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1. Zpracovani vzorkd nadorové tkané fixovanych v parafinovych bloc¢cich metodou
pratokové cytometrie a urceni ploidie nadorové bunécné populace ve srovnani s

referenénim standardem.

2. Zjisténi ucinku vybranych latek s potencialnim protinadorovym ucinkem

metodou méteni bunééného cyklu pomoci pritokové cytometrie.
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1. Karcinom endometria

1.1. Incidence onemocnéni

Karcinom endometria je nejcastéji se vyskytujici gynekologickou
malignitou. V Ceské republice byla v roce 2008 incidence 34,44 piipadi na 100 000
osob a mortalita 9,55 ptipadi na 100 000 osob. (Graf 1) Vysoka incidence karcinomu
endometria byla pozorovana ve vSech vyspélych zemi, piedev§im v Severni Americe,
Evropé a Australii. Hodnoty Ceské republiky jsou ve srovnani s evropskym i svétovym

standardem vys§i. Nejvyssi procento tohoto onemocnéni je zaznamenano u zen ve véku

60-64 let, a to 16,09%. (Graf 2)

54 = FH téla déloZniho, Zeny
Wiuaj v Sase

- Incidence
- Mortalita

Poctet pripadd na 100 000 ozob

ZdPDJ dat UZIS CR

SSCEIEELELIEESEFEIELILETITRIHNRG,

Graf 1: Incidence a mortalita onemocnéni v CR v letech 1977-2008 1 - incidence

S zvod .oz

onemocnéni ma dlouhodobé stoupajici tendenci, mortalita se naopak vyrazné nemeni.

N(inc) a N(mor) znaci velikost analyzované skupiny pacientii.

1.2. Predisponujici a protektivni faktory

Mezi nejvyrazné€jsi predisponujici faktory patii piedevS§im zvySujici se
prumérna délka zivota zen a tim také nartst jejich poctu v rizikové skupiné, pozdni
menopauza, obezita, nuliparita, sterilita, neplodnost, diabetes mellitus (zejména I.
typu), hypertenze spojena s obezitou a lécba tamoxifenem. Mezi protektivni faktory

fadime pocetné porody (Zena po prvnim porodu ma o polovinu nizsi riziko nez nulipara
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diky ochrannému uc¢inku progesteronu), hormondlni antikoncepce, fyzicka aktivita a

kouteni, které snizuje riziko vyskytu karcinomu o 30%. L. 251

C54 - 7N téla déloZniho - Incidence, Zeny

wékovd struktura populace pacientd
PO

15%
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52

% pripadd dle wékowich kategoril
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Analuzovand data: N=d935dz httpr s A . svod .oz Fdroj dat: dz1s tr
Graf 2: Incidence onemocnéni podle vékovych skupin fen v CR [181_¢ nejvyssi

incidenci karcinomu se setkavame ve vekové skupiné zZen od 60- 64 let. Analyza

zahrnuje vysledky 49 342 pacienti.

1.3. Diagnostika

Diagnostika a ptislusna terapie nadorového bujeni v ¢asném stadiu vede k
nejlepsim 1é¢ebnym vysledkim. K tomu patii i sledovani prekanceréznich stavi.
Pojmem prekancer6za rozumime histopatologické zmény télni tkané, které jesté nejsou
definovany jako nddorové bujeni, ale které za urCitych podminek maji tendenci v
nadorové bujeni piejit. Prekancerozou karcinomu d€lozni sliznice byva tzv. atypicka
hyperplazie endometria, kterd progreduje do karcinomu ve 29% — 40% ptipadt. Buiky
nekontrolovatelné cykluji, coz ma za nasledek zvétSeni casti délohy (Obr.l) za
soucasné¢ho abnormadlniho vagindlniho krvaceni. Rust délozni sliznice je zavisly na
piisunu estrogend, tudiz lze ptfedpokladat, Ze nador bude nabyvat spolecné se vzriistajici
hladinou téchto hormont, povazujeme ho tedy za hormonalné-dependentni. [2l
Rozlisujeme dva druhy tohoto karcinomu: typ I — estrogen dependentni, jehoz incidence
tvofi majoritni podil, a to az 80% a typ II — estrogen non-dependentni, jehoZ bujeni
neni zavislé na hladiné hormonii. VétSinou plati, ze typ I miva lepsi prognozu —
procentualni mira pétiletého pieziti ¢ini 85%, kdezto u druhého typu karcinomu se

setkavame s hodnotou 58%. @
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Déloha Vejcovod

Obr.1: Sliznice postiZend karcinomem (281 karcinom endometria je nejcastéji se

vyskytujici gynekologickou malignitou.
Stadia endometrialniho karcinomu (popsana dle tzv. FIGO klasifikace):

0. stadium:  prekancer6za, nador nevykazuje zadny infiltrativni rast

I. stadium:  nador postihuje pouze t€lo délohy

Il. stadium:  nador se $ifi i na délozni ¢ipek

I1l. stadium: nador pronika na povrch délohy, v pochvé zaklada lozisko ¢i postihuje
lymfatické uzliny.

IV. stadim: v této fazi nador prorusta do mocového méchyte, stiev ¢i tvofi vzdalené

metastaze

Primérné zastoupeni klinickych stadii v letech 1977 — 2009: (Graf 3)

C54 - ZH téla déloZniho, Zeny
zaztoupeni klinickdch stadii v procentech

O stadium neznamo
W Stadium IY

O stadium 111

M stadium II

B Stadium I

Analuzovana data: W=49342 Zdroj dat: 0215 CR http:/dww . svod..cz
Graf 3: Priimérné zastoupeni klinickych stadii karcinomu endometria v letech 1977

az 2009 Y°) — nejéastéji diagnostikované je stadium |, tedy stadium prekacerézy, coz
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S vhodné zvolenou terapii vede k dobrym léecebnym vysledkiim. Analyza byla provedena

na 49 342 pacientech.

1.4. Lécba a progndza

Lécba endometrialniho karcinomu vyzaduje individualni pfistup zavisly na
klinickém stadiu onemocnéni a kompletnim stavu nemocného. Prognéza pétiletého
pieziti byla v roce 2007 v 1. stadiu 86%, Il. stadiu 66%, Ill. stadiu 44% a IV. klinickém
stadiu 16%. ™!

Mezi zéakladni zpusoby 1€cby patii nejcastéji chirurgicky zakrok, radioterapie,

konvenéni chemoterapie, imunoterapie, hormonalni 1é¢ba a jiné.

1.4.1. Konvencéni chemoterapie

Konven¢ni chemoterapie mé zaklady jiz ve 40.letech 20.stoleti. V 60. a 70.
letech se diky nartstajicimu poctu nové objevenych latek s protinddorovym uU¢inkem
stala jednou z hlavnich strategii pii 16€bé tumort. Konvencni chemoterapie je zaloZena
na podavani tzv. cytostatik. Terapie t€émito konven¢nimi cytostatiky svym zasahem do
bunééného cyklu nadorové bunky iniciuje mimo jiné defekt DNA, zastaveni proliferace
bunék a nasledné podniti start apoptotického mechanismu ¢i jiné formy bunééné smrti,
napriklad ptes protein p53 (viz. strana 18). 1*®
Podle mechanismu uc¢inku miiZzeme cytostatika rozdélit do vice skupin, pfi¢emz

v

nepouzivangjsi jsou napft. alkylacni cytostatika, antimetabolity a antimitotika.

a) Alkylacni cytostatika
Utinek alkylaénich cytostatik je zaloZen na preneseni alkylovych skupin na
bazi DNA, vytvofeni kovalentni vazby a potlaeni proliferace nadorovych bunék.

Zastupcem je napi. cyklofosfamid, melfalan, cisplatina a jiné platinové komplexy. 561

b) Antimetabolity

Antimetabolity jsou latky s podobnou chemickou strukturou jako maji jejich
piirozené metabolity a jsou schopné interakce s odpovidajicimi enzymy. Vyuzivaji své
podobnosti pii vstupu do metabolické drahy a tim ji v uréitém stupni zablokuji, a to
bud’ inhibici ur¢itého enzymu, ¢i syntézou nefunkénich produkt. Mezi né fadime napf.
metotrexat — antimetabolit kyseliny listové, merkaptopurin — analogy purinu, 5-

fluorouracil — analog pyrimidinu. !
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c) Antimitotika (Mitotické jedy)

Antimitotika jsou latky s inhibi¢nim U¢inkem na mitoézu. Jejich ucinek
spociva v inhibici funkce mikrotubulli, aurora kinaz nebo cyklin —dependentnich kinaz.
Ptikladem je vinblastin, vinkristin, kolchicin ¢i skupina latek se souhrnnym nézvem
taxany.

Mezi ostatni cytostatika patfi napf. inhibitory topoizomeraz, cytostaticka

antibiotika ¢i rizné druhy antihormoni. °®

2. Bunéény cyklus

Bunéény cyklus je sled po sobé jdoucich procesi, vedouci K rozdéleni
matefské buiiky na dvé buiky dcefiné. Doba, kterou bunécny cyklus trva, se nazyva

doba generacni.

2.1. Faze bunééného cyklu

Obecné ho délime do 4 fazi: Gy, S, G, a M. (Obr.2) Interfaze je doba mezi

dvéma mitézami. Gj fdze: Nazyvand také fazi prvni pfipravnou a tvoii zpravidla
priblizn¢ 40% genera¢ni doby. Builka roste, duplikuje svou bunéénou hmotu,

syntetizuje proteiny, tvoii zasoby nukleotidi a enzymu pro replikaci DNA. o

\
N\
‘) zaéatek bunééného cyklu

priprava Y bunéény rust
na déleni o G1

replikace DNA

[20]

Obr.2: Rozdéleni bunécéného cyklus podle jeho fazi “ — behem interfaze buiika roste,

replikuje svoji DNA a pripravuje se na své mitotické déleni. Vlastni mitoza probiha
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V mitoticke fazi, kdy dochazi k rozdéleni chromozomii a cytoplazmy mezi dvé dceriné

bunky s totoznou genetickou vybavou.

Jestlize jsou splnény podminky pro spravny prubéh, bunka prechdzi do fize
S, neboli faze syntetické. V této fazi dochazi k replikaci jaderné DNA na dvojnasobné
mnozstvi, syntetizuji se histony, které se podili na tvorbé novych nukleozomt a
chromatinového vlakna. Skoncenim S faze nasleduje fdze G, neboli druha ptipravna,
ktera zaujima zpravidla 10-20% generac¢ni doby. V této postsyntetické fazi pokracuje
rist buiiky za soucasné intenzivni syntézy specifickych proteini a RNA. Bunka se
pfipravuje na vlastni mitotické déleni. Posledni etapou bunééného cyklu tvoii M faze,
neboli mitotickd, ve které se odehrdva mitoza. Mitotické déleni zahajuje tzv.
karyokineze, rozdéleni jadra, kterd plynule ptfechazi v cytokinezi, rozdéleni bunky.
Mitoza je klasifikovana na 5 fazi: profaze, prometafdze, metafaze, anafaze a telofaze.
Béhem téchto fazi dochéazi k podélnému rozdéleni chromozoému, zaskrceni a distribuci

cytoplazmy, ¢imz vznikaji dvé dcetfinné bunky se shodnym karyotypem. (3.7

2.2. Regulace bunééného cyklu

Poruchy regulace bunééného cyklu mohou vést az k nddorovému bujeni.
O tom, zda-li bunka ptejde do dalsi faze cyklu, rozhoduji tzv. kontrolni uzly na zakladé
monitoringu kompletnosti jednotlivych krokt. Tyto uzly se nachazeji v Gi, G, a M fazi.
Jestlize byly tspésné dokonceny vSechny procesy probihajici v dané fazi cyklu, buiika
postoupi do dalsi faze. V G; fazi lidskych bunck se tento uzel nazyva tzv. bod restrikce
a zde builka rozhoduje o tom, zda-li zahd;ji replikaci DNA ¢1 vstoupi do klidové, tzv. Go
faze. V G, fazi kontrolni uzel uréuje vstup do mitdzy a posledni bod v M fazi kontroluje
prechod z metafaze do anafaze. V opaéném piipadé bunka cyklus pozastavi a spusti
korekci chyb, avSak pokud jsou detekovany rozsahlejsi poskozeni, které nelze opravit,

je zahéjena programovana bunécna smrt, neboli apoptdza. 6]

2.3.Cyklin- dependentni kindzy

Principialni roli v regulaci bunééného cyklu hraji predevs§im dvé skupiny
latek, tzv. cykliny a proteinkindzy. Proteinkinazy jsou enzymy ze skupiny kinéaz, které
katalyzuji vazbu fosfatové skupiny ATP na serinové nebo threoninové zbytky
specifickych proteinti. Pfitomny jsou v prubéhu celého cyklu a aktivni jen v urcité
dobé. Cykliny jsou regulaéni proteiny, které jsou aktivni pouze ve spojeni

S proteinkindzami za vzniku aktivniho komplexu cyklin-CDK. Proto tyto proteinkindzy
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nazyvame cyklin-dependentni kindzy - CDK. Aktivni komplex cyklin-CDK zajistuje
spravnou posloupnost stadii bunééného cyklu tim, ze fosforyluje proteiny specifické pro
urcitou fazi cyklu. Regulace koncentrace cyklinu je dulezitd pro postupny néstup
fazi bunécného cyklu. Ta nariistd az na kritickou hladinu, tim se aktivuje odpovidajici
kinaza a poté hladina cyklinu rapidné klesa. Souhrnné fe¢eno, CDK jsou regulovany jak

syntézou a degradaci cyklinu, tak jejich fosforylaci a defosforylaci. [49]

Existuje vice typt cyklini a CDK. Jednotlivé druhy cyklinii se znaci
pismeny, CDK c¢islicemi. Timto zplisobem tvofici se kombinace cyklini a CDK
spoustéji pro né specifické kroky bunééného cyklu. V Gy a v prubéhu faze G; je
syntetizovan cyklin D, ktery tvoii komplex s CDK 4/6. Rozhrani G; a S je typické
pfitomnosti komplexu cyklinu E a CDK2. Cyklin A se tvofi za sou€asné syntézy DNA,
tedy ve fazi S, kde se také sdruzuje s CDK2. V pozdni ¢asti G, faze se zacne

produkovat cyklin B a CDK1. P1%%! (Opr.3)

Obr.3: Regulace bunééného cyklu “— kazdd faze bunécného cykiu je regulovina

specifickym typem cyklinu a CDK.

2.4. Maligni transformace

Nadorové onemocnéni je slozity a vicestupniovy proces. Proces pfemény
zdravé buiiky v nddorovou oznacujeme jako maligni transformace, kterd je vyvolavana
mutacemi v uréitych genech. Gen, ktery podlehl mutaci a zptsobuje rakovinné bujeni,
oznaCujeme jako onkogen obvykle vznik4 z proto-onkogenu, ktery tidi proliferaci a
diferenciaci bunék. Naptiklad u kolorektalniho ¢i pankreatického karcinomu se jedna o

tzv. K-ras onkogen. Krom¢ proto-onkogennich mutaci se setkavame taky s mutacemi
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tumor-supresorovych genti. Tyto tumor-supresorové geny (nazyvané také antionkogeny
¢i recesivni onkogeny) maji naopak antiproliferaéni charakter. Piiklady takovych
antionkogent jsou proteiny p53 a Retinoblastoma (pRB). Protein p53 je jaderny protein
(velikost 53kDa) kodovany genem TP53. Jeho role spociva v regulaci genové exprese —
pii pfijeti signalu o poSkozeni DNA bud’ zastavi rlst, nebo iniciuje programovanou
bunécnou smrt. VySe zminény pRB zajistuje regulaci restrikéniho bodu v G; fazi.
K zablokovani tohoto bodu dochazi v dusledku hypofosforylace proteinu
Retinoblastoma, ktera je stimulovana cykliny D ve spojeni s CDK4 a CDKG.
Nasledkem deregulace tohoto antionkogenu je nekontrolovatelna proliferace bunék.
Jednim z rys bunééné transformace a nadorové progrese je obvykle chromozomalni a
geneticka alterace. Ploidie je poc¢et homolognich sad chromozomil v bunice. Jeji analyza
je vyuzivana ke specifikaci biologické povahy karcinomu, progndézy nemoci a pfi
vybéru vhodné terapie. Jedna zchromozomalnich aberaci je aneuploidie, tedy
genomova mutace, kdy dochéazi k absenci ¢i abundanci chromozomi v buitkdch

organismu a u mnoha malignit je spojena s méné piiznivou prognézou. 112271

2.5. Bunéénd smrt

Bunécnd smrt je tada déji vedouci k zaniku bunky. Obvykle rozliSujeme
dva typy bunécného zaniku, a to nekrdzu a apoptdzu.

Nekroza je intravitalni nekontrolovatelny proces bunécné dezintegrace,
vznikajici v disledku vnéjsich irevizibilnich zasahd. Pti¢iny nekrdzy mohou byt rizné,
napf. termicky Sok, hypoxie (= nedostatek kysliku), mechanické poSkozeni, virova
infekce a jiné. K hlavnim morfologickym zménédm charakteristické pro nekrdzu patii
piredev§im vakuolizace, karyolyza, rozpad membranovych organel a nakonec ztrata
integrity bunééné membrany. Tento typ bunééné smrti vede k nekontrolovatelné
bunécné lyzy, a tim i1 k vyrazné zanétlivé reakci.

Apoptdéza neboli programovand bunéénd smrt je povazovdna za vysoce
kontrolovany mechanismus bunécné regulace. Programovana bunécna smrt je nezbytna
pro regulaci eliminace nefunkcnich, prestarlych, zmutovanych ¢i  jinak
transformovanych bun¢k. Mezi morfologické zmény fadime celkovou kondenzaci
bunky, vznik nepravidelnych zahybti v membrang, fragmentace buniky na apoptoticka
téliska a na rozdil od nekrézy je integrita bunééné membrany zachovana. Spravna
funkce apoptozy je dilezitd také pro embryogenezi a udrzovani homeostazy

V postnatalnim obdobi.

18



Muzeme rozlisit dva typy spoustécich apoptotickych drah. Receptorovou
(vng¢jsi) drahu, kterd stimuluje receptory smrti a aktivuje nékteré specifické proteiny.
Mitochondrialni (vnitini) drdhu, ve které hraje centralni roli protein p53 a mitochondrie.
Ob¢ tyto drahy jsou spoustény aktivaci cysteinovych protedz. Tyto cysteinové protedzy,
neboli tzv. apikalni kaspazy, jsou aktivovany §tépénim prokaspaz. Vné&jsi i vnitini draha
je nasledné konvergovana do jednoho mechanismu, ktery je spusStén aktivaci tzv.
efektorovych kaspaz. Poté dochdzi k nevratnym zménam ve struktuie bunky a jeji

programované preméné na apoptotickd téliska, kterd jsou pohlcena fogocyty.

Apoptoza, na rozdil od nekrozy, nevyvolava zanétlivou reakci v okoli. 1 (Obr. 4)
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Obr.4: Srovndni pritbéhu nekrozy a apoptozy [13]

— nekroticky proces je
zakoncen enzymatickym poskozenim burnky a jejim rozpadem. Obsah buriky se ,,vylije*
do okoli a vyvolava mistni zanétlivou reakci. U apoptozy dochadzi ke smrstovani bunky,
kondenzaci jadra, fragmentaci DNA a nakonec se burika rozpadne na apoptoticka
téliska, ktera jsou nasledné pohlcena fagocyty. Neni poskozena membrana, tudiz

nedochazi k zanétlive reakci v okoll.

Deregulace apoptézy vede kurCitym patologickym zméndm a je
pravodnim znakem nadorového bujeni. Mizeme ji rozd¢lit na pred¢asnou (excesivni) a
oddélenou (inhibovanou). Pfikladem excesivni apoptézy je syndrom ziskané
imunodeficience (AIDS), Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba, insulin-

dependentni diabetes mellitus ¢i aplastickd anémie. Inhibovand apoptoza je
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charakteristickd pro maligni onemocnéni a zde je typickd hyperexprese anti-

apoptotickych faktorti nebo mutacni zmény genti proteinu p53. [13]

3. Pritokova cytometrie

Pratokova cytometrie (anglicky flow cytometry, FCM) je standardni
optickou metodou pro analyzu bunék rychlosti az 2 000 - 10 000 c¢astic za vtefinu.
Uplatnéni této metody je znacné Siroké a to jak pii stanovovani jaderné DNA, analyze
buné¢ného cyklu, urCeni ploidie, tak i pii studiu genové exprese, detekci
mikroorganismut ¢i pocitani a uréeni typu krevnich bunék. Zakladnim analyzovanym
parametrem je zejména intenzita fluorescence, velikost Castic a granularita. Koncentrace

suspenze s analytem se pohybuje okolo 5.10°- 5.10° mol/litr. (41561

3.1. Princip FCM

Princip cytometrickych analyz je pomérné jednoduchy. Na bunky je pred
vlastnim méfenim navazano fluorescencni barvivo, tzv. fluorochrom, ktery je ve
vétSiné piipadii konjugovan s monoklondlni protilditkou (mAb). Podminkou je, aby se
mAb vazala na povrchu ¢i uvnité antigenu specificky (nikoliv jiné organely) a

kvantitativné (mnozstvi fluorochromu a DNA bylo tmérné). (Obr.5)

Ziskana data
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Obr.5: Obecné schéma priitokového cytometru (231 _ mezi zdkladni éasti kazdého
cytometru patri prutokova komiirka, zdroj excitacniho zareni (laser), opticka soustava,

detektory a pocitac.

Mezi bézn€ pouzivané barviva patfi napiiklad propidium iodid, ktery se vaze na
strukturu nukleovych kyselin a které pti ozatfeni vinovou délkou 488nm fosforeskuje
cervené. K prechodu elektroni fluorochromu na vyssi energetickou hladinu dojde,
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ozatime-li ho svétlem o urcité vinové délce. Jelikoz excitovany sStav je pomérné labilni,
elektrony se vraci zpét na zakladni hladinu, za sou¢asného vyzateni nejen tepelné, ale

y “ C 1 . . .y 14,15,16
piedeviim svételné energie — tento jev se nazyva fluorescence. 414!

Takto obarvena suspenze se vlozi do pritokového cytometru, kde je
vnasena do kapilary s laminarné proudici nosnou kapalinou, pficemz je stabilni pozice a
rychlost analyzovanych castic zajistovana tzv. hydrodynamickou fokusaci. Zde analyt
dosahuje rychlosti prutoku az 10-30 pl/min. Tento proud suspenze protina laserovy
paprsek. Ve chvili, kdy paprsek protne prochazejici bunku, dochazi k lomu (refrakci) a
rozptylu svétla, jenz lze podle sméru a Ghlu refrakce délit na ptimy rozptyl ( Forward
Scatter, FSC), ktery je timérny velikosti buitky a bo¢ni rozptyl (Side Scatter, SSC),
ktery je indikatorem vnitiniho ¢lenéni, granularity. (Obr.6) V piipadé, ze jsou na
analyzovaném vzorku pfitomny fluorochormy, které byly excitovany laserovym
paprskem, dochazi k emisi zafeni, fluorescenci. Excitované svétlo Castic je sbirano
optickou sestavou a podle vinové délky separovano na detektory. Ty pifevedou opticky
signdl na elektricky impuls a ten je dale zpracovan dvéma zplsoby. Intenzivnéjsi
signaly, tedy signaly vygenerované forward scatterem, jsou zpracovany fotodiodou,
naopak pro slabsi signaly side scatteru a fotony vyzafené fluorochromy se pouZzivaji
fotonasobice. Optické signaly dopadajici na detektor jsou prevedeny na elektricky
impuls, ktery je umérné zesilen na métitelnou hodnotu a digitalizovan. Informace, které
charakterizuji kazdou jednotlivou bunku fadou parametrti, jsou uchovavany v pocitaci

v podobé histogramu. 1415 ¢!
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Obr.6: Laserovy paprsek protinajici proud bunécné suspenze (221 _ v miste styku

bunécné suspenze a paprsku jsou umisteny optické sestavy a detektory, které prevadi

opticky signal na méritelny elektricky impuls.
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4. Chemikalie, material a pristrojové vybaveni

4.1. Material a pfistrojové vybaveni

Pipety, $picky, eppendorfky, zkumavky ,,falkony* (Techno Plastic
Products), laboratorni sklo, blo¢ky s tkanémi, pinzeta, filtr, 6 jamkovy panel (Techno
Plastic Products?) , vodni lazen (Julabo TW2), centrifuga (Eppendorf), laminarni box
(Biohazard I1), mikrodisektor (Arcturus), prutokovy cytometr (BD FACSCalibur) (Obr.
7), vortex (Genie 2), Biirkerova komtirka (Meopta CR), mikroskop svétly (Meopta CR,
zvétseni 45x), 96 jamkovy panel, Petriho misky, kultiva¢ni 1ahve, inkubator (Thermo

scientific).

Obr.7: Pritokovy cytometr BD FACS Calibur 4 — tento analyzator disponuje

Modrym argonovym laserem o vinové délce 488nm.

4.2. Chemikaélie

Pii praci v laboratoti byly pouzity chemikalie uvedené nize. (Tab.1)

Nazev Dodavatel
Xylen Lach-Ner
Ethanol Lach-Ner
Pepsin Sigma-Aldrich

Propidium iodid Sigma-Aldrich
RNAasa Sigma-Aldrich
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Trypanova modf Sigma-Aldrich
FBS PAN-Biotech
RPMI-1640 Sigma-Aldrich
Streptomicin Sigma-Aldrich
Penicilin Biotika

BSA Sigma-Aldrich
Tween 20 Sigma-Aldrich
Tween 100 Sigma-Aldrich
Triton X-100 Sigma-Aldrich

Tabulka 1: Prehled pouZitych chemikadlii a jejich dodavatelit.

4.3. Pfiprava roztoku

e 100 mM zdasobni roztok BrU: 32,3 mg BrU, 1 ml RPMI media

e 1 litr 1x PBS: 1 litr destilované vody, 8g NaCl, 0,2g KCl, 1,44g Na,HPO4,
0,249 K;HPO,, HCI na upravu pH 7,4

e 1% qglycinv PBS: 1g glycinu, 99ml 1x PBS

e Fixacni roztok: 99 ml 1xPBS, 1 ml 1% formaldehydu, 0,05% NP-40

e Promyvaci roztok: 100ml 1x PBS, 0,19 0,1% BSA, 0,1% NP-40

e Roztok primarni protilatky : 4ul Anti-BrdU (Exbio, clone MoBu-1), Iml 1x
PBS, 0,1% BSA, 0,1% NP-40

e Roztok sekunddrni protilatky: 4pl Anti-Mouse-1gG-FITC (Sigma), 1ml 1x PBS,
0,1% BSA, 0,1% NP-40

e Pracovni roztok RNAasy: 10mg RNAasy, 1ml 1x PBS, 0,1% BSA, 0,1% NP-40

e Pracovni roztok propidium iodidu: 50ug propidium iodidu, 1ml 1x PBS, 0,1%
BSA, 0,1% NP-40

o | mM zdsobni roztok BrdU: 0,3071 mg BrdU, 1ml RPMI media

e 70% roztok ethanolu: 70ml 99% ethanolu, 29ml deionizované vody

e Roztok boraxu: 3,82 g 0,1M- Na,B,0; .10H,0, doplnit do 100ml tkafovou
vodou, NaOH na upravu pH na 8,5

e Roztok PBS-T: 100 mg 1x PBS, 0,5 ml 0,5% Tween 20, 0,1% BSA

e Roztok PBS + 1% FBS: 10ml FBS, do 1 litru 1x PBS

e Roztok PBS + 0,25% Triton X-100: 100ml 1x PBS, 250ul Triton X-100
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e Roztok primdrni protilatky 1. Anti-phospho-Histone H3(Millipore), fedéni

1:500 v PBS + 1% FBS

e Roztok sekundarni protilatky I1: Alexy Fluor 488 goat anti-rabbit I1gG

(Invitrogen), fedeni 1:500 v PBS + 1% FBS

e Roztok propidium iodidu a RNAasy: 0,5mg propidium iodidu v 1 ml PBS + 1%

FBS, 0,5 mg RNAasy v 1 ml PBS + 1% FBS

e  Kultivacni medium: 500ml RMPI-1640, 100ml FBS, 250 ul zasobniho roztoku

penicilinu, 2,5 ml zasobniho roztoku streptomycinu

o [0x citratovy pufr: 5,689 NazCgHs07, 500 ml deionizované vody

o [x citrdatovy pufr: 10 ml 10x citratového pufru, 90 ml deionizované vody

5. Analyza ploidie nadorovych tkini metodou priitokové cytometrie

5.1. Ptiprava bunék pro méfeni na prutokovém cytometru FACSCalibur

Jednim z mnoha zpusobi uchovani tkani je jejich zaliti do parafinového

bloku, které jsou k dispozici i po mnoha letech archivace. Z kazdého parafinového

blocku s tkani byly pfipraveny fezy S majoritnim podilem nadorové tkané o sile 4 pm,

které byly ve zkumavkach zpracovany nasledujicim zptisobem:

Rezy byly ve zkumavkach deparafinizovany 100% xylenem a nasledn& po dobu 15
minut rehydratovany 5 ml ethanolu o klesajici koncentraci (99,8%, 95%,70% a
50%).

Dvakrat se prevrstvily deionizovanou vodou a nechaly se inkubovat na vodni lazni
pti 37°C po dobu 15 minut a 30 minut.

Druhy den byl supernatant odstranén od rehydratované tkané a do kazdé zkumavky
ptidan 1 ml 0,5% roztok pepsinu, ve kterém se nechaly buiiky inkubovat 30 minut
za soucasného vortexovani.

Po inkubaci se bunky zcentrifugovaly pti 800g na 7 minut.

Po aspiraci supernatantu byly tkané¢ resuspendovany v 5 ml citratového pufru
s naslednou centrifugaci 800g/7minut.

Do zkumavek bylo ptidano 600 pul pracovniho roztoku propidium iodidu.

Po 15-minutové inkubaci byly bunécné suspenze piefiltrovany do cytometrickych

zkumavek 12x75mm a bylo pridano 500 pl pracovniho roztoku RNAasy.
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e Po inkubaci na vodni lazni se nechaly zkumavky hodinu chladit v lednici. V této
ftazi byly vzorky zcela ptipraveny pro vlastni analyzu na pritokovém cytometru.
e Nejprve byl analyzovany samotny vzorek a poté s pridavkem 25 pl vnitfniho

standardu. Jako standard byla uzita tkan sleziny.

5.2. Softwarové vybaveni

Pro analyzu bunék byl pouzit CellQuest,zakladni ovladdaci a analyticky
software prutokového cytometru. Pro analyzu bunééného cyklu a ploidie zase operacni
systém ModFit LT. Vyhodnocena data byla ukladana do programu ClarisWorks Office
Pro Mac OS.

6. Testovani vybranych cytostatik

6.1. Bunééné kultury

Pro testovani vybranych cytostatik metodou pritokové cytometrie byly
zvoleny nadorové bunééné linie CEM bunky odvozené od akutni lymfoblastické
leukémie. Jako kultiva¢ni médium pro tuto bunéénou linii bylo pouzito médium RPMI-
1640 se suplementy fetalniho teleciho séra (FBS), streptomycinu a penicilinu. Buné¢né
kultivace byly kontrolovany na svételném mikroskopu a zjistovana jejich viabilita.
Jelikoz se po urcité dobé vycerpaly Ziviny v médiu a znasobil se pocet bunék, bylo tieba
¢ast kultivace odebrat do dalsi kultivacni ldhve a doplnit novym kultivaénim médiem.

Tento postup oznacujeme jako pasaz a nové bunécné kultuie se fika subkultura.

6.2. Princip MTT testu

MTT test je bézn€ uzivand laboratorni metoda slouzici ke stanoveni
rezistence nadorovych bun€k na cytostatika v in vitro podminkach. Je zalozena na
redukci zlutého solubilniho 3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromidu
(MTT) mitochondridlnimi dehydrogendzami na modré nerozpustné krystaly formazanu.
Vyhodnocovani probihd spektrofotometricky pii vinové délce 540 nm a hodnota
absorbance odpovida viabilit¢ bun€k. Hodnota ICsy je definovana jako polovina
maximalni inhibi¢ni koncentrace a je méfitkem uc¢innosti latky, presnéji fe¢eno, udava

takovou koncentraci cytostatika, ktera je letalni pro 50% nadorovych bunék.
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Kompletni testovani celé skupiny cytostatik bylo provadéno na dvou typech

bunécnych liniich:

e nadorové — CEM (linie akutni lymfoblastické leukémie), CEM-DNR.BULK
(linie akutni lymfoblastické leukémie rezistentni na daunorubicin), K562 (linie
myleoidni leukémie) HCT116p53 wt (linie karcinomu kolorekta, divoky typ),
HCT116p53 mut (linie karcinomu stfev, delece genu p53), A549 (linie
karcinomu plic)

e nenadorové - MRC-5 (linie normalni plicni tkané) a BJ ( linie fibroblastu)

6.3. Testované derivaty

Jako testované latky byly pouzity derivaty salicylaldehydu syntetizované
na Vysoké skole chemicko-technologické v Praze. (tab. 2). Salicylaldehyd je aldehyd
odvozeny od kyseliny salicylové, ktera se vyskytuje v kiife vrby bilé a ktera disponuje
cytotoxickému MTT testu. Celd skupina latek obsahovala 106 derivati. Pro nase
testovani byly vybrany ty, které vykazovaly dobry terapeuticky index (pomér davky
s 1é¢ivym ucinkem k davce zplisobujici otravu) a jejich hodnota ICsy byla nizsi nez 10

umol/l. (Tab.2)

Nazev derivatu Hodnota 1Csq (umol/l)
A 5,272

0,592

4,333

0,283

3,563

9,087

3,816

7,334

T O m m O O W

Tabulka 2: Piehled testovanych derivati a jejich hodnoty 1Csy v umol/l.

6.4. Pfiprava bunéénych kultur k testovani

Pro dalsi praci s tkanovymi kulturami bylo nutné stanovit pfesny pocet

bun¢k a jejich zivotnost. Pro toto stanoveni se pouziva tzv. Biirkerova komirka, na
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kterou se aplikuje 10 pl bunééné kultury s pridavkem 10 pl trypanové modre, jez zajisti

obarveni mrtvych bun¢k skrze porusenou integritu bunééné membrany.

e Bunécna kultura byla nafedéna kultivatnim médiem RPMI-1640 na pozadovanou
koncentraci 250 000 bun¢k na jamku.

e Do Sestijamkového panelu bylo napipetovano 4ml suspenze a kultivovano 24
hodin v inkubatoru pii 37°C a obsahu 5% CO; v atmosféie.

e Po 24 hodinach byly buné¢né kultury naockovany testovanymi cytostatiky tak,
aby pro kazdou testovanou latku v kazdé jamce koncentrace Cinila 1x IC50
[wmol/l]a 5x IC50 [umol/l].

e Po dalsi 24-hodinové kultivaci v inkubatoru byly bunky piepipetovany do
zkumavek, 5 minut centrifugovany pii 1400rpm a promyty 5 ml kultiva¢niho
média.

e Takto pfipravené burnky byly zafixovany 2 ml ledové vychlazeného 70%

ethanolu a uchovany pii teploté -20°C do vlastni cytometrické analyzy.

6.5. Postup jednotlivych analytickych metod

Analyza bunééného cyklu — propidium iodid

e Bunky, které se zafixovaly 70% ethanolem, byly centrifugovany pii 800g po
dobu 5 minut.

e Po odsati supernatantu se postupné piidaly celkem 4 ml citratového pufru 1x.

e Bunky spifidavkem citratového pufru byly opét za stejnych podminek
centrifugovany, byl odsan supernatant a k peleté¢ ptidino 600 pl pracovniho
roztoku propidium iodidu.

e Bunécna suspenze byla promichana na vortexu.

e Po inkubaci vtmé pii 37°C s propidium iodidem bylo pfidano 500 ul
pracovniho roztoku RNAasy a zkumavky se nechaly opét inkubovat za stejnych
podminek ve vodni lazni.

e Pied vlastni analyzou se nechaly pfipravené bunécné suspenze 1 hodinu

v lednici.
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Poznamka: Ze stejné metody se vychazelo pii analyze apoptozy.

Fosforylace histonu H3-P

e Buné¢na suspenze byla stocena v malé falkon€ a k ni pfidany 4ml PBS, které po
odstfedény byly odsany. K peleté byly ptidany 2 ml vychlazeného 70% ethanolu
a buniky se nechaly 1 hodinu inkubovat v ledu.

e Po pridani 1 ml promyvaciho roztoku byly zkumavky zcentrifugovany pti 20009
a vznikly supernatant odsan.

e Pii mirném vortexovani byl pfiddn Iml chlazené¢ho roztoku PBS s pfidavkem
Tritonu X-100. Zkumavky byly inkubovany 15 minut na ledu.

e Ksuspenzi bylo pfidano 5 ml promyvaciho roztoku, se kterym se zkumavky
nechaly 5 minut centrifugovat pti 2000g.

e Ze zkumavek byl odsan supernatant a k peleté bylo pfidano 100 pl primarni
protilatkyAnti-phospo-Histone, nechaly se alespoini 1 hodinu inkubovat.

e Po promyti a odsati supernatantu bylo k pelet¢ pfidino 100 pl sekundarni
protilatky Alexy Fluor 488 goat anti-rabbit 1gG.

e Bunky byly inkubovany 30 minut, promyty a odstiedény pti 2000g na 5 minut.
Bylo ptidano 700 pl propidium iodidu a RNAasy a po 30-minutové inkubaci

byly ptipravené pro analyzu.

Analyza syntézy RNA - 5-bromuracil (BrU)

e Bunky byly oznaceny 40 ul Immol zasobniho roztoku BrU a ptfevedeny pomoci
pipety do zkumavek a zcentrifugovaly se pii 500g pfi teploté 4°C.

e Byly pfidany 3 ml promyvaciho roztoku 1xPBS, zcentrifugovaly se a odsal se
supernatant.

e Na mirném vortexu byly pfidany 2 ml 1% formaldehydu, zkumavky se michaly
15 minut na michadle a poté se 24 hodin inkubovaly v lednici.

e Malé mnozstvi se pievedlo do falkonek a stoc¢ilo na 5 minut pti 500g.

e Byl odsan supernatant a suspenze byla promyta 3 ml vychlazeného 1% glycinu

v PBS a zcentrifugovana. Proces byl opakovan s 3 ml 1x PBS.
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Po odsani supernatantu bylo do zkumavek ptiddno 100 pl zfedéné primérni
protilatky Anti-Brdu a nechaly se inkubovat 45 minut ve tm¢.

Po pfidani 3 ml vychlazeného promyvaciho roztoku a centrifugaci byl odsan
supernatant a do zkumavek ptidano 100 ul zfedéné sekundarni protilatky Anti-
Mouse-1gG-FITC.

Bunécna suspenze se nechala opét inkubovat 30 minut ve tmé a poté byla
promyta 3 ml vychlazeného promyvaciho roztoku a zcentrifugovana.

Po pfidani 1 ml fixacniho roztoku se zkumavky 15 minut michaly na michadle,
1 hodinu inkubovaly v lednici a nasledné sto¢eny pii 500g na 5 minut.

Byl odsan supernatant, bunky byly promyty promyvacim roztokem a
zcentrifugovany. Po odsati tohoto roztoku bylo pfiddno 100ul zésobniho roztoku
RNAA4sy a po inkubaci nasledné 1 600l zasobniho roztoku propidium iodidu.

Za 15 minut byly bunky pfipraveny k analyze.

Analyza syntézy DNA - 5-brom-2'-deoxyuridin (BrdU)

Buiiky byly oznaceny 40 pl 10 pumol zasobniho roztoku BrdU a pfevedeny
pomoci pipety do zkumavek a zcentrifugovaly se pi1 500g pii teploté 4°C.

Byly pfidany 3 ml fixa¢niho roztoku 1xPBS, zcentrifugovaly se a odsal se
supernatant.

Na mirném vortexu byly po kapkach pfidany 2 ml 70% ethanolu a inkubovaly se
24 hodin v lednici.

1 ml suspenze se pievedlo do falkonek a stocilo na 5 minut pii 500g.

Byl odsan supernatant a ksuspenzi byl po kapkach pfidan roztok 2M
HCI/Triton X-100 a nechala se zcentrifugovat.

Nasledné byl odstranén supernatant a ptridany 2ml 0,1M boraxu. Proces byl
opakovan s 2 ml 1x PBS-T.

Po odsati supernatantu bylo do zkumavek pfiddno 200 pl ziedéné primarni
protilatky Anti-Brdu a nechaly se inkubovat 45 minut ve tmé.

Po ptidani 2ml PBS-T a centrifugaci byl odsan supernatant a do zkumavek
pridano 200 ul zfedéné sekundarni protilatky Anti-Mouse-1gG-FITC.

Bunécna suspenze se nechala opét inkubovat 30 minut ve tmé a poté byly

ptidany 2 ml PBS-T a zcentrifugovana.
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e Po odsati supernatantu bylo ptfiddno 100ul zasobniho roztoku RNAasy a po
inkubaci nasledné 1 600ul zasobniho roztoku propidium iodidu.

e Bunécna suspenze byla inkubovana 15 minut a tim pfipravena k analyze.
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7. Vysledky
Cilem experimentalni ¢asti bakaléatské prace bylo:

Urceni stupné ploidie naddorovych bunék
Hodnoceni apoptotickych u¢inkt testovanych cytostatik
Hodnoceni vlivu testovanych derivat na bunéény cyklus

Hodnoceni vlivu vybranych derivatii na fosforylaci fosfohistonu H3P>"*°

o r L N

Stanoveni vlivu testovanych derivatl k na syntézu DNA pomoci inkorporace 5-

brom-2'-deoxyuridinu (BrdU) a na syntézu RNA aplikaci 5-bromuracilu (BrU)

Ploidie nddorovych tkani:

Ploidie nadorovych bunék mize mit svlij vyznam pii prognéze onemocnéni.
Je definovana tzv. DNA indexem (DI), ktery charakterizuje zménu obsahu DNA G/G;

faze ve srovnani s normalni diploidni buiikou.

e Diploidni: DI=1
e Anecuploidni: DI<1neboDI>1

Celkovy pocet vzorki byl 134, z toho bylo zpracovano 103. Vzork, které
vykazovaly diploidii bylo 54 a u kterych se projevila aneuploidie bylo 49.
Nezpracované vzorky obsahovaly nedostatecné mnozstvi tkan€ pro jejich analyzu.
Z vysledku analyzy ploidie Ize usoudit, ze u poloviny analyzovaného materialu byla
zjiSténa genomova mutace. Z toho muzeme usoudit, Ze u téchto ptipadi neprobéhla

spravné meidza, tudiz doslo ke ztraté ¢i nadbytku chromozomu. (Priloha 1)

Apoptoza:

Analyza apoptozy ukazala, Ze vSechné testované derivaty V porovnani
s kontrolou vykazovaly vyssi toxicitu a také zde byl ziejmy trend nardstu toxicity

korespondujici se zvySujici se koncentraci testovanych latek. (Tab.3) Znatelné vyssi
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toxicita byla zaznamenana u derivatu E-5x ICsq (Priloha 2) a dale piedevsim u derivat G

Vv obou koncentracich.

Nazev derivatu: Hodnota apoptozy:
Kontrola 5,43%
A-1x 8,80%
A-5x 11,81%
B-1x 8,18%
B-5x 10,02%
C-1x 6,37%
C-5x 9,13%
D-1x 4,73%
D-5x 7,58%
E-1x 10,38%
E-5x 44,66%
F-1x 6,49%
F-5x 9,57%
G-1x 23,07%
G-5x 42,24%
H-1x 6,25%
H-5x 9,70%

Tabulka 3: Hodnoty apoptozy v %.

Bunéény cvklus:

Vsechny testované derivaty vykazovaly urcity vliv na regulaci jednotlivych

fazi bunééného cyklu. (Tab. 4)

Na Go/G; fazi m¢l vyrazné inhibi¢ni ucinek derivat G-5x a H-5X, zato
opacny vliv byl zjistén u latky E-5x. Pribéh S faze pozitivné ovliviiovaly téméf
vSechny latky, avSak derivaty H-5x a E-1x mély podstatné vyssi. U derivatu G-1x byl
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pozorovatelny vyrazny narast bun€k v S fazi, zatimco u jeho vyssi koncentrace ICsg
dochazi k bloku a tedy ke zvySeni akumulaci bunék v G,/M fazi. (Priloha 3) Podobnou
tendenci mél derivat B- 5x, ktery blokoval bunky v S fazi, kdezto v Go/G; fazi byl u néj

zjistén ucinek opacny.

Nazev derivatu: Go/G; faze S faze G,/M faze

Kontrola 45,75% 38,94% 15,32%
A-1x 47,76% 39,55% 12,69%
A-5x 42,50% 44,33% 13,18%
B-1x 43,54% 41,21% 15,26%
B-5x 14,90% 76,70% 8,40%
C-1x 38,98% 49,18% 11,85%
C-5x 44,32% 46,04% 9,64%
D-1x 43,85% 40,20% 15,95%
D-5x 38,45% 49,06% 12,49%
E-1x 26,93% 57,73% 15,35%
E-5x 72,29% 25,58% 2,14%
F-1x 46,19% 39,93% 13,87%
F-5x 48,46% 39,45% 12,09%
G-1x 25,43% 65,20% 9,37%
G-5x 6,46% 25,22% 68,31%
H-1x 43,77% 42,69% 13,54%
H-5x 17,15% 73,33% 9,52%

Tabulka 4: Piehled hodnot procentudlniho zastoupeni bunék v jednotlivych fazich

bunécéného cyklu.
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Fosforylace histonu H3p>*'10:

Pfi hodnoceni zmén fosforylace histonu H3p>10 vykazoval nejvétsi
inhibi¢ni G¢inek derivat E v obou koncentracich a také B-5x. Zajimavosti byl vliv
derivatu G, u kterého byla v nizs§i koncentraci snizena fosforylace histonu az o 75%,
naopak v koncentraci 5x byla jeho fosforylace extrémné vysoka, a to az 16x vyssi oproti
kontrole. (Priloha 4) Zde bylo zaznamenano, ze hodnoty derivatl s koncentraci 1x byly
pomérné neménné, zatimco hodnoty koncentrace 5x byly, S vyjimkou extrémniho G-5X,

vzdy vyrazné€ nizsi. (Tab. 5)

Nézev derivatu: Hodnota H3P>*"?:

Kontrola 1,66%
A-1x 1,25%
A-5X 1,61%
B-1x 1,53%
B-5x 0,57%
C-1x 1,54%
C-bx 1,09%
D-1x 1,54%
D-5x 1,08%
E-1x 0,22%
E-5x 0,04%
F-1x 1,58%
F-5x 1,26%
G-1x 0,41%
G-5x 26,23%
H-1x 1,64%
H-5x 1,15%

Tabulka 5: Souhrn hodnot procentudlniho zastoupeni fosforylace histonu H3p>"10.
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BrU:

Téméf vSechny latky pozitivné stimulovaly syntézu RNA. (Tab. 6) Vyssi
hodnoty byly zjistény u derivatu B-5x a H-5X. Nejvétsi pozitivni ¢inek mél derivat E-
1x, ktery vykazoval az 2x vétS$i hodnotu nez méla kontrola. (Priloha 5) Podobné
vysledky byly zaregistrovany u derivatu G v obou koncentracich. Pouze jedna latka E—

9X Z testovanych derivatlh méla mirny inhibiéni vliv.

Nazev derivatu: Hodnota BruU:
Kontrola 41,53%
A-1x 49,84%
A-5x 48,54%
B-1x 48,40%
B-5x 74,30%
C-1x 58,07%
C-5x 58,90%
D-1x 54,06%
D-5x 59,87%
E-1x 86,62%
E-5x 36,21%
F-1x 46,57%
F-5x 58,00%
G-1x 71,77%
G-5x 80,19%
H-1x 51,85%
H-5x 65,49%

Tabulka 5: Souhrn hodnot procentudlniho zastoupeni bunék pii syntéze RNA.

BrdU:

Z vyssi hodnoty derivatu B-5x a D-5x lze usoudit, Ze tyto latky podporovaly tvorbu
DNA. Derivat G-5Xx mél na syntézu negativni vliv, naopak jeho sniZzend koncentrace

ICso prokazala opacny ucinek. (Tab.7) Jinym piipadem byl derivat E, jehoz obé
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koncentrace mély na syntézu inhibicni efekt, vyssi koncentrace 1Cs této latky dokonce
az o 68%. (Priloha 6)

Nazev derivatu: Hodnota BrdU:
Kontrola 49,78%
A-1x 46,89%
A-5x 52,47%
B-1x 55,32%
B-5x 72,47%
C-1x 64,81%
C-5x 50,95%
D-1x 46,94%
D-5x 65,26%
E-1x 43,88%
E-5x 15,91%
F-1x 53,84%
F-5x 43,24%
G-1x 61,28%
G-5x 32,99%
H-1x 59,74%
H-5x 46,46%

Tabulka 6: Souhrn hodnot procentudlniho zastoupeni bunék p¥i syntéze DNA.
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Zavér a diskuze

Tato bakalatska prace je zaméfena jak na vyuziti analyzy bunééného cyklu
a ploidie v klinické diagnostice, tak i na testovani novych derivatl S potencialnim
protirakovinovym ucinkem. K tomuto tucelu byla zvolena cytometrickd analyza, ktera se

osvédcila jako vhodna metoda pro toto stanoveni.

Prvni ¢ast teoretické Casti shrnuje poznatky o karcinomu endometria, jeho
incidenci, diagnostice a terapii. V druhé ¢asti vénuji pozornost popisu buné¢ného cyklu,
jeho regulaci a nedilnou soucasti je také pojednani o bunétné smrti a jejim defektim.
Dale popisuji princip metody prutokové cytometrie a jeji vyuziti v medicing.
Experimentalni ¢ast prace je zaméfena na analyzu ploidie nadorovych bunék karcinomu
endometria, kde 49 vzorki, tedy témét polovina analyzovaného materialu, vykazovala
aberaci v poc¢tu chromozomovych sad. Poznatky ztéto analyzy lze vyuzit pti dalsi
progndze a diagnostice nadorového onemocnéni. Dale se zabyvam testovanim derivat
salicylaldehydu, které byly syntetizovany na Vysoké Skole chemicko-technologické
v Praze. Vsechny testované derivaty byly velmi G¢inné, avSak pro cytometrickou
analyzu byly vybrany pouze ty, které vykazovaly nejlepsi terapeuticky index a soucasné
jejichz hodnota ICsq Se pohybovala v hodnotach do 10 ul/l. U nékterych derivata byl
zjistény vysoky toxicky ucinek, a to az 8x vyssi, nez byla hodnota kontroly. Pti analyze
fosforylace histonu H3p>*10 se jeden z testovanych derivati jevil jako extrémné
aktivni. Hodnota aktivity fosforylace histonu oproti kontrole byla az 16x vyssi.
Zkoumani vlivu na syntézu nukleovych kyselin poukazalo az na dvakrat vétsi uc¢inek na
syntézu RNA, zato zadny vyrazny inhibi¢ni vliv nebyl patrny. Naopak u analyzy
syntézy DNA byly zjistény jak ziejmé stimulacni vlivy, tak zde byly zaznamenany
latky, které ptsobily inhibi¢né. U analyzy bunécného cyklu po naockovani testovanymi
latkami byla pozorovana akumulace bunék v Go/M fazi. Tento vliv napovida, Ze by se
mohlo jednat o latku, ktera je povaZzovana za tzv. mitoticky jed, podobn¢ jako vinkristin
nebo kolchicin. Vysledky testovani téchto derivatd jsem prezentovala v sekci vysledky.
Cela skupina testovanych latek se jevi svym vlivem na regulaci buné¢ného cyklu jako

velmi zajimava a perspektivni pro dal$i podrobné;si testovani.

Zadané cile této bakalaiské prace byly tispésné splnény.
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Piiloha 1: Ploidie — na 0se x je vneseno mnoZstvi interkalovaného propidium iodidu a
na ose Yy je zndzornén poclet bunék. Pik standardu je stanoven na hodnotu intenzity
200, z ¢ehoz Ize pozorovnat zména vV ploidii u histrogramu tkdané karcinomu a tkané

karcinomu s pffidanym standardem.
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pocet bunék

Kontrola

Derivat E-5x
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P#iloha 2. Apoptoza - srovndni histogramu kontroly, kterd méla hodnotu apoptozy

bunék 5,43% a derivatu E 0 koncentraci 5x 1Csy $44,66% . Na 0se x je vneseno

mnozstvi interkalovaného propidium iodidu a na ose y je zndazornén pocet bunék.
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Kontrola Derivat G-5x

Go/Gy: 45,75 %
1 S: 38,94 %
h G,/M: 15,32 %

Go/Gl: 6,46 %
S:25,22%
G,/M: 68,31 %

Piiloha 3: Bunécny cyklus - srovndni histogramu kontroly a derivdatu G-5x a jejich
rozdily v distribuci bunék v jednotlivych fazich bunécéného cyklu — napviklad derivat
G o koncentraci 5x 1Csq vykazuje ve srovndani s kontrolou inhibi¢ni ucinek na Go/G; a

S fazi, zato ve fazi Go/M je patrnd akumulace bunék.

Kontrola Derivat G-5x
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104

1,66% 26,23 %
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200 400 500 800 1000 0 200 400 600 800 1000
Propidium iodide FL3 Propidium iodide FL3

Piiloha 4: Fosforylace histonu H3p>*"10 - srovndni kontroly, jejii hodnota fosforylace
byla 1,66% a hodnoty derivatu G-5X, u nejZ byla zaznamendna mnohokrdt vyssi
aktivita. Na ose x je vneseno mnoZstvi propidium iodidu a na ose y fluorescein

isokyandtu.
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Kontrola Derivat E-1x
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Piiloha 5: BrU — srovndni kontroly a derivatu E-1X, u néj; byla aktivita syntézy 2x
vétsi nei u zminovaného kontrolniho vzorku a Ilze zde pozorovat i markantni

kumulaci bunék v rané S fazi.
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P#iloha 6. BrdU — srovndni hodnot procentudlniho zastoupeni bunék kontroly a
bunék pii syntéze DNA.U derivdtu E-5X lze pozorovat vyrazné niZsi aktivitu syntézy
RNA, a to o témér 35%.
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