 2000). Fosforylace histonu H3 je u savdich bunék
poprvé detekovana v pozdni G, fazi a to na pericentrickém heterochromatinu. Jak
mitéza probiha, Sifi se pres celé chromozomy. Fosforylace je dokonlena v pozdni
profazi a udrzovana v metafazi. Defosforylace histonu H3 zacgina v anafazi a kon¢&i na
zacCatku telofaze (Van Hooser et al., 1998).

Detekce histonu H3 fosforylovaného na serinu 10 se vyuziva jako mitotického
markeru. V této bakalafské praci byla pro stanoveni fosforylovaného histonu H3
(Serl10) v bunkach pouzita kraliCi polyklonalni primarni protilatka anti-pH3 (Serl10) a
kozi sekundarni protilatka proti krali¢i 1IgG znacena Alexa Fluor 488 (viz. kapitola
metody 12.9.).
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9. Pritokova cytometrie

Pritokova cytometrie je metoda umozriuji diferenciaci populaci bunék a zjisténi
pfesnych poctld bunék obsazenych ve vzorku na zakladé jejich fyzikalné-chemickych
vlastnosti pfi prachodu laserovym paprskem. Analyza se provadi na pfistroji
nazyvajicim se prutokovy cytometr. Kazda bunka ve vzorku je ozafovana laserovym
paprskem. Pfi dopadu laserového paprsku na buriku dochazi k jeho lomu a rozptylu.
PFfimy rozptyl je umérny velikosti buriky. BoCni rozptyl poskytuje informaci o vnitfni
struktufe a bunécné granularité. Prutokova cytometrie mlze byt také vyuzita i pro
detekci fluorescence bunék. Bunééné struktury, které maji byt analyzovany, jsou
nabarveny fluorescenénimi barvivy (tzv. fluorochromy). PFi ozafeni takto nabarvené
bunky, dochazi k absorbci svétla o vinové délce umérné dopadajicimu laserovému
paprsku a nasledné emisi svétla, které je zachyceno detektory spojenymi s filtry
propoustéjici pouze svétlo urcité vinové délky. Pritokova cytometrie muze byt
vyuzivana i pro specialni analyzy jako jsou multiparametrové analyzy a bunééné tfidéni
(Ormerod, 1994).

V této bakalarské praci byla metoda prutokové cytometrie pouzita pro analyzu
bunécéného cyklu (viz. kapitola metody 12.6.) a k detekci aktivniho fragmentu caspazy 3

(viz. kapitola metody 12.7.).

10. Imunofluorescenéni znaéeni:

Imunofluorescenéni znaceni je technika zalozena na pouziti fluorescenéné
znacenych protilatek. Jedna se o jednu z nejpouzivanéjSich technik v experimentalni
biologii. RozliSuje se pfimé a nepfimé znacdeni. U pfimého znaleni se primarni
protilatka konjugovana s fluorochromem vaze pfimo na zajmovy antigen. U
sekundarniho znacCeni se primarni protilatka vaze na zajmovy antigen. Nasleduje
vazba sekundarni protilatky konjugované s fluorochromem na imunoglobuliny
organismu, z néhoz pochazi vySe zminéna primarni protilatka. Nepfimé znaceni je
zpravidla na fluorescenénim mikroskopu a vzdy se zafixovanymi vzorky (King et al.,
2006).

V této bakalarské praci byla technika imunofluorescenéniho znaéeni pouzita pro
vizualizaci tubulinu (viz. kapitola metody 12.8.) a k detekci fosfohistonu H3 (Ser10) (viz.

kapitola metody 12.9.).
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11. Material a pristroje

11.1. Chemikalie a protilatky

4',6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride (DAPI)(Sigma-Aldrich), aceton (Fischer
Scientific), calcein AM roztok (Molecular probes), chlorid draselny (Fischer Scientific),
chlorid sodny (Fischer Scientific), B-cyklodextrin (MP Biomedicals), dimethylsulfoxid
(DMSO)(Sigma-Aldrich), dihydrogenfosforeénan draselny (Lachema), dodekahydrat
hydrogenfosfore€nanu sodného (Lachema), Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM)(Invitrogen), ethanol (Fischer Scientific), fetalni sérum (FS)(Invitrogen), hovézi
sérovy albumin (BSA)(Sigma Aldrich), hydroxid sodny (Lachema), kyselina
ethylenglykoltetraoctova (EGTA)(Sigma-Aldrich), kyselina chlorovodikova (MP
Biomedicals), L-glutamin roztok (Sigma-Aldrich), methanol (Fischer Scientific), mowiol
(Calbiochem), penicilin streptomycin roztok (Sigma-Aldrich), propidium jodid (Sigma-
Aldrich), ribonukleasa A (RNAsa)(Sigma-Aldrich), trypsin (Sigma-Aldrich), Tween 20
(MP Biomedicals).

Krali¢i monoklonalni protilatka proti $tépnému fragmentu caspazy 3 znacena Alexa
Fluor 488 (Beckman Coulter), mySi monoklonalni primarni protilatka anti-a tubulin klon
DM1A (Sigma-Aldrich), kozi sekundarni protilatka proti mySim IgG znacena
fluoresceinem (GAM-FITC)(Jackson ImmunoResearch Laboratory), krali¢i polyklonalni
primarni protilatka anti-pH3 (Serl10)(Millipore), kozi sekundarni protilatka proti krali¢i

IgG znacena Alexa Fluor 488 (Invitrogen).

VSechny protilatky byly rozpustény v roztoku 5% nizkotuéného mléka a 0,1% Tweenu
20 v PBS.

Testované latky s kédovym oznacenim 3417, 3419, 3421, 3422 a myoseverin byly
pfipraveny v Izotopové laboratofi (Ustav experimentéini botaniky AV CR) a rozpustény
v DMSO na koncentraci 100 mM.

28


http://www.mpbio.com/
http://www.mpbio.com/
http://www.mpbio.com/

11.2. Roztoky

11.2.1. Roztoky pro kultivaci bunék

Standardni kultivaéni médium DMEM 10%

SloZeni: Dulbecco’s Modified Eagle Medium, 100 I[U/ml penicilin, 100 pg/ml
streptomycin, 10% (v/v) fetalni sérum, 0,25 mg/ml glutamin

Pro pfipravu 500 ml 10% DMEM bylo sterilné pfidano k 440 ml DMEM média 50 ml

fetalniho séra, 5 ml penicilinu/streptomycinu a 5 ml glutaminu.

0,5% EGTA (w/v), pH 7,2
Slozeni: EGTA, PBS
Pro pfipravu 500 ml EGTA bylo rozpusténo 2,5 g EGTA v 500 ml PBS. Hodnota pH

byla upravena na 7,2. Nasledné byl roztok pfefiltrovan pfes 0,22 pm filtr.

Trypsin/EGTA

Slozeni: 0,1% trypsin; 0,25% EGTA

Pro pfipravu 500 ml Trypsin/EGTA bylo 20 ml zasobniho trypsinu (25 g/l) sterilné
smichano s 230 ml sterilni destilované vody. Ke 250 ml vzniklého roztoku bylo pfidano
250 ml 0,5% EGTA pH =7,2.

11.2.2. Roztoky pro méreni rozpustnosti testovanych latek

5 mM a 0,1 mM kyselina chlorovodikova, 5 mM hydroxid sodny, 0,5 mM B-cyklodextrin.

11.2.3. Roztoky pro analyzu bunééného cyklu

PBS

Slozeni: 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 10 mM Na,HPO, . 12 H,0; 2 mM KH,PO,

Pro pfipravu 1l PBS bylo smichano 2,31 g Na,HPO, . 12H,0; 0,2 g KH,POy,; 8 g NaCl;
0,2 g KCI a rozpusténo v 950 ml destilované vody. Hodnota pH byla upravena na 7,4.

Nasledné byl roztok doplnén destilovanou vodou do objemu 11I.

Roztok propidium jodidu

0,1 mg/ml, destilovana voda
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Roztok RNAsy

10 mg/ml, destilovana voda

70% ethanol

11.2.4.Roztoky pro detekci aktivhiho fragmentu caspazy 3

Desetkrat fedény roztok krali€i monoklonalni protilatky anti-cleaved casp3-AF488
v 0,5% BSA/PBS, 0,5% BSA/PBS, ledové vychlazeny 90% methanol.

11.2.5. Roztoky pro imunofluorescenéni znaceni tubulinu

PBS-T
Slozeni: PBS, Tween 20
Pro pfipravu 500 ml PBS-T bylo smichano 500 pyl Tweenu 20 s 500 ml PBS.

methanol/aceton 1:1 (v/v)
Slozeni: methanol, aceton

Pro pfipravu 50 ml fixani smési bylo 25 ml methanolu smichano s 25 ml acetonu.

Roztok mySi monoklonalni primarni protilatky anti-a tubulin klon DM1A byl pfipraven
nafedénim zasobniho roztoku anti-a tubulinu 10 pg/ml 1 : 4 do média DMEM s 10%

fetalnim sérem (koneéna koncentrace 2 pg/ml).

Roztok kozi sekundarni protilatky GAM-FITC byl pfipraven nafedénim (100x)
zasobniho roztoku GAM-FITC 0,68 mg/ml do média DMEM s 10% fetalnim sérem

(konecna koncentrace 6,8 ug/ml).

Roztok DAPI byl pfipraven nafedénim (2000x) zasobniho roztoku DAPI 10 mg/ml do

destilované vody (kone¢na koncentrace 5 ug/ml).

11.2.6. Roztoky pro imunofluorescenc¢ni znacéeni fosfohistonu H3

Roztok krali€i polyklonalni primarni protilatky anti-pH3 (Serl10) byl pfipraven nafedénim
zasobniho roztoku anti-pH3 (Ser10) (200x) do 0,5% BSA/PBS.

Roztok kozi sekundarni protilatky proti krali¢i 1gG znaCenou Alexa Fluor 488 byl
pfipraven nafedénim zasobniho roztoku (1000x) do 0,5% BSA/PBS.
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11.3. Pristrojové vybaveni

Flowbox s vertikalnim proudénim vzduchu Gelaire TC 48 (Gelaire, Flow Laboratories,
AUS), svételny mikroskop CK2 (Olympus, JPN), spektrofotometr UV 1800 (Schimadzu
Scientific Instruments, USA), pritokovy cytometr Cell Lab Quanta™ SC — MPL
(Beckman Coulter, USA), centrifuga BR4i s vyménitelnymi rotory (Jouan, FRA),
vakuova pumpa KNF (Laboport, USA), vortex Heidolph Reax Top (Heidolph, DEU),
CO; inkubator (Sanyo, JPN), fluorescenéni mikroskop Olympus BX50 (Olympus, JPN)
vybaveny digitalni kamerou Cool Snap (Photometrics, GB).

11.4. Biologicky material

Adherentni bunéénd linie HeLa odvozena od karcinomu délozniho Cipku, suspenzni
bunécna linie K562 odvozena od chronické myeloidni leukémie a adherentni bunééna
linie MCF7 odvozena od lidského karcinomu prsu byly zakoupeny u firmy European
Collection of Cell Cultures (GB). Lidské BJ fibroblasty byly zakoupeny u firmy American
Type culture Collection (USA).

12. Metody

12.1. Stanoveni zivotaschopnosti bunék

Testy zivotaschopnosti bunék byly provedeny pomoci calcein AM roztoku.
Fluorescence zivych bunék byla méfena pfi 485/538 nm (ex/em) pomoci Fluoroskan

Ascent Plate Reader (Thermo Labsystems) (Krystof et al., 2006).

12.2. Meéreni rozpustnosti testovanych latek

Na spektrofotometru byla zméfena absorbance (v rozsahu vinovych délek 230 —
450 nm) testovanych latek o koncentraci 100, 50 a 10 uyM rozpusténych v pfislusnych
rozpous$tédlech (fedéni 1000x). Jako blank byl pouzit do objemu 2 ml tisickrat zfedény
roztok DMSO v testovaném rozpoustédle. Zméfena spekira absorbanci byla

zpracovana a vyhodnocena v programu UV Probe (Shimadzu).
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12.3. Kultivace bunék

Bunky linie HeLa byly kultivovany v CO, inkubatoru v kultivacnich lahvich
ve standardnim kultivaénim médiu DMEM s 10% fetalnim sérem, penicilinem a
streptomycinem pfi teploté 37 °C a obsahu CO, 5 %. Byly pasazovany tfikrat tydné za

pouziti standardni trypsiniza¢ni procedury (adherentni buriky).

12.4. Nasazeni a kultivace bunék pro vybrané experimenty

Bunky linie HeLa byly v kultivacni nadobé ztrypsinizovany a splachnuty médiem
do 10ml sterilni plastové zkumavky, stoCeny na centrifuze (1000 rpm, 5 min.)
Supernatant byl odsat a pelet bunék rozpustén kultivaénim médiem DMEM na objem
10 ml. Nasledné byly buriky spocitany v Blrkerové pocitaci komurce a nafedény
DMEM na pozadovanou koncentraci (80 000 bunék/ml). Pro analyzu buné&éného cyklu
na prutokovém cytometru a pro detekci aktivniho fragmentu caspazy 3 pratokovou
cytometrii byly nafedéné bunky odméfeny po 5 ml do sterilnich plastovych Petriho
misek o priméru 60 mm a kultivovany 24 hodin pfi teploté 37 °C a obsahu CO, 5 %.
Pro Imunofluorescenéni znageni a-tubulinu a imunofluorescenéni znaceni fosfohistonu
H3 byly nafedéné burnky odméfeny po 2,5 ml do sterilnich plastovych Sestijamkovych
panell s vlozenym sterilnim sklenénym krycim sklickem v kazdé jamce a také
kultivovany 24 hodin pfi teploté 37 °C a obsahu CO, 5 %.

12.5. Ovlivnéni_bunék testovanymi latkami pro vybrané experimenty

Po 24 hodinové kultivaci bylo bufikam vyménéno kultivacni médium DMEM s
rozpusténymi testovanymi latkami o koncentracich 5 yM, 10 yM, 20 yM myoseverin, 10
a 20 uM latky 3417, 3419, 3421 a 3422. Takto oSetfené buriky byly kultivovany 24
hodin pfi teploté 37 °C a obsahu CO, 5 % v CO, inkubatoru.

12.6. Analyza bunééného cyklu pritokovou cytometrii

PFiblizné 1x10° kultivovanych otravenych bunék linie HelLa bylo sklizeno do
10ml plastové zkumavky, 2x promyto roztokem PBS a zafixovano vychlazenym 70%
ethanolem. Po 30 minutach na ledu byly buriky zcentrifugovany (1000g, 5 minut, 4 °C),
promyty roztokem PBS a opét sto¢eny na centrifuze (1000g, 5 minut, 4 °C). Pelet byl
resuspendovan v 1 ml PBS, nasledné bylo pfidano 20 pl roztoku RNAsy (konecna

koncentrace 0,2 mg/ml) a 10 pl roztoku propidium jodidu (kone€na koncentrace 10

32



pg/ml). Po tficeti minutové inkubaci ve tmé pfi 4 °C byl obsah zkumavky pfepipetovan
do vialek pro pratokovy cytometr, vlozen do podavate a analyzovan pomoci
pratokového cytometru Cell Lab Quanta™ SC. Fluorescence DNA nabarvené
propidium jodidem byla mé&fena pfi 536/617 (ex/em). Bunécny cyklus byl analyzovan

pomoci programu Multicycle AV for Windows (Phoenix Flow Systems, USA).

12.7. Detekce aktivnhiho fragmentu caspazy 3 prutokovou cytometrii

Postup sklizeni je stejny jako u 12.6. Buriky byly zafixovany vychlazenym 90%
methanolem. Nasledovalo blokovani nespecifickych vazeb protilatky resuspendovanim
peletu v 1 ml 0,5% BSA/PBS. Poté byly buriky opét stoCeny na centrifuze (1000g, 5
minut, 4 °C) a pelet resuspendovan ve 100 ul desetkrat nafedéného roztoku kralici
monoklonalni protilatky proti stépnému fragmentu caspazy 3 znacené Alexa Fluor 488
v 0,5% BSA/PBS. Buriky se nechaly inkubovat 1 hodinu pfi pokojové teploté ve tmé.
Po inkubaci byl kburfkdm napipetovan 1 ml 0,5% BSA/PBS a buniky byly
zcentrifugovany (1000 g, 10 min, 4 °C). DNA byla nabarvena propidium jodidem. Pelet
byl resuspendovan v 1 ml roztoku obsahujici stokrat zfedény Pl a padesatkrat
zfedénou RNAsu A v 0,5% BSA/PBS. Po tficeti minutové inkubaci ve tmé pfi 4 °C byl
vzorek analyzovan pomoci pratokového cytometru Cell Lab Quanta™ SC.
Fluorescence DNA nabarvené propidium jodidem byla méfena pfi 536/617 (ex/em) a

fluorescence pro Alexa Fluor pfi 499/519 (ex/em).

12.8. Imunofluorescencni znacéeni a-tubulinu

Buriky kultivované na krycich skli¢kach v Sestijamkovych panelech byly promyty
2 ml PBS (5 minut), nasledné zcentrifugovany (1000 rpm, 230 sekund, 25 °C ), a opét
promyty 2 ml PBS (5 minut). Nasledovala fixace vychlazenou smési methanol:aceton
vpoméru 1:1. Po 10 minutach v —-20 °C byla fixaéni smés odsata a buriky
rehydratovany pfidavkem 2 ml PBS na 10 minut. DalSim krokem bylo blokovani
pomoci 2,5 ml média DMEM s 10% fetalnim sérem na 30 minut. Poté probéhla
inkubace s mysi primarni protilatkou anti-a tubulinu klon DM1A (koncentrace 2 ug/ml)
2 hodiny pfi laboratorni teploté. Po inkubaci byly buriky tfikrat promyty ve 2 ml PBS, 2
ml PBS-T, 2 ml PBS a inkubovany s kozi sekundarni protilatkou GAM-FITC
(koncentrace 6,8 pg/ml) 1 hodinu pfi laboratorni teploté ve tmé. Poté byly buriky
promyty ve 2 ml PBS, 2 ml PBS-T a 2 ml PBS, inkubovany 10 minut v 1 ml roztoku
DAPI (koncentrace 5 pg/ml) a opét promyty ve 2 ml PBS, 2 ml PBS-T a 2 ml PBS.

V poslednim kroku byl vytvofen trvaly preparat nanesenim 5 pyl mowiolu na podloZni
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sklicko, pfiklopenim kryciho skli¢ka s bufikami na spodni strané a nechanim zatuhnuti
do druhého dne pii 4 °C ve tmé. K pofizeni fotografii byl pouzit fluorescenéni
mikroskop BX50 vybaveny digitalni kamerou Cool Snap a programy DP controller a
DP manager (Olympus).

12.9. Imunofluorescenéni znac¢eni fosfohistonu H3 (Ser10)

Postup imunofluorescenéniho znaleni fosfohistonu H3 (Serl0) byl témér
totozny s postupem imunofluorescenéniho znaceni tubulinu. Rozdil byl pouze
v pouzitych protilatkach. Byla pouZita krali€i polyklonalni primarni protilatka anti-pH3
(Ser10) a kozi sekundarni protilatka proti krali¢i IgG znaCena Alexa Fluor 488. Pro
pofizeni fotografii byl opét pouzit fluorescenéni mikroskop BX50 vybaveny digitalni

kamerou Cool Snap a programy DP controller a DP manager.

13. Vysledky

13.1. Rozpustnost testovanych latek

Rozpustnost latek byla méfena jako hodnota absorbance pfi 450 nm roztoku
testovanych latek v pfislusném rozpoustédle. Byly testovany latky s kédovym
oznacenim 3407, 3419, 3421 i 3422, a to v koncentracich 10, 50 a 100 yM. Jako
mozna vhodna rozpoustédla byla testovana dest. H,O, 5 mM HCI, 5 mM NaOH a
0,5 mM B-cyklodextrin. Latka je zcela rozpusténa, je-li hodnota absorbance pfi 450 nm
rovna 0. Za prakticky zcela rozpusténou latku jsou brany hodnoty absorbance mensi
nebo rovny 0,1. Naméfené hodnoty absorbance u testovanych latek jsou uvedeny
v Tab. 2.

Z testovanych rozpoustédel se jako nejvhodnéjsi ukazala 5 mM HCI, u které se
vétSina hodnot naméfené absorbance pohybovala pod hodnotou 0,1. Latka 3407
prekracovala jiz pfi koncentraci 50 yM pozadovanou hodnotu absorbance C&tyf az
pétinasobné, a to u vSech testovanych rozpoustédel. Proto byla tato latka po konzultaci
s vedoucim bakalafské prace zdalSich experimentd vynechana. Jako finalni
rozpou$tédlo latek 3419, 3421 a 3422 byla zvolena 0,1 mM HCI, u které byl jesté
proveden kontrolni test rozpustnosti na latce 3419 o koncentraci 100 uM, a to ve tfech

opakovanich. Tyto hodnoty naméfené absorbance jsou uvedeny v Tab. 3.
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Tab. 2: Hodnoty absorbance pfi 450 nm roztok( testovanych latek v pfisluSném

rozpoustédle.

Latka Koncentrace [uM] Rozpoustédlo

5mM 5 mM 0,5 mM
dest. H,O HCI NaOH B-cyklodextrin

3407 10 0,015 0,066 0,019 0,028
50 0,452 0,514 0,372 0,369
100 1,278 0,982 0,823 0,947
10 0,026 0,003 0,016 0,029
3419 50 0,319 0,017 0,244 0,280
100 0,587 0,220 0,672 0,811
10 0,016 0,003 0,008 0,013
3421 50 0,145 0,052 0,159 0,162
100 0,897 0,309 0,398 0,684
10 0,000 0,001 0,000 0,000
3422 50 0,012 0,006 0,007 0,008
100 0,082 0,058 0,034 0,119

Tab. 3: Hodnoty absorbance pii 450 nm latky 3419 o koncentraci 100 uM
rozpusténé v 0,1 mM HCI.

Absorbance pfi

Latka Koncentrace [uUM] Rozpoustédlo Méreni 450 nm
1 0,134
3419 100 0,1 mM HCI 2 0,133
3 0,128

13.2. Vliv testovanych latek na bunéény cyklus

Zjisténi vlivu testovanych latek na bunécny cyklus ovlivnénych bunék je hlavni
experiment celé bakalarské prace. Bunky linie Hela byly ovlivnény myoseverinem o
koncentraci 20 yM a latkami 3419, 3421 a 3422 o koncentracich 10 a 20 yM. Latka
3407 jiz v tomto experimentu nebyla testovana kvuli velmi nizké rozpustnosti. Kontrolni

buniky nebyly ovlivnény Zadnou latkou. Po 24 hod. inkubaci byla celkova DNA
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zafixovanych bunék nabarvena pomoci PI, ktery se interkaluje do DNA. Pl je
fluorescencni barvivo, které po ozafeni svétlem o vinové délce 536 nm emituje zafeni o
vinové délce 617 nm. Na zakladé rozdilného obsahu DNA bé&hem bunéé&ného cyklu (v
S fazi dochazi k replikaci DNA a k postupnému zvySovani jejiho mnozZstvi az na
dvojnasobek) byla na pritokovém cytometru detekovana rozdilna intenzita signalu PI.
Data ziskana z pritokového cytometru byla vyhodnocena pomoci programu Multicycle
AV for Windows. Ze ziskanych udaju byly vytvofeny histogramy (viz. Obr. 2) udavajici
procentualni zastoupeni bunék v jednotlivych fazich buné&ného cyklu v zavislosti na
koncentraci latky, kterou byly ovlivnény.

Z naméfenych dat vyplyva, Ze u bunék ovlivnénych myoseverinem doSlo
k vyraznému narlstu poctu bunék v G,/M fazi bunééného cyklu a prudkému poklesu
bunék v G; fazi. Z testovanych derivatl myoseverinu pouze latka 3419 o koncentraci
20 uM vykazovala podobny ucinek na bunécny cyklus jako myoseverin (tedy vyrazny
narlst poctu bunék v G,/M fazi a pokles v G, fazi). Latky 3421, 3422 o koncentracich
10 uM a 20 pM a vySe zminéna latka 3419 o koncentraci 10 uM na buné&cny cyklus vliv
nemély. Zastoupeni bunék v jednotlivych fazich bunécného cyklu bylo pfiblizné stejné
jako u kontrolnich bunék. Po konzultaci s vedoucim bakalafské prace byly latky 3421 a
3422 z dalSich experimentl vynechany. Analyza vlivu testovanych latek na bunéény
cyklus byla provedena ve tfech opakovanich. Kvantifikace vysledkul je uvedena na Obr.
3.

| 3419 [uM] |
kontrola 1 myoseverin 20 uM ! !
10 20
| AN Data Poirts | AN Dt Points | 21 Data Poinis | 0 Data Foirts
Gl 37.9% " 61 33% Gt 339% G1  186%
i s 42.6% S 0,0% S 41,4% S 235%
= G2/M 19,5% G2/M 96,7% G2/M 24,8% G2/M 57,8%
a Deb. 16,5%| ., Deb. 60,8%| . 357%| Deb. 58,0%
P
(&}
Q
o
mnozstvi DNA
‘ 3421 [UM] N 3422 [uM] ‘
kontrola 2 ‘ T ‘
£ Dzt Sairts | Al et Poires. 1 Data Prirts | 20 Data boirts 0 Data Pairts
P G1  37,8%| Gl 343% G1  403%| G1  325% Gl 34,8%
0 S 41,8% S  453% S 361% S 411% S 40,6%
= G2IM  20,4% G2M 20.,5% G2M 23,6% G2IM  26,4% G2M 24.6%
o Deb. 13,2%| 13.0%| 23.7%| 233%| 19,9%
3
o
o

] 200 400 600 800 COD 0 200 403 eCo  s00 1000 0 200 400 300 e0c  d00n

mnozstvi DNA

Obr. 2: Zastoupeni jednotlivych fazi bunééného cyklu HelLa bunék ovlivhénych

testovanymi latkami.
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Obr. 3: Kvantifikace analyzy bunééného cyklu HelLa bunék ovlivhénych testovanymi
latkami.

13.3. Detekce aktivniho fragmentu caspazy 3

Cilem tohoto experimentu bylo prokazat, Ze latky zpUsobujici G,/M blok
bunééného cyklu indukuji bunéénou apoptdézu. Caspaza 3 je dllezita cysteinproteaza
uplatiujici se v signalni kaskadé procesu apoptdzy (viz. kapitola 7.1.1. Caspazy a
caspaza 3). Jeji detekce se vyuziva jako apoptotického markeru.

Bunky linie Hela byly ovlivnény myoseverinem o koncentraci 10 uM a latkou
3419 o koncentraci 10 a 20 uM. Latky 3407, 3421 a 3422 v tomto experimentu nebyly
testovany. Po 24 hod. inkubaci byl aktivni fragment caspazy 3 oznacen pomoci kralici
monoklonalni protilatky proti St€pnému fragmentu caspazy 3 znacené Alexa Fluor 488.
Na prutokovém cytometru byla detekovana rozdilna intenzita signalu Alexa Fluor 488.
Data ziskana z prutokového cytometru byla vyhodnocena a ze ziskanych udaju byly
vytvofeny histogramy (viz. Obr. 4) udavajici procentualni zastoupeni bunék s casp+

a casp-signalem.
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U HeLa bunék ovlivnénych 10 uM myoseverinem doS$lo k nartstu poctu casp+
bunék o vice jak 12 %. Podobny ucinek vykazovala i latka 3419, nicméné az pfi

dvojnasobné koncentraci (20 uM) vuci myoseverinu.

| 3419 [M] |
kontrola 1 kontrola 2 myoseverin 10 yM]' 10 20 ‘

A [FL. 7FU— 1 7FU

0

5 casp- 51,0%| | casp- 54,2% i casp- 35,5% casp- 60,6% ) casp- 41,2%

f . caspt 6,2%| casp+ 7.5%| | casp+ 20,3%| casp+ 9,5% casp+ 15,8%

3

o

o

signal

Obr. 4: Procentualni zastoupeni HelLa bunék s casp+ a casp- signalem.

13.4. Vliv testovanych latek na mikrotubularni systém

Mikrotubuly zastavaji v bufice velmi dllezité a nezastupitelné funkce (viz.
kapitoly 6.1.1. Mikrotubuly a 6.1.1.2. Mikrotubuly a mitotické délici vieténko). Cilem
tohoto experimentu bylo zjisténi, zdali testované latky ovliviuji rozlozeni a polymeraci
mikrotubultd v burice. K vizualizaci  mikrotubull  byla  pouzita  metoda
imunofluorescenéniho znaceni.

Buriky linie Hela byly ovlivnény myoseverinem o koncentraci 5 a 10 uyM a latkou
3419 o koncentraci 10 a 20 yM. Latky 3407, 3421 a 3422 nebyly v tomto experimentu
testovany. Po 24 hod. inkubaci byly mikrotubuly inkubovany s mySi primarni protilatkou
anti-a tubulinu klon DM1A a poté s kozi sekundarni protilatkou GAM-FITC. Jadra byla
nabarvena pomoci DAPI. Mikrotubularni systém a jadra byly pozorovany
fluorescenénim mikroskopem BX50 vybavenym digitaini kamerou Cool Snap.
Fotografie byly pofizeny a zpracovany pomoci programu DP controller a DP manager.
Vizualizace mikrotubularnich viaken v ovlivnénych bunkach je na Obr. 5. Na Obr. 6
jsou vizualizovana mitoticka vieténka.

U kontrolnich bunék na Obr. 5 Ize pozorovat zelené nabarvena kompakini
dlouha vlakna mikrotubuld rozprostirajici kolem jadra bunky a zasahujici az
k cytoplazmatické membrané. U bunék ovlivnénych myoseverinem o koncentraci 5 uM,
Ize pozorovat destabilizaci systému mikrotubulll a tvorbu drobnych kulovitych utvard.
Jedna se o rozpadlé fragmenty mikrotubulovych viaken. U 10 yM myoseverinu je
proces destabilizace mikrotubull jesté prikaznéjSi. Podobny ucinek Ize pozorovat i u

bunék ovlivnénych latkou 3419. Destabilizace mikrotubult je v8ak prukazna az pfi
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koncentraci 20 yM. Na Obr. 6 Ize u bunék ovlivnénych myoseverinem pozorovat ve
srovnani s kontrolou nardst poltu bunék v mitéze. Tyto mitotické buriky obsahuji
multipolarni  délici vieténka. Celkovy pocCet bunék se s rostouci koncentraci
myoseverinu snizuje. Podobné ucinky na HelLa bunky Ize pozorovat i u latky 3419 a to

uz pfi koncentraci 10 pM.
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Obr. 5: Vizualizace mikrotubularniho systému v burikach Hela ovlivnénych

testovanymi latkami.
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Obr. 6: Vizualizace mitotickych vietének v burikach Hela ovlivnénych testovanymi

latkami.
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13.5. Imunofluorescenéni znaceni fosfohistonu H3 (Ser10):

K rozliSeni, zdali u bunék ovlivnénych testovanymi latkami dochazi k bloku
bunécéného cyklu v G, fazi anebo az béhem mitézy, byl do bakalafské prace zafazen
experiment detekujici fosforylovany histon H3 na Ser10. Histon H3 je protein vytvarejici
reverzibilni komplexy s DNA (viz. kapitola 8. Histony a histon H3). Jeho fosforylace je
nezbytnad pro kondenzaci chromatinu na pocCatku mitézy, a proto je detekce jeho
fosforylace Casto vyuZivana jako mitotického markeru. K vizualizaci fosfohistonu H3
(Serl0) vtéto bakalafské praci byla opét pouzita metoda imunofluorescenéniho
znaceni.

Stejné jako u testovani vlivu latek na mikrotubularni systém HelLa bunék byly i
v tomto experimentu HelLa burnky ovlivnény myoseverinem o koncentraci 5 a 10 uM a
latkou 3419 o koncentraci 10 a 20 yM. Po 24 hod. inkubaci byly buriky inkubovany s
polyklonalni primarni protilatkou anti-pH3 (Ser10) a poté s kozi sekundarni protilatkou
proti krali€i IgG znacenou Alexa Fluor 488. Pozorovani fluorescenénim mikroskopem a
pofizeni snimk{ bylo provedeno stejné jako vbodu 13.4. Vizualizace bunék
s fosforylovanym histonem H3 je na Obr. 7.

Vysledek experimentu ukazuje, Zze u bunék ovlivnénych myoseverinem doslo
vuci kontrole k razantnimu nartstu poc¢tu bunék s fosforylovanym histonem H3 (Ser
10). U kontroly lze pozorovat pouze dvé pozitivni buriky. ZvySujici se koncentrace
myoseverinu také zpusobuje Ubytek celkového pocétu bunék. K narlstu bunék
s foforylovanym histonem H3 doSlo i u bunék ovlivénych latkou 3419 a to uz pfi
koncentraci 10 uM. Stejné jako u myoseverinu zpusobuje zvysSujici se koncentrace
latky 3419 ubytek celkového poctu bunék.
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Obr. 7: Vizualizace HelLa bunék s fosforylovanym histonem H3 (Ser 10).
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14. Diskuze

Cilem praktické Casti bakalarské prace bylo otestovat u€inek nové pfipravenych
derivatl myoseverinu na nadorové linii adherentnich bunék HelLa odvozenych od
karcinomu délozniho Ccipku. Jednalo se o pyrazolo[4,3-d]pyrimidiny s rlznymi
substituenty v pozicich C5 a C7 (viz. Obr.1). Latky mély kodové oznaceni 3407, 3419,
3421, 3422 a byly pfipraveny v |zotopové laboratofi Ustavu experimentalni botaniky AV
CR.

Prvnim Udkolem praktické casti bakalaiské prace bylo zjistit vhodné
rozpoustédlo, ve kterém by mohly byt testované latky rozpustény a pfidany k HelLa
burikdm. Metodou méfenim absorbance pfi 450 nm roztokd rozpusténych latek
v pfislusném rozpoustédle se jako nejvhodnéjsi rozpoustédlo ukazala 5 mM HCI. Po
konzultaci s vedoucim bakalafské prace byla jako finalni rozpoustédlo zvolena 0,1 mM
HCI a to i pfes to, Zze hodnoty absorbance byly mirné vy$si nez hraniéni hodnota 0,1
(viz. Tab. 3). Latka 3407 nebyla rozpustna v Zadném z testovanych rozpoustédel, a
proto v dalSich experimentech jiz nebyla pouzita. Jeji testovani zde bylo ukon&eno.

Mechanismus plUsobeni myoseverinu na bunéény cyklus nadorovych bunék je
jiz relativné dobfe popsan a prostudovan. Myoseverin se vaze na tubulinové
podjednotky a zplsobuje tak destabilizaci mikrotubularniho systému burky, coz mimo
jiné vedei k tvorbé poSkozenych multipolarnich délicich vietének. Takto chybné
sestavena délici vieténka jsou rozpoznana kontrolnim bodem bunééného cyklu
dohlizejiciho na spravnou funkci vieténka a bunka je nasmérovana k provedeni
apoptézy (Rosania et al., 2000; Chang et al., 2001; Krystof et al., 2006).

Hlavnim bodem pfi stanovovani biologickych a biochemickych uc&inkd
testovanych pyrazolo[4,3-d]pyrimidinG bylo uréeni, zda testované latky maji podobny
vliv na bunéény cyklus HelLa bunék jako myoseverin. U myoseverinu o koncentraci 20
MM byl po 24 hodinové inkubaci podle ofekavani pozorovan markantni G,/M blok
(97,7 %). Podobny uginek byl popsan i v jinych studiich (Rosania et al., 2000). Po 12
hodinové inkubaci vykazovalo 62,5 % HelLa bunék oSetfenych 10 yM myoseverinem
vyrazny G,/M blok (Krystof et al., 2006). Z testovanych latek pouze latka 3419 o
koncentraci 20 yM zpusobila po 24 hodinové inkubaci pokles poctu bunék v G, fazi a
akumulaci bunék v G,/M fazi (57,8%). U koncentrace 10 uM byl narast poc¢tu bunék
v G,/M vUc&i kontrole minimalni. Z vysledku je patrné, ze ma latka 3419 pfi stejné
koncentraci (20 uM) jako myoseverin zhruba polovi¢ni u€innost. Latky 3421 a 3422
nemély na bunécny cyklus HelLa bunék Zzadny vliv, a proto zastoupeni bunék
v jednotlivych fazich buné&fného cyklu odpovidalo kontrole. Ztohoto divodu a po

konzultaci s vedoucim bakalarské prace jiz tyto latky v dalSich experimentech nebyly
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pouzity. Analyza vlivu testovanych latek na bunécny cyklus byla provedena ve tfech
opakovanich, aby se pfededlo ndhodné chybé. V8echna méfeni potvrdila, Ze jedinym
derivatem myoseverinu, ktery ma vliv na bunécny cyklus HelLa bunék, je latka 3419
zpusobujici G,/M blok. Neucinnost ostatnich pfipravenych derivatu Ize vysvétlit jejich
odliSnou strukturou. Neucinna latka 3422 postrada methoxybenzyl vazany pfes amino
skupinu na pozici C5. Misto toho je zde navazan pouze atom siry. Pfedchozi studie
jinych derivatl myoseverinu prokazaly, ze pro inhibici polymerace mikrotubull a tedy i
zablokovani ovlivnénych bunék v G,/M fazi je nutna pfitomnost obou methoxybenzyll
(Rosania et al. 2000). Uginnost latky 3419 a neG&innost latky 3421 bude nejspise
souviset s odliSnym pfipojenim methoxybenzylovych skupin na pozicich C5 a C7 (viz.
Obr. 1). Pro objasnéni, jaké konkrétni molekularni mechanismy zpusobily u bunék
ovlivnénych latkou 3419 zablokovani v G,/M fazi, by bylo tfeba provést fadu dalSich
experimentu.

Myoseverin u ovlivnénych bunék navozuje apoptdézu. Predpokladalo se, ze
tomu tak bude i u latky 3419. Byl proveden experiment detekce aktivniho fragmentu
caspazy 3, ktery slouzi kidentifikaci apoptotickych bunék. U myoseverinu bylo
potvrzeno, Ze u bunék zpusobuje apoptézu. PFi koncentraci 10 yM byl pocet
apoptotickych bunék o vice jak 12 % vétsi nez u kontroly. Podobny vysledek byl zjistén
i u latky 3419 o koncentraci 20 um. Pocet apoptotickych bunék se vi¢i kontrole zvysil o
vice nez 8 %.

Z analyzy vlivu latky 3419 na bunécny cyklus bylo zjisténo, ze stejné jako
myoseverin zpuUsobuje tato latka vyznamny G,/M blok. Pro odliSeni, zda k bloku
dochazi v pozdni G, fazi nebo az v mitdéze, byla provedena imunofluorescenéni
detekce fosforylovaného histonu H3 (Serl0). Z vysledku bylo patrné, ze latka 3419
stejné jako myoseverin blokuje bunécny cyklus az v mitoze.

V8echny provedené experimenty nasvédcovaly tomu, Ze latka 3419 ma stejny
mechanismus uc€inku jako myoseverin, tedy Zze se vaze na tubulinové podjednotky a
destabilizuje mikrotubularni systém bunky. K potvrzeni tohoto pFedpokladu bylo
provedeno imunofluorescenéni barveni a-tubulinu. Vysledky potvrdily, ze myoseverin,
a to uz pfi koncentraci 5 pM, zpUsobuje destabilizaci mikrotubull a tvorbu
multipolarnich délicich vietének. U latky 3419 byly pozorovany stejné vysledky, tedy
destabilizace mikrotubull a tvorba multipolarnich délicich vietének, nicméné az pfi

vy$Sich koncentracich (10 a 20 uM).
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15. Zavér

V soucasnosti probiha intenzivni vyzkum a syntéza latek, které by se uplatnily
v boji s nadorovymi onemocnénimi. Jednou ze skupin takovych latek jsou i 2,6,9-
trisubstituované puriny. Relativnhé nedavno objevenym 2,6,9-trisubtituovanym purinem
je latka nazvana myoseverin. Myoseverin spada do skupiny latek oznaCovanych jako
mitotické jedy, které naruSuji proces déleni bunék. Mechanismus ucinku myoseverinu
na nadorové buniky je jiz del$i dobu znam a dobfe popsan v nékolika studiich.

Cilem této bakalarské prace bylo zjistit u€inek nové pfipravenych derivata
myoseverinu na nadorovou bunécnou linii HeLa. Z pfedlozenych derivata bylo nékolika
rlznymi experimenty zjiSt€no, ze pouze latka s kédovym oznaenim 3419 ma stejny
vliv na HelLa buriky (adherentni buriky odvozené od karcinomu délozniho Cipku) jako
myoseverin. Stejné jako myoseverin zpusobuje vyrazny G,/M blok bunééného cyklu.
DalSi experimenty prokazaly, Ze latka 3419 zpusobuje destabilizaci mikrotubularniho
systému buriky a tvorbu multipolarnich délicich vietének. Takto chybné sestavena
délici vfeténka jsou rozpoznana kontrolnim bodem buné&ného cyklu, ktery spusti
apoptozu.

Latka 3419 vSak pravdépodobné nema budouci potencialni uplatnéni v l1é¢bé
nadorovych onemocnéni ani vyuziti pro dalSi vyzkum, nebot jeji Ucinnost vUGi
myoseverinu byla na nadorové buriky HelLa poloviéni.

Knihovna 2,6,9-trisubstituovanych purind nicméné predstavuje obrovsky zdroj
jinych latek, které mohou mit lepSi biologické vlastnosti nez v sou€asnosti pouzivané

Iéky proti rakoviné.
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16. Seznam pouzitych zkratek

ATP
BSA
CASP
CDK
DAPI
DMEM
DMSO
DNA
EGTA

FS
GAM-FITC
GDP

GTP

HIV

IC50

PBS
PBS-T

Pl
TMRE

Adenosine triphosphate (adenosintrifosfat)

Bovine serum albumin (hovézi sérovy albumin)

Caspaza

Cyclin-dependent kinase (cyklin-dependentni kinaza)
4,6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride

Dulbecco’s Modified Eagle Medium

Dimethylsulfoxid

Deoxyribonucleic acid (deoxyribonukleova kyselina)
Ethylenglycoltetraacetic acid (ethylenglykoltetraoctova kyselina)
enzymu)

Fetalni sérum

Kozi sekundarni protilatka proti mysi IgG znacena fluoresceinem
Guanosine diphosphate (guanosindifosfat)

Guanosine triphosphate (guanosintrifosfat)

Human immunodeficiency virus (virus lidské imunitni
nedostateénosti)

50% inhibitory concentration (koncentrace zpUsobujici inhibici
50 % bunék)

Phosphate Buffered Saline (fosfatovy pufr)

Phosphate Buffered Saline s Tweenem 20 (fosfatovy pufr

s Tweenem 20)

Propidium ioide (propidium jodid)

tetramethylrhodamin ethyl ester
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