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ZOZNAM SKRATIEK

APC anafazu podporujici komplex

APC/CCdhl APC/C aktivaény protein Cdhl

ATM Ataxia Telangiectasia Mutated

ATR Ataxia Telangiectasia and Rad3 related
Cdc fosfataza delenia bunkového cyklu

CDK cyklin dependentna kinaza

CDKs cyklin dependentné kinazy

Cdtl licen¢ny faktor pre zahjenie DNA replikécie
cyc cyklin

cyc-CDK komplex cyklin a cyklin dependentn4 kindza
DMSO Dimetyl sulfoxid

DNA deoxyribonukleova kysleina

EMEM Eagle's minimal essential medium

FBS fetalne hovédzie sérum

FUCCI fluorescencny indikator bunkového cyklu zalozeny na ubikvitinacii
GDP guanozindifosfat

GFP zeleny fluorescencny protein

GTP guanozintrifosfat

Chk kinaza kontrolneho bodu

IC50 polovica inhibi¢nej koncentracie

MCM mikrochormozomy

MIC minimalna inhibi¢na koncentracia

ORC komplex rozpoznavania pociatkov

PCR polymerazova retazova reakcia

pRB retinoblastomovy protein

pre-RC pre-replika¢ny komplex

RB retinoblastomovy gén

RFP ¢erveny fluorescenény protein

RNA ribnukleova kyselina

SAC kontrolny bod zastavenia vretienka

Skp2 protein 2 asociovany s kinazou S-fazy
SSDNA jednovlaknova deoxyribonukleova kysleina
TBE Tris-borat-EDTA

TGF transformujuci rastovy faktor

TP53 tumor supresorovy gén

TSG tumor supresorovy gén



1 UVOD

Podrl'a najnovsich vyskumov rakoviny hrubého ¢reva sa vyskytuje v Eurdpskej unii toto ochorenie
u 10 % populacie s diagnostikovanym onkologickym ochorenim. Rakovina hrubého creva sa lie¢i
podl’a rozsahu a §tadii ochorenia lokalnou, systematickou alebo kombinovanou lieCbou. Tato praca
je zamerana na protinadorové lieCiva ateda prispieva K uréeniu potencialnych lie¢iv, ktoré su

schopné zablokovat’ bunkovy cyklus.

Cytostatiké inhibuju rast buniek a ich delenie, nejedna sa vSak iba o bunky rakovinotvorné
ale aj bunky zdravé. LieCiva, ktoré boli v tejto praci testované posobia na bunky zastavenim
v $pecifickej faze bunkového cyklu podl'a mechanizmu pdsobenia tychto latok. Experiment bol
prevadzany okrem nadorovej bunkovej linie hrubého ¢reva stucasne aj na nenadorovej bunkovej linii
fibroblastov predkozky. K vyhodnocovaniu téinku pouzitych lie¢iv bol pouzity systém FUCCI,
ktory vizualizuje bunky v priebehu bunkového cyklu v realnom ¢ase. Zhodnotenim percentualneho
zastupenia buniek v urcitych fazach bol vyhodnoteny Gc¢inok lieCiva na bunky. Taktiez bol sledovany
celkovy pocet buniek, ktory bol smerodajnym ukazovatelom apoptézy buniek. Pouzité testované

latky vykazuju vysoky potencial na liecbu rakoviny hrubého creva.



2 CIELE PRACE

1. Vypracovanie literarnej reSerSe zameranej na bunkovy cyklus, jeho kontrolne mechanizmy,
regulaciu; FUCCI systém

2. Ziskanie zrucnosti v laboratoriu tkanivovych kultir — praca sbunkovymi liniami za
sterilnych podmienok

3. Vytvorenie a charakterizacia reportérovych linii za pouzitia plazmidu pBOB-Fast FUCCI
pomocou lentivirusovej transdukcie

4. Selekcia monoklonalnej populécie na zaklade sortovania prietokovou cytometriou

5. Testovanie protinadorovych lie¢iv na vytvorenej bunkovej linii, ur¢enie mechanizmu
pdsobenia testovanych lieciv

6. Vyhodnotenie ucinku lie¢iv na jednotlivé faze bunkového cyklu pomocou obrazovej analyzy
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Bunkovy cyklus vSeobecne

Bunkovy cyklus je séria udalosti, ktoré prebiehaju v bunke pocas jej rastu a delenia. Bunka travi
vacsinu Casu v interfaze, pocas ktorej rastie, replikuje svoje chromozomy a pripravuje sa na delenie.
Po opusteni interfazy prejde mitézu a dokonci delenie. Vysledné bunky, dcérske, vstupuju kazda do

vlastnej interfazy a zacinaju nové kolo bunkového cyklu (National Institutes of Health, 2022).

Ide o Stvorstupiiovy proces. Vo faze Gi bunka zviésuje svoju velkost, faza S je typicka
kopirovanim svojej DNA, nasleduje G faza, kde sa bunka pripravuje na delenie a deli sa v poslednej
faze M. Prvé tri stupne bunkového cyklu Gy, S, G2 tvoria interfazu, ktora predstavuje rozpétie medzi

deleniami buniek (Telser, 2002).

Na zéklade stimula¢nych a inhibiénych sprav, ktoré bunka dostava, sa rozhoduje, ¢i ma
vstupit’ do bunkového cyklu a delit’ sa. Bunky pouzivaju Specidlne proteiny a kontrolné signalizacné
systémy, aby zabezpeCili spravny priebeh bunkového cyklu (The Editors of Encyclopaedia
Britannica, 2022). Hlavné kontrolné body st na konci G; fazy, na zaciatku G2 fazy a kontrolny bod
pocas priebehu mitdézy. Ak sa vtychto kontrolnych bodoch zistia poSkodenia DNA alebo
abnormality, bunka je ntitena podstupit” apoptozu (De Zio et al., 2013). Kontrolne systémy v§ak mozu
byt sabotované chybnymi proteinmi alebo génmi, ktoré spdsobujii malignu transformaciu bunky, ¢o

moze viest’ k rakovine.

-11-



/ M kontrolny bod

M G1 kontrolny bod

G: kontrolny bod \

G,

Syntéza DNA
Go

Faza pokoja

Obrazok 1: Kontrolné body bunkového cyklu. Bunkovy cyklus je kontrolovany v troch
kontrolnych bodoch. Integrita bunky je kontrolovana v 1. kontrolnom bode G:. Spravna duplikacia
chromozdémov sa hodnoti v G, kontrolnom bode. Pripojenie kazdého kinetochoru k vlaknu vretienka
sa kontroluje v kontrolnom bode M. (Prevzaté a upravené podl'a: Hein et al., 2014)

3.2 Gy faza

Po ukonceni jadrového delenia a vzniknuti dvoch dcérskych buniek, kedy je bunka schopna
samostatného prezitia, zacina faza Gi. Tato faza je Specificka vysokou metabolickou aktivitou,
proteosyntézou, syntézou RNA v jadre. Bunka sa zvidcSuje, vytvara sa zasoba nukleotidov
a syntetizuju sa enzymy pre buducu replikaciu jadrovej DNA. Pocas tejto fazy je bunka schopna
reparacie Casti DNA, ktoré boli poskodené mutaciami. Nachadza sa tu kontrolny uzol, ktory zaist'uje,
aby materska bunka presla do d’alSej fazy bez poSkodenia genetickej informécie. Ukoncenie tejto

fazy je zahajené replikaciou jadrovej DNA. Bunka prechadza do fazy syntetickej (Figulova, 2012).

3.2.1 Kontrolny bod G1/S

Hlavny kontrolny bod, oznacovany ako bod restrikcie. Rozhoduje o deleni bunky alebo oddialeni
bunkového delenia, pripadny vstup bunky do pokojovej fazy Go(Garofalo, 2010). Usek je dostatoéne
dlhy na reparacné mechanizmy, odstranenie chyb spdsobenych mutaciami. Pri zlyhani tychto

opravnych mechanizmov mézu vznikat’ nadorové bunky (Paulovich a Toczyski, 1997).
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Rastové faktory st gény, ktoré zohravaju dolezitii ulohu pri regulacii bunkového delenia
a proliferacie buniek. Pritomnost’ rastovych faktorov v extracelularnom priestore aktivuje signdlne
drahy, k produkcii cyklinu D, ten sa viaze na CDK 4/6 (Goel et al., 2018). Komplex cyklin D s CDK
4/6 zaistuju expresiu génu pre cyklin E, ktory s CDK vytvara komplex. Tento komplex fosforyluje
retinoblastomovy protein (pPRB). Modifikovany pRB uvolfiuje protein E2F sluZziaci ako transkripény
faktor k regulacii expresie génov pre proliferaciu buniek, ktoré sa podielaju na postupe cez G, do
S fazy bunkového cyklu produkcii. Gény regulované E2F st zlozky replikacného aparatu, zahriiuju
enzymy zaist'ujuce syntézu nukleotidov, opravy poskodenej DNA a v neposlednom rade st to stéasti

riadiace neskorsi nastup a priebeh mitdzy alebo apoptdzy (Polager et al., 2002).

Zmeny v dosledku genetickych mutacii ako delécia, bodova mutéacia alebo nadmerna
expresia génov vedie k zmene rovnovahy medzi fosforylovanym a defosforylovanym Rb (Hall a
Peters, 1996). Dochadza k poSkodeniu kontrolného bodu G1/S, ¢o ma za désledok nezavislost’ bunky
na regula¢nych signaloch. Bunka sa moéze delit’ aj v podmienkach, ktoré by boli za normalnych

okolnosti zabrzdené (Paulovich a Toczyski, 1997).

Signaly z vonkajsieho @
prostredia - rastove

Ha® o
~@-=0
AR

E2F

o

&. S faza

Obrazok 2: Kontrolny bod G1/S. Tento bod sluzi k opravnym mechanizmom, zastaveniu cyklu,
pripadnému prestipenie bunky do pokojovej fazy Go. Pritomné rastové faktory indikuja k naviazaniu
cyklinu D na CDK 4/6. Vzniknuty komplex s cyklinom E fosforyluje Rb, ktory uvolnuje E2F.
Transkripény faktor E2F slizi ako zlozka replikacného aparatu. (Prevzaté a upravené podla: Dong,
2015)
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3.3 Go faza

Vicsina buniek sa nachddza v pokojovej fazy Go. V tejto faze mézu byt natrvalo alebo opédtovne
vstapit’ do G fazy bunkového cyklu. V pokojovej faze sa bunky nereplikuje ani nedelia, ale su
zivotaschopné (Pouget, 2022). Mitogény, cykliny a cyklin-dependentné kinazy potrebné na delenie
bunky zanikaju. Mitotické delenie je zastavené, avSak bunky zostavaji metabolicky aktivne. Proces
opatovného vratenia bunky do bunkového cyklu je zabezpeceny stimulaciou pomocou rastovych
faktorov a je pod kontrolou komplexu cyklinu D s CDK4/6 .  Bunky mozu prejst’ do GO fazy po
ukoncéeni mitozy alebo preto, Ze nie je potrebné aby sa delili. Do pokojovej fazy mdzu vstupit aj

z dovodu nedostatku energie a zivin, ktoré st potrebné, aby sa bunka delila (Michie et al., 2018).

3.4 S faza

Po prechode kontrolnym bodom G1/S sa bunka dostdva do fazy S. Dochadza k replikacii DNA.
ZvySovanie hladiny cyklinu A prebieha pocas celej fazy. Cyklin A sa viaze s CDK2, tento komplex
fosforyluje protein Cdc6. Dochadza k replikacii DNA, vznikaju dve vlakna s identickou genetickou

informaciou. Vznikaju dvojchromatidové chromozomy (Ayad, 2005).

Pocas S fazy bunka premienia pre-replikatné komplexy (pre-RC) na aktivne replikacné
vidlice, aby mohla zacat’ replikacia DNA. Tento proces zavisi od kinazovej aktivity Cdc 7 a cyklin-
dependentnych kinaz (CDKS), ktoré su pri vstupe do S fazy regulované. Aktivacia pre-RC je prisne
regulovana. Po tom ako Cdc 7 a CDK fosforyluje substrat, sa s pre-RC spaja stbor replikaénych
faktorov. Dochadza k podnecovaniu helikazy, aby doslo k rozvinutiu tseku rodi¢ovskej DNA na dve
vlakna ssDNA, ktoré pripoja replikacny protein A, protein viazuci ssDNA. Pripojenie proteinu
A pripravuje replika¢nu vidlicku na naviazanie replikaénych polymeraz DNA a postvanie svoriek.
Naviazanie tychto faktorov dokon¢i aktivnu replika¢nu vidlicku a iniciuje sa syntéza novej DNA

(Takeda a Dutta, 2005).

V priebehu S fazy dochadza k oprave chybnych nukleotidov, taktiez su syntetizované
proteinové komponenty chromatinu, telomeraza syntetizuje DNA na konci chromozému. V pripade
poskodenia DNA vo fazy S, nenastava zastavenie bunkového cyklu, len jeho spomalenie (Fischer et

al., 2018; Mendoza, 2009).
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cyklin E/CDK2

cyklin A/ICDK2

Obrazok 3: Synteticka fiaza bunkového cyklu. V G; faze sa helikazy pripajaju k replikacnym
zaCiatkom na vytvorenie pre-RC. Po vstupe do S fazy sa proteiny GINS a Cdc45 pripajaju na
replikaéné pocéiatky, si zavislé od faktorov kontrolujtcich zahajenie poéiatku (Dpb11, sld2 a sld3)
pod regulaciou kinaz cyklin E/CDK2 a Cdc7. Fosforylovana helikiza MCM2-7 spolu s Cdc45
a GINS tvoria komplex CMG a sluzia na odvijanie miesta replika¢ného pociatku DNA. Nasledne sa
polymeraza € a § pripoja k replikacnej vidlici a za¢ina replikacia DNA. Replikované duplexy DNA
st vo faze Gy udrziavané kohezinom a v mitoze sa oddel'ujii (Prevzaté a upravené podl'a: Huang a
Zhang, 2011).

3.5 G, faza

Druha pripravna faza zavisla na dokonceni replikacie DNA vo fazy S. Na zaciatku fazy sa mnozia
organely ako st mitochondrie a lipozémy. Vd’aka vlastnej DNA sa mézu delit’ nezavisle na zbytku

bunky (Markgraf, 2019).

Pripravna faza ma dve hlavné funkcie. Musi skontrolovat’ pripravenost’ bunky na fazu mitézy
a pripadné nedostatky okamzite odstranit’. V pripade, ze ddjde K zisteniu zavaznych chyb nastava
prerusenie bunkového cyklu a zastavenie procesu delenia. K preruseniu a zastaveniu delenia
dochadza v nepritomnosti cyklinov alebo pomocou aktivovaného proteinu p53. (Stark a Taylor,
2004).

Druha funkcia G, fazy je zaistenie pritomnosti dostatku materialu pre dve bunky. Pocas

trvania fazy sa Casto syntetizuju nové bielkoviny, mnozia sa organely, vytvaraju sa lipidy pre
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membranu, az pokial’ nie je dostatok pre dve bunky. Velkost bunky sa posobenim tychto ¢innosti

vyrazne zvacsi (Matson a Cook, 2017).

3.5.1 Kontrolny bod G2/M:

Na konci G, fazy rozhoduje kontrolny bod G2/M 0 vstupe do mitotickej fazy. ZvySuje sa koncentracia
cyklinu B, ktory vytvara komplex s Cdk2. Jeho tloha je nevpustit’ bunky do mitdzy, pokial je syntéza
DNA nedokoncena alebo poskodenad. V zavislosti na type zistenia poskodenia bunky, reaguju kinazy
spustenim signalnych kaskad. Pritomnost’ poskodenia DNA spusta drahy ATM alebo ATR, vd’aka
ktorym dochadza k aktivacii kinaz kontrolného bodu Chk1 a Chk2, dochadza k naslednej inaktivacii
komplexu cyklin B-Cdk2. Nastava zabranenie fosforylacnej aktivity a oznacenie komplexu na
degradaciu ubikvitinom (Cuddihy a O'Connell, 2003; Morgan, 2007).

V pripade, ze doslo k zlyhaniu kontrolného bodu v dosledku pritomnosti nereplikovanej
DNA alebo poskodenej DNA, sa Cdk2 udrziava v neaktivnom, fosforylovanom stave a mitotickému

vstupu sa zabrani (O'Connell a Walworth, 2003).

Prva kaskada okamzite inhibuje progresiu Chk do mitdzy, fosforylaciou a inaktivaciou
Cdc25. Druha pomalsia paralelna kaskada zahtna fosforylaciu p53, dochadza k aktivacii vizby na
DNA. Protein p53 reguluje funkciu inhibitora Cdk2, p21 a proteinov 14-3-3, ktoré fosforyluja a tym
inaktivuju Cdk v cytoplazme (Gould a Nurse, 1989).

Kinaza kontrolného bodu 1 fosforyluje Weel. Aktivovany Weel udrziava cyklin B
v komplexe s Cdk2 inaktivovany a zabrafiuje vstupu bunky do mitézy. Zaroven Chkl inhibuje
Cdc25, ktory aktivuje komplex cyklinB/Cdk2 a podporuje obnovu bunkového cyklu. Na reakcii
kontrolného bodu sa podiel'a viacero drah, apreto zacielenie na Cdc25, nie je jedinym

mechanizmom, ktory spravuje bunkovy cyklus (Song et al., 2020).
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Obrazok 4: Kontrolny bod G,/M. V reakcii na poskodenie DNA sa aktivuje signalna draha
ATM/ATR, ktora vedie k fosforylacii a aktivacii Chkl a Chk2 a k naslednej fosforylacii Cdc25.
Fosforylovany Cdc25 je udrziavany v cytoplazme proteinmi 14-3-3, Co zabranuje aktivacii
cyklinuB/Cdk2 a vedie k zastaveniu v G,. Aktivované drahy ATM/ATR tieZ aktivuju signalizaciu
zavisli od p53, ktory udrziava Cdk2 v cytoplazme pomocou proteinov 14-3-3, ¢im ponechava
zastaveny cyklus v Gz. Okrem toho p53 indukuje aktivaciu p21, inhibitora Cdk, ktory sa viaze na
komplex cyklinB/Cdk2 a inhibuje ho (Wang et al., 2009).

3.6 M faza

Pocas mitotickej fazy dochadza k prerozdeleniu duplikovanej DNA a cytoplazmy, naslednému
vytvoreniu dvoch buniek (The Editors of Encyclopaedia Britannica, 2020). Spravne fungovanie
bunky je zaistené komplexami cyklinu B a CDC2, ktoré fosforyluju proteiny (Hohenberg, 2022).

Faza zahina dva odlisné procesy, a to samotni mitdzu a cytokinézu.

Pocas mitotickej fazy sa jadrova DNA bunky kondenzuje do viditeI'nych chromozémov a je
od seba oddelenda mitotickym vretienkom. Mitdza prebieha vo fazach: profaza, prometafaza,

metafaza, anafaza, telofaza.
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Profaza je prva faza mitdzy, ktora oddel'uje zdvojeny geneticky material, v jadre materskej
bunky, na dve identické dcérske bunky. Dochédza ku kondenzacii chromatinu, ktory sa vinie a stava
sa viac kompaktnejsim, ¢o vedie k jeho zviditeI'neniu. Zac¢ina sa vytvarat mitotické vretienko tvorené
mikrotubulmi na opa¢nych poéloch bunky. Vretienko je zodpovedné za rozdelenie sesterskych

chromatid na dve bunky (Castro et al., 2003).

Po ukonceni profazy vstupuje bunka do prometafazy. V druhej faze dochadza k fosforylacii
jadrovych lamin pomocou komplexu cyklinu B acyklin dependentnej kindzy (cycB-CDK)
sposobujucich rozpad jadrovej membrany na mnozstvo malych vezikal. Nasledkom coho maju
mikrotubuly vretienka priamy kontakt s genetickym materialom bunky. Mikrotubuly si dynamické
arasti smerom von z centrozomu, kde nachadzaju chromozom a spajaju sa s nim v oblasti
kinetochoru. Na kazdy kinetochor sa pripaja asponl jeden mikrotubul z kazdého pélu. Nasledne
nastava pretahovanie a chromozomy sa pohybuju k jednému aj druhému p6lu bunky (Castro et al.,
2003).

Pocas metafazi ma kazdy chromozoém aspon dva mikrotubuly vychadzajuce z kinetochoru
a ku kazdému polu bunky je pripojeny aspon jeden mikrotubul. Kinetochorne mikrotubuly tahaju
sesterské chromatidy z jednej strany na druht, aZ pokial’ sa nezosuladia v ekvatorialnej rovine bunky
(Castro et al., 2003).

Oddelenie a presun chromozémov Kk opaénym poélom bunky prebicha pocas anafazy.
Dochédza k enzymatickému rozpadu kohezinu, ktory spajal sesterské chromatidy. V prvej Casti
anafazy sa mikrotubuly kinetochoru skracuju a pritahujii chromozémy k pélom vretienka. Pocas
druhej Casti anafazy astrdlne mikrotubuly, ukotvené na bunkovej membrane, tahaju poly d’alej od
seba a interpolarne mikrotubuly sa postivaju okolo seba, ¢im sa vytvara tah na chromozoémy (Castro

etal., 2003).

Pocas poslednej fazy, telofazy, sachromozomy dostavaji k pélom bunky. Mitotické
vretienko sa rozpadne a vezikuly, ktoré obsahuju fragmenty pdvodnej jadrovej membrany, sa
zhromazdia okolo dvoch suborov chromozémov. Pritomna fosfataza slizi na nasledna
defosforylaciu lamin na oboch koncoch bunky. Téato defosforylacia vedie k vytvoreniu novej jadrovej

membrany okolo kazdej skupiny chromozomov (Castro et al., 2003).

Pri cytokinéze sa cytoplazma bunky rozdeli na dve Casti, ¢im vznikaji dve dcérske bunky.
Zvycajne sa cytokinéza zacina po ukonceni mitézy. V pripade ZivociSnych buniek dochadza
k deleniu bunky pomocou cytoskeletalnych vlakien. Vzniknuty kontraktilny prstenec sa stahuje

dovnutra a zovrie bunku na dve Casti, dochadza ku kontraktilnej cytokinéze (Telser, 2002).
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Obrazok 5: Jednotlivé Stadia mitézy. Na obrazku s zobrazené §tadia mitdzy ziskané pomocou
fluorescencnej mikroskopie. Bunkova DNA bola zafarbend DAPI (modra), zatial’ co mitochondrie
boli zafarbené MitoTracker Red CMXRos (¢ervena) a mikrotubuly zafarbené na zeleno pomocou
Alexa Fluor 488 znaceného sekundarnymi protilatkami. Na vizualizaciu mitozy boli vyuzité zivé
epitelové bunky obli¢iek klokanka krysieho (Potorous tridactylus) (Prevzaté a upravené podla:
Griffin et al., 2015).

3.6.1 Kontrolny bod M

Nevyhnutna kontrola naviazania chromozémov na mikrotubuly deliaceho vretienka, nastava na
konci metafazy mitozy. Kontrolny bod vretienka uréuje (SAC), ¢i st vSetky sesterské chromatidy
spravne pripojené k mikrotubulom vretienka. Ked'Ze oddelenie sesterskych chromatid poc¢as anafazy

je nezvratny krok, cyklus nepokracuje, pokial’ kinetochory kazdého paru sesterskych chromatid nie
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su pevne pripojené k aspon dvom vlaknam vretienka vychadzajuceho z opacénych polov bunky
(Boundless, 2016). Kontrolny bod zastavenia vretienka aktivne zabranuje pripojeniu kinetochoru
k mitotickému vretienku. Takto nepripojené kinetochory aktivuju protein SAC na tvorbu diftzneho
inhibitora anafazy. Kinetochory prestavaju produkovat tento inhibitor, ked’ su mikrotubuly

mitotického vretienka pripojené (Kops a Shah, 2012).

3.7 Apoptoza

Apoptoza alebo programovana bunkova smrt’ je regulatny mechanizmus, vd’aka ktorému moéze
bunka vykonat svoju vlastnu smrt Vreakcii na extracelularne signaly alebo z dovodu
nenapravite'ného poSkodenia buniek ¢i DNA (Ameisen, 2002). Schopnost’ vyhnit’ sa apoptdze ma
vagsina nadorovych buniek. Castou pri¢inou je strata nadorového supresora p53. Inaktivacia proteinu
pS53 sposobuje, ze bunka nie je schopna vnimat poSkodenie DNA, ktoré podnecuje apoptozu
(Hanahan, 2022). Antiapoptotické zlozky rodiny Bcl-2 a inhibitory apoptozy (IAP), ktoré
znemoziuju ¢innost” kaspaz, si zvySené a posobia proti proapoptotickym ucinkom proteinov BH3
(Vo a Letai, 2010). Bcl-2 sa dokaze viazat’ na proapotoické regulatory Bax a Bak, ¢im zabrafiuje
tvorbe porov. Moze tiez inhibovat’ proteiny BH3, ¢im zabranuje reakcidm na poskodenie DNA.
Zabranenie bunkovej smrti v pripade poskodenia bunky spolu s pokracujucim delenim buniek vedie
k rastu nadoru (Hanahan, 2022). Apoptoza je nevyhnutny proces pri vyvojovych mechanizmoch ako

prevencia nadmerného rastu bunkovych linii.

Autofagia, proces pri ktorom bunka rozklada a ni¢i poskodené alebo abnormalne proteiny
a iné latky, a apoptdza su prepojené. Dochadza medzi nimi k vzdjomnému ovplyviiovaniu. Autofagia
je nevyhnutny proces bunky, aby bola schopna prezitia a fungovania. Nadmerna autofagia v§ak moze

viest’ k bunkovej smrti, ¢o je proces morfologicky odlisny od apoptézy (Aman et al., 2021).

Apopticka bunka neposkodzuje susedné bunky prebiehajtiicim procesom. Bunka sa zmensi a
zahusti, dochadza ku kondenzacii cytoplazmy. Cytoskelet sa odbura, jadrovy obal sa rozpadne
a DNA sa rozpadne na fragmenty. Najpodstatnejsia je zmena povrchu bunky (Maderna a Godson,
2003). Pozmenena bunka je I'ahko fagocytovana susednou bunkou alebo makrofagom, skor ako
dojde k uniku obsahu bunky do okolia. Tym sa zabrainuje Skodlivym nasledkom aje mozna

recyklécia organickych zloZiek mrtvej bunky bunkou, ktora ju pohlti.

Vnutrobunkovy mechanizmus zodpovedny za apoptozu zavisi od protedz, ktoré maju vo
svojom aktivnom mieste cystein. Dochadza k Stiepeniu cielovych proteinov na S$pecifickych
asparagovych kyselinach (EImore, 2007). Kaspazy sa syntetizuju vV bunke ako prokaspazy, ktoré sa

zvyCajne aktivuju Stiepenim na Kyseline asparagovej inymi kaspazami. Po aktivacii sa kaspazi
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Stiepia, a tym aktivuju d’alSie prokaspazy, ¢o vedie k zosilneniu proteolytickej kaskady (Thornberry
a Lazebnik, 1998). Niektoré z aktivovanych kaspaz Stiepia jadrové laminy, ¢oho dosledok jej
nezvratny rozpad. Iné kaspazy Stiepia protein, ¢im uvol'nia DNAzu na rozdelenie DNA v bunkovom

jadre. Bunka je rychlo pohltena susednou bunkou.

Obrazok 6: Programovana bunkova smrt. Fotografia zhotovena transmisnou elektrénovou
mikroskopiou zobrazujuca apopticka bunku kostnej drene mysi BALB/c. Bunka ktora prechadza
apoptozou, vykazuje kondenzaciu jadra na fragmenty a zmensenie bunky. Jadro a cytoplazma sa
rozpadnu na apoptické telieska, ktoré st fagocytované okolitymi bunkami (Prevzaté a upravené
podla: Tamaki et al., 2003).

3.8 Regulacia bunkového cyklu

Okrem vnutornych kontrolnych bodov existuju d’alSie dve skupiny intraceluldrnych zloziek, ktoré
reguluju bunkovy cyklus. Tieto regulaéné mechanizmy bud’ podporuji vstup bunky do d’alsej fazy
alebo zastavuju bunkovy cyklus. Pozitivha regulacia, postup v bunkovom cykle, je zabezpecena
cyklinmi a cyklin-dependentnymi kindzami. Negativna regulacia je zabezpecena tumor

supresorovymi génmi (Lim a Kaldis, 2013).

Regulacné zlozky moézu posobit’ samostatne alebo mézu ovplyviiovat’ produkciu inych
proteinov a ich aktivitu. Vd’aka ¢omu zlyhanie jedného regulatora nemusi mat’ takmer Ziadny vplyv
na bunkovy cyklus, najmé v pripade ak je jedna udalost’ kontrolovana viacerymi mechanizmami.
Pripadne ucinok nedostatocného alebo nefunkcného regulatora méze byt rozsiahly a mat’ pre bunku

fatalny dosledok, v pripade, Ze je ovplyvnenych viacero procesov (Lim a Kaldis, 2013).
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Obrazok 7: Regulicia bunkového cyklu. Zdkladny mechanizmus progresie bunkového cyklu,
hladiny cyklinov, st znazornené vo vnutri bunkového cyklu. Proteinové produkty protoonkogénov,
ktoré pdsobia ako hnacie sily bunkového cyklu (zelené semafory), st znazornené zelenou farbou.
Proteinové produkty nadorovych supresorovych génov, ktoré reguluji kontrolny bod Gi (Cerveny
semafor) bunkového cyklu, st znazornené cervenou farbou. Symboly zeleného semaforu predstavuju
kontrolné body bunkového cyklu. (Prevzaté a upravené podl'a: Plastic Surgery Key, 2019)

3.8.1 Cykliny

Patria medzi najdolezitejSie regulatory bunkového cyklu. Cykliny st skupinou proteinov, vyskytuju
sa Vv Styroch zéakladnych typoch: cyklin D, cyklin E, cyklin A, cyklin B. Kazdy cyklin je spojeny
s urcitou fazou, prechodom alebo stiborom faz bunkového cyklu, kde pomaha riadit’ udalosti danej

fazy alebo obdobia (Galderisi et al., 2003).

Hladiny vsetkych Styroch cyklinov kolisu v priebehu cyklu, st periodicky syntetizované
a degradované. ZvySena koncentracia cyklinovych proteinov je vyvolana intracelularnymi aj
extracelularnymi signalmi. Po prechode bunky do dalSej fazy sa aktivované -cykliny

v predchadzajucej faze odburavaji (Chandrasekaran et al., 2011).
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Obrizok 8: Casova os cyklinov v priebehu bunkového cyklu. Jednotlivé cykliny su exprimované
v roznych stadiach bunkového cyklu. Cyklin-dependentné kinazy vyzaduju pre spravne fungovanie
Specifické cykliny, vd’aka tejto vlastnosti dochadza k regulacii aktivity CDK v priebehu bunkového
cyklu. Napriklad cyklin A je produkovany v neskorej faze Gi, vzostupuje v S faze a najvyssiu
aktivitu dosahuje v G, faze. (Prevzaté a upravené podla: Lents a Baldassare, 2016)

3.8.2 Cyklin-dependentné kinazy

Cykliny reguluji bunkovy cyklus len v pripade, Ze su viazané s enzymami CDKs. Samostatna CDK
nie je aktivna, ale vdzba cyklinu ju aktivuje, ¢im sa z nej stane funkény enzym. Takyto enzym
umoziuje modifikovat’ cielové proteiny. Tvorba komplexu cyc-CDK riadi progresiu bunkového
cyklu prostrednictvom fosforylacie cielovych génov, ako je napriklad nadorovy supresorovy pRD.
Aktivacia cyc-CDK je indukovana mitogénnymi signalmi a inhibovana aktivaciou kontrolnych

bodov bunkového cyklu v reakcii na poskodenie DNA (Otto a Sicinski, 2017).

Cyklin-dependentné kinazy, ktoré fosforyluju Specifické cielové proteiny. Pripojena
fosfatova skupiny funguje ako spina¢. Ten umoziuje aby sa cielovy protein stal viac alebo menej
aktivnym (Grana a Reddy, 1995). Ked sa cyklin pripoji k CDK nastava aktivacia kinazy
a nasmerovanie CDK na S$pecificky stubor cielovych proteinov, ktoré st vhodné pre obdobie
bunkového cyklu riadené cyklinom (Obaya a Sedivy, 2002). Hladiny CDK st poc¢as bunkového
cyklu relativne konstantné, ich aktivita a aktivita cielovych proteinov sa meni, podl'a toho, ako

klesaju a stupajt hodnoty réznych cyklinov (Grana a Reddy, 1995).

Vytvorenie komplexu cycD-CDK4/6 iniciuje fosforylaciu rodiny pRb vo v¢asnej faze Ga.
Fosforylacia Rb stimuluje uvolfiovanie transkripéného faktora E2F, ktory nasledne stimuluje

transkripciu v€asnych génov reagujucich na E2F, ktoré s potrebné na progresiu bunkového cyklu.

-23-



Medzi skoré gény reagujice na E2F patria cykliny typu A a E. V neskorej faze G sa cyklin E viaze
na Cdk2 a aktivuje ho, ¢o vedie k uplnej fosforylacii Rb a dalSej aktivacii transkripcie
sprostredkovanej E2F. Tieto udalosti spolo¢ne ved bunky na hranicu fazy Gi/S a iniciuji fazu S.
Na zaciatku S fazy sa syntetizuju cykliny typu A a vytvaraji komplex s Cdk2, ktory fosforyluje
proteiny zapojené do replikacie DNA a pohana prechod bunky do fazy G». V neskorej faze G sa
vytvara a aktivuje cyCA-Cdk1, ktory je potrebny na prechod G2/M a zacatie profazy. Nakoniec sa
komplexy cycB-CDK1 tvoria vo faze M a riadia dokoncenie mitozy (Wang, 2021).

Cyklin D

CDK4/6

Obrazok 9: Regulacia bunkového cyklu pomocou cyklinov cyklin-dependentnych kinaz.
Vo faze Gi1 bunkového cyklu sa zvySuje syntéza cyklinu D, ktory je viazany s CDK4/6 a podporuje
vstup do bunkového cyklu a jeho priebeh v Gi. Prestup medzi G; a S fazou je zabezpecCeny
komplexom cycE-CDK2. Pocas S fazy cyklin A s CDK2 riadi priebeh replikacie DNA. Vo faze G
je primarnym regulatorom bunkového cyklu CDK1. Cyklin B dosahuje v M faze najvysSiu expresiu
a v komplexe s CDK1 riadi fazu mitézy (Prevzaté a upravené podl'a: Wang, 2021).

3.8.3 Tumor supresorové gény

Néadorové supresory st gény, ktoré posobia v ramci gendmu a reguluju viaceré bunkové funkcie. St

nevyhnutné pre rast buniek a ich progresii v bunkovom cykle, proliferaciu, opravy DNA a d’alSie
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kla¢ové funkcie bunkovej signalizicie ako je zahdjenie apoptdzy. V pripade nefunkénosti tumor
supresorovych génov (TSG) vznika vysoké riziko poruchy regulacie bunkového rastu, ktory je

znamym mechanizmom vzniku rakoviny (Sherr, 2004).
TSG mozno funkéne rozdelit’ do piatich typov (Joyce et al., 2022)

3.8.3.1 gény kodujuce intraceluldrne proteiny, ktoré su klucové pri kontrole progresie stddii
bunkovéeho cyklu

3.8.3.1.1 Retinoblastom

Gén RB koduje pRB, ktory reguluje rast bunick a zabranuje prili§ rychlemu alebo
nekontrolovatelnému deleniu. Za urcitych podmienok pRB brani inym proteinom spustat
replikaciu DNA. Ked'Ze replikacia DNA prebicha pred samotnym delenim bunky, tato
regulacia kontroluje delenie buniek a pomaha predchadzat’ rastu nadorov. Okrem iného pRB
integruje s d’alS§imi proteinmi a ovplyviuje prezivanie buniek, apoptdzu a diferenciaciu (vid’

Obrazok 2) (Herwig a Strauss, 1997).

Mutacie ovplyviujice funkcie RB, CDK4 a amplifikacie génu cyklinu D, strata inhibitorov
CDK a inhibicia mézu zrusit' antiproliferacny u¢inok RB pri nadorovych ochoreniach

(Javanmard et al., 2019).

3.8.3.2 gény, ktoré koduju receptory alebo prenasace signalu, ktoré inhibuju proliferaciu buniek
3.8.3.2.1  transformujuci rastovy faktor (TGF)-f3
3.8.3.2.2  protein adenomatoznej polypozy coli (APC)

3.8.3.3 gény ktoré koduju proteiny kontrolného bodu, uzitocné pri zastaveni a cyklu v pripade

poskodenia DNA alebo chromozomalnych defektov

3.8.3.3.1 proteiny pl6 a pl4

3.8.3.3.2  tumor supresorovy gén BRCAI

3.8.3.4 gény, ktoré koduju proteiny uzitocné na zahdjenie apoptozy
3.8.3.4.1 protein p53

3.8.3.4.2  proapopticky gén Bax

3.8.3.5 gény, ktoré kdduju proteiny podielajuce sa na oprave DNA

3.8.3.5.1 Tumor supresorovy gén TP53

Nadorovy supresor TP53 slizi na monitorovanie bunkového stresu, anoxiu, identifikaciu

poskodenia DNA alebo nevhodnej signalizacie mutovanej onkoproteinmi. Gén TP53 koduje

-25-



protein p53, ktory kontroluje expresiu proteinov aich aktivitu pri zastaveni bunkového
cyklu, oprave DNA a apoptoze (Chen, 2016).

Strata funkcie p53 moze spdsobit’ pokracovanie replikacie buniek aj v pripade poskodenia
ich DNA a neaktivovanie apoptdzy. Aktivny p53 reguluje expresiu dolezitych proteinov ako
je inhibitor cyklin-dependentnej kinazy p21, ktory zastavuje kontrolny bod G1/S. V pripade,
ze poskodenie nie je opravitelné, p53 aktivuje gén BAX kddujuci proapopticky protein,
ktory nakoniec vedie k apoptoze. Taktiez posobi na inhibiciu antiapoptického génu BCL2
a stimuluje uvolnenie cytochromu ¢ z mitochondrii. Cytochréom c aktivuje v bunke kaspazy
zodpovedné za apoptozu. (Ozaki a Nakagawara, 2011).

Protein p53 moze byt inaktivovany virusovymi onkoproteinmi, ¢o vedie k zruSeniu jeho

antiproliferaéného a ostatného délezitého tiéinku na bunku (Tornesello et al., 2018).
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Obrazok 10: Protein p53 odpovedajici na stres. Protein p53 slazi ako centralny prvok medzi
vonkaj§imi faktormi a odpoved’ou bunky. Podporuje mechanizmy, ako st apoptoza, oprava DNA,
senescencia, autofagia a mnoho d’alsich, ¢im plni ochrannu funkciu. V pritomnosti mutantnej formy
p53 sa fyziologicka odpoved méze menit, ¢o vedie K podpore procesov nadorového bujnenia
(Prevzaté a upravené podl'a: Amelio a Melino, 2020).

3.8.4 Protoonkogény

V T'udskom tele bolo objavenych viac ako Styridsat’ réznych typov protoonkogénov. Je to skupina

zdravych génov, ktoré sa nachadzaji v bunke. Kazdy z protoonkogénov je zodpovedny za tvorbu
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proteinov, ktoré sa podielaji na stimulacii delenia buniek, inhibuju ich diferenciaciu a zastavuju
smrt’. VSetky tieto procesy st dolezité¢ pre normalny vyvoj cloveka a zachovanie tkaniv a organov
(Chial et al., 2008).

V pripade mutovanej alebo defektnej verzie sposobenej bodovou mutaciou, deléciou, inzerciou
alebo chromozomalnou translokaciou Sa zvysuje expresia proteinov, vznikaju chromozomalne képie
protoonkogénov, génovy produkt je hyperaktivny, vznika fazny protein s onkogénnou aktivitou
(Chial et al., 2008). Tieto zmeny vedi K neregulovanému deleniu buniek, pomalsej diferenciacii
a zvysenej inhibicii bunkovej smrti. Tieto vlastnosti spolo¢ne definuju bunky, ktoré sa stali

nadorovymi (Cafasso, 2018).
3.8.4.1 Ras

Podrla vyskumov ide prvy protoonkogén, ktory sa pravdepodobne zmenil na onkogén.

Ras je dolezitou stcastou signalnych transdukénych drah, ktoré reguluju rast, proliferaciu,
diferenciaciu a apoptozu. Ras funguje ako molekularny spinac, ktory sa pohybuje medzi aktivnou
formou viazanou na guanozintrifosfat (GTP) a neaktivnou formou viazanou na guanozindifosfat
(GDP). Premena z formy viazanej na GTP na formu viazani na GDP je sprostredkovana
vnutornou GTPazovou aktivitou Ras-u. Porucha hydrolytickej reakcie je najcastejSim
biochemickym defektom spojenym s onkogénnymi mutéciami Ras. V pripade mutécie, koduje

protein, ktory spdsobuje nekontrolovatel'ny signal podporujuci rast (Hall et al., 2002).

3.8.4.2 HER2

Vytvara proteinové receptory, ktoré sa podiel’aju na raste a deleni buniek v prsniku. Mnoho l'udi

s rakovinou prsnika ma amplifikaciou HER2 (Jiang et al., 2012).

3.8.4.3 Myc
Proteiny Myc su rodinou transkripénych faktorov, ktoré reguluju rast a vstup do bunkového
cyklu. Myc reguluju predlzovanie transkripcie aktivne prepisovanych génov prostrednictvom
zapojenia transkripénych elonga¢énych faktorov. Vo fyziologickom stave si Myc prisne
kontrolované transkripénymi aj posttranskripénymi zlozkami. Zlyhanie kontroly Myc
zintenziviiuje expresiu cielovych génov, ako aj d’alSich neciel'ovych génov, ¢im sa zvySuje
tumorigenéza (Wang, 2021).

3.8.4.4 Cyklin D

Beznou tlohou cyklinu D je deaktivovat’ nddorovy supresor pRb. Po mutacii cyklinu D, nie je
schopny vykonavat’ tito ¢innost’, a tym dochadza k nekontrolovatelnému rastu buniek (Qie a

Diehl, 2020).
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3.9 FUCCI (Fluorescent Ubiquitination-based Cell Cycle Indicator)

Fluorescen¢ny indikator bunkového cyklu zalozeny na ubikvitinacii, FUCCI systém, je stubor
geneticky kodovanych florescennych indikatorov uréeny na neinvazivne monitorovanie priebehu
bunkového cyklu. Je zalozeny na florescencnych proteinoch dvoch alebo viacerych farieb, ktoré sa
spojené s degraddciou zavislou od bunkového cyklu. Bunky exprimuju FUCCI, vyzaruju svetlo
jednotlivych farieb v réznych fazach, ¢o poskytuje spolahlivy sposob monitorovania progresie
bunkového cyklu pomocou florescen¢nej mikroskopie a prietokovej cytometrie (Shirmanova et al.,
2021).
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Obrazok 11: Dynamickd zmena farby FUCCI senzora bunkového cyklu. FUCCI je
fluorescencny, dvojfarebny senzor priebehu bunkového cyklu a delenia zivych buniek. Bunky menia
farbu z Cervenej v G fazy na ZItu v interfazy G1/S a na zelenu vo fazach S, G, a M. Geminin a Cdtl
st fuzované s jednym proteinom a preto dochadza k exprimacii v Specifickych bodoch bunkového
cyklu (Prevzaté a upravené podla: Held a Larson, 2017).

3.10 Vyznam Cdtl

Licencny faktor pre zahajenie DNA replikacie (Cdtl) dava signal na tvorbu proteinu, ktory je
dolezity pre replikaciu DNA pred delenim bunky. Protein produkovany tymto génom je jednym zo

skupiny prereplikacného komplexu. Zlozky tohto komplexu sa v niekol'’kostupfiovom procese viazu
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na zacCiato¢né oblasti replikacie DNA. Ked’ sa prereplikaény komplex pripoji na pociatok, replikacia
sa moze zacat’ na tomto mieste. Tento prisne regulovany proces, licencovanie chromozému, pomaha
zabezpecit,, aby sa replikacia DNA uskuto¢nila len raz za jedno delenie bunky a aby sa bunky mohli
delit’ (Ballabeni, 2013).

3.11 Vyznam gemininu

Geminin je kriticky faktor pri replikacii DNA a diferenciacii buniek v roznych populaciach buniek.
Jeho inhibic¢na interakcia s Cdtl zabezpecuje kontrolované nacasovanie replikacie DNA a nasledne
genomicku stabilitu v aktivne sa mnoziacich bunkach. Geminin interaguje s transkripénymi faktormi

a epigenetickymi regulatormi, aby riadil programy génovej expresie (Patmanidi et al., 2017).

V priebehu G; fazy sa komplex rozpoznavania pociatkov (ORC) viaze na pociatky replikacie
ako substrat pre replika¢né faktory Cdc6 a Cdtl. Véazba Cdtl indikuje naviazanie proteinového
komplexu na udrziavanie mikrochromozémov (MCM) na chromatin, ktory tvori pre-RC. Po zacati
replikdcie DNA sa geminin, ktorého expresia je vysokd pocCas S fazy, viaze na Cdtl, zatial’ ¢o
proteiny MCM a Cdc6 su fosforylované aktivitou cyc/CDKs a vytlaéené z chromatinu. Dochadza
k exportu Cdc6 do cytoplazmy a a geminin zostava vo vizbe s Cdtl, pokial’ sa DNA nereplikuje. Vo
faze G2 sa na chromatin viaze len ORC a hladina gemininu sa udrzuje vysoka, aby sa zaistilo, Ze
neziadtca expresia Cdc6 a Cdtl nepovedie k nestandardnému naviazaniu. Degradacia gemininu je
zabezpecena komplexom podporujicim anafazu na prechode metafaza/anafdza. Defosforylacia
a aktivacia replika¢nych faktorov po ukonéeni mitdézy umoznuje zacatie nového cyklu replikacie

DNA (Montanari et al., 2006).

3.12 Vzajomné ovplyvnenie Cdtl a gemininu

Kontrola replikacie DNA je ovplyvnena licenénym faktorom Cdtl a jeho inhibitorom gemininom.
Cdtl a geminin maju opa¢né u¢inky na replikaciu DNA, ich mnoZstvo kolise po¢as bunkového cyklu

Vv inverznom zastupeni (Arias a Walter, 2007).

Protein Cdk1 dosahuje vrchol vo faze G; tesne pred zaciatkom replikacie DNA a prudko
klesa po zaciatku fazy S (Nishitani et al., 2004; Liu et al., 2004). Naopak, hladina gemininu je vysoka
pocas S a G fazy, ale nizke pocas neskorej mitézy a G; fazy. Vzajomna expresia Cdtl a gemininu
je ovplyvnena postupnou aktiviciou ubikvitinovych ligiz APC/CC a SCFS*? (Arias a Walter,
2007). Ubikvitinova ligaza APC/C smeruje geminin V G1 fazy na proteazomalnu degradaciu, aby

umoznila tvorbu prereplika¢ného komplexu. Od S po G; fazu je geminin stabilizovany v désledku
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inhibicie ubikvitin ligazového komplexu APC/C, ¢o zabezpecuje inhibiciu tvorby predreplikaéného
komplexu. Pocas M fazy je geminin stabilizovany, fosforylaciou je zabranena degradacia
sprostredkovana komplexom APC/C ubikvitin ligaza. Ubikvitinova ligiza SCFP2aktivna pocas

S a G, fazy a zameriava sa na degradaciu Cdtl (Tsunematsu et al., 2013).
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M/ M/
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Obrazok 12: Vizualizacia faz bunkového cyklu. V dosledku syntézy ¢erveného reportérového
konstruktu Cdtl dochadza k vytvoreniu Eervenej farby. Nasledne je konstrukt Cdtl degradovany.
V tomto Case sa zaCina hromadit’ zeleny reportérovy konstrukt geminin. Tieto dva procesy vytvaraji
Skalu sfarbenia buniek a menia sa v priebehu bunky od ¢ervenej v G: fazy do Zltej v G1/S fazy az po
zelentl v G2 a M fazach. Na konci M fazy sa z dovodu degradacie gemininu bunka stava na kratke
obdobia bezfarebna (Prevzaté a upravené podl'a: Méchali a Lutzmann, 2008).

3.13 Cytostatika a ich mechanizmus u¢inku

Cytostatika st lieCiva pouZivané na blokovanie rastu rakovinovych buniek. Ovplyviluju
metabolizmus buniek po¢as bunkového cyklu, inhibuji delenie a reprodukciu buniek. Cytostatika
nemaju lokalny ucinok, ale posobia v celom organizme. Predovsetkym posobia na bunky, ktoré rastu

vel'mi rychlo. Cytostatikd maji karcinogénne, mutagénne a teratogénne ucinky (Resnik a Resnik,
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2018). Nizsie uvedené latky boli vybraté v tejto praci Kk analyze bunkového cyklu pri nenadorove;j

bunkovej linii BJ a nadorovej bunkove;j linii HCT-116.

Interkala¢ny ucinok doxorubicinu sposobuje vloZenie aromaticka ¢ast’ molekuly medzi par
baz, ¢o vedie k Strukturalnym zmenam DNA anaruSenie oprav  DNA sprostredkovanych
topoizomerazou II. Dochadza k zastaveniu bunkového cyklu v Go/M faze (Thorn et al., 2011). Druhy
ucinok doxorubicinu je zvysenie expresie receptoru smrti Fas a posiliiuje aktivaciu kaspaz na
podporu vnutrobunkovej apoptickej signalizacie, urychl'uje tym navodenie apoptozy (Kim et al.,
2009).

Topoizomerazové DNA inhibitory ako je etoposid sposobuju jednovlaknové a dvojvlaknové
zlomy DNA inhibiciou topoizomerazy, enzymu ktory indukuje prechodné dvojvlaknové zlomy.
V pripade, Ze neddjde k ich oprave mozu viest k bunkovej smrti (Muslimovi¢ et al., 2009).
Zastavenie bunkpvého cyklu v Go/M faze je spdsobené p21, ktory inaktivuje komplex cyklin B/Cdk1

a nakoniec zabrafiuje vstupu do mitézy (Nam et al., 2010).

Nadmerna exprimacia receptorov rastovych faktorov, ktoré stimuluju proliferaciu buniek
arast nadoru sa da potlacit’ inhibitormi preotinkindz, ktoré zabranuju signalizacii vyvolanej
rastovymi faktormi (Rang et al., 2019). Inhibicia aktivity komplexu cycD/CDK4/6 palbociclibom
inhibuje fosforylaciu Rb, ¢im blokuje progresiu z fazy Gi do fazy S bunkového cyklu (Goel et al.,
2018).

Lie¢ivo RO-3306 sa viaze na ATP a pdsobi ako ATP-kompetetivny inhibitor, ¢o vedie
k inhibicii CDK1 a zastaveniu bunkového cyklu vo fazy G,/M. (Vassilev et al., 2006). RO-3306
posililuje signalizaciu p53 na podporu apoptozy (Kojima et al., 2009).

Zabranenie priebehu mitézy aindikacia apoptozy V nadorovych bunkach moéze byt
sposobena latkami viazucimi sa na B-tubuliny ako je nocodazol. Tato latka narusa dynamiku
zostavenia a rozstavania mikrotubulov, zasahuje do tvorby mitotického vretienka (Weber-
Schondorfer a Schaefer, 2007). Taktiez moze byt zabranené deleniu buniek urychl'ovanim tvorby
mikrotubulov a zamedzeniu ich oddelenia, ¢o vedie k abnormalnej reorganizacii mikrotubulov
posobenim liediva vincristin (Liu et al., 2017). Obe latky pdsobia na zastaveniu bunkového cyklu vo

fazy Go/M.

Viazbou lie¢iva bortezomibu na proteazém ajeho naslednou inhibiciou dochadza
k zabraneniu degradacie proapoptickych faktorov. Tym dochadza k aktivacii programovanej
bunkovej smrti prostrednictvom kaspaz (Masaki, 2016). Bortezomib zastavuje prechod bunkového
cyklu z fazy G, do M (Tamura et al., 2010). Systém FUCCT interaguje s proteazéomom bunky aj bez

ovplyvnenia lie¢ivom, preto nemusi byt pozorovany vysledok $pecificky pre dané liecivo.
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4 PRAKTICKA CAST

4.1 MATERIAL A METODY

4.1.1 Pozité bunkové linie

Na experiment boli pouZité dve adherentné bunkové linie. Nenadorova bunkova linia BJ (ATCC),
bunky fibroblastov odvodené z predkozky a bunkova linia nadorova HCT116 (Horizon) izolovana
z hrubého ¢reva dospelého jedinca s rakovinou hrubého ¢reva. Obe bunkové linie boli uchovavané
v zamrazenej forme. Pre ucely izolacie plazmidu bola pouzita bakterialna kultira nesuca plazmid
pBOB-FastFUCCI-Puro (pBOB-EF1-FastFUCCI-Puro bol dar od Kevina Brindla a Duncana
Jodrella; plazmid Addgene # 86849 ; http://n2t.net/addgene:86849 ; RRID:Addgene_86849)

4.1.2 Pouzité chemikalie, supravy a roztoky

Pouzité chemikalie

Agarosa SERVA pre DNA elektorforézu (Biotech), Denaturovany etanol (VWR), Dimetyl sulfoxid
(DMSO) (AppliChem), Fetalne hovédzie sérum (FBS) (Gibco), KCI (Lach:ner), KH2PO4
(Lach:ner), Lyzaény pufer s proteinazou K (Sigma-Aldrich), Na;HPO,4 . 12 H,O (Lach:ner), NaCl
(MikroChem), Polybrén (Merck), Puromycin (Aldrich), TrypLE (Gibco)

Pouzité lie¢iva

bortezomib  (Sigma-Aldrich), doxorubicin (Pharmagen), etoposid (TEVA), nocodazol
(Sigma-Aldrich), palbociclib (Sigma-Aldrich), RO-3306 (Sigma-Aldrich), vinkristin (TEVA)

Pouzité supravy

NucleoBond® PC EF plasmid DNA purification kit (Macherey-Nagel); jetPRIME® Versatile
DNA/siRNA transfection reagent (Polyplus)
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Pouzité roztoky

Eagle's minimal essential medium (EMEM) (Lonza), Gel loading dye orange (6X) (New England
Biolabs), GelRed Nucleic Acid Gel Stain, 10 000X in Water (Biotinum), GeneRuler 1 kb DNA
Ladder (Thermo Fisher Scientific), McCoy médium (Lonza), Tris-borat-EDTA pufer (TBE)
(Duchefa Biochemie)

4.1.2.1 Priprava roztokov

Kompletné rastové médium: Do tekutého kultivaéného média bolo pridané FBS a roztok antibiotik.
Konec¢na koncentracia FBS v médiu bola 10 %. Médium bolo prefiltrované a uchované v chlade

atme.

Fosfatovy pufer 10x: V 800 ml destilovanej vody bolo rozpustenych 80 g NaCl, 2 g KCl, 32,1 g
Na;HPO. . 12 H,O a 2g KH;POs. Hodnota pH bola upravena pomocou 1M NaOH alebo HCI
na 6,8-7,2. Nasledne bola pridana voda na doplnenie do 1 1. Pufer bol sterilizovany v autoklave

a uchovavany pri 4 °C.

Fosfatovy pufer 1x: Fosfatovy pufer 10x koncentrovany bol zriedeny destilovanou vodou na PBS

1x koncentrovany. Pripravny roztok bol uchovavany v chlade a tme.

Zamrazovacie médium: Do FBS bez antibiotik bolo pridané DMSO v pomerme 13:1.

Zamrazovacie médium bolo prefiltrované a uchovavané v mraznicke.

Polybrénové médium: Polybrén bol pridany K rastovému médiu v pomere 1:1000, s nadbytkom

média. Takto pripraveny roztok bol ihned’ pouzity pri lentivirusove;j transdukcii.

4.1.3 Pristrojové vybavenie

Analytické vahy (Scaltech), Analyzator Zivotaschopnosti buniek Vi-Cell"™XR (Beckman Coulter),
Aparatira pre horizontalnu elektroforézu (BioRad), Automaticky konfokalni mikroskop Cell
Voyager CV8000 (Yokogawa), Centrifuga 5810R (Eppendorf), CO. inkubator HeracellTM 150i
(Thermo Fisher Scientific), Fluorescencny mikroskop s vybavenim AXIO Observer.D1(Zeiss),
Fluorometer Qubit 2.0 (Invitrogen), Inverzny mikroskop IX51 (Olympus) , Kvapalinovy davkovaé
Echo 550 (LabCyte), Laminarny box MSC Advantage (Thermo Fisher Scientific), Minicentrifiga
PCV-6000 (Grant Instruments) , Mraznicka Ultra-Low Temperature Freezer Innova U725
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(Eppendorf), Multidrop Combi (Thermo Scientific), Pipetor (Hirschmann) , Vodny kupel’ WNB

(Memmert)

Ostatné laboratorne vybavenie: kultivacné nadoby, jednorazové pipety, automatické pipety so
Spickami, odmerné valce, mikrotitracné dosticky, stojan na skumavky, plastové skiimavky,

centrifugacné skiimavky, mikroskimavky, Petriho misky, jednorazové ihly, injek¢ne striekacky

4.2 Pouzité experimentalne a vyhodnocovacie postupy

4.2.1 Rozmrazenie buniek

Kompletne rastové médium bolo predhriate vo vodnom kupeli na 37 °C. Mikroskimavka so
zamrazenou bunkovou liniou bola rychlo rozmrazena a nésledne rozsuspendovand v centrifugacnej
skiamavke s predhriatym médiom. Skimavka s médiom a bunkami boli centrifugované 5 minut pri
1500 otackach za minttu. Supernatant bol odstraneny do odpadu a K peletu bolo pridané malé
mnozstvo média. Pelet tvoreny bunkami bol rozsuspendovany a kvantitativne preneseny do
kultivacnej flaSe s kultivatnym médiom. Kultivacnd nadoba bola umiestnend do inkubatora

a ponechana do d’al§ieho dna.

4.2.2 Pasazovanie, pocitanie a kultivacia

Rastové médium EMEM a McCoy, TrypLE a PBS boli predhriate vo vodnom kupeli na 37 °C.
Kultiva¢na nadoba s bunkami bola vybrata z CO, inkubatora a bola vizualne skontrolovana farba
rastového média. Pod svetlenym mikroskopom bola kontrolovand konfluencia buniek a pripadna

kontaminacia.

Staré vycerpané rastové médium bolo odstranené do odpadu. Nésledne bola monovrstva
buniek dvakrat premyta roztokom PBS, ktoré bolo taktiez odobraté do odpadu. Na takto premyta
bunkovl kultiru bol naneseny TrypLE a kultivacna fl'asa bola umiestnend na 3 — 5 minut do
inkubatora. Po uplynuti ¢asu bolo oddelenie buniek skontrolované pod mikroskopom. Rastové
médium s bunkami bolo prenesené do centrifugacnej skimavky a scentrifugované 5 minut pri 1400
otaCkach za minutu. Po centrifugacii bol supernatant odstraneny do odpadu a K peletu bolo pridanych
5 ml rastového média. Pomocou pipety bol pelet rozsuspendovany. Nasledne bol spocitany pocet

buniek pomocou analyzatora Vi-CELL.
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Na zaklade mnozstva buniek boli bunky prenesené do kultiva¢nej nadoby. V pripade
bunkovej kultary HCT-116 bol rast buniek rychly, a teda mnozstvo buniek bolo ponechané na pomer
1:8, z ¢oho vicsiu Cast’ tvorilo médium. Bunkova kultira BJ rastla pomalsie a pri nizkej koncentracii
buniek dochadzalo k degradacii buniek. Pomer BJ k rastovému médiu bol dany na 1:2. Takto
spasazované bunky boli vlozené do inkubatora. Obe bunkové kultiry boli Standardne pasazované

trikréat za tyzdei.

4.2.3 Zamrazenie buniek

Pripravené zamrazovacie médium bolo predhriate na 37 °C. Bunky boli skontrolované pod
mikroskopom a bolo spo¢itané ich mnoZstvo pomocou analyzatora Vi-CELL. Z analyzovaného
poctu buniek bolo vypocitané mnozstvo buniek na jednu skiimavku uréenu na kryoprezervaciu.

Kone¢ny pocet v jednej skimavke bol 6 x 10° buniek/ml.

Médium s bunkami bolo scentrifugované na 1500 otackach 5 minat. Néasledne bol
supernatant odstraneny do odpadu a pelet pol rozsuspendovany v médiu. Vypocitané mnozstvo
buniek bolo prenesené do oznacenej kryoprezervaénej skimavky a doplnené zmrazovacim médiom
do celkového objemu 1 ml. Takto pripravené bunky na zamrazenie boli okamzite prenesené do

mraznicky s teplotou -80 °C.

4.2.4 Testovanie na pritomnost’ mykoplazmy

Po vizualnom skontrolovani buniek bola z kultiva¢nej fl'ase zoSkrabana vzorka. Bunkova suspenzia
bola odobrata a odstredena 5 mintt pri 1500 otaCkach za minttu. Supernatant bol odstraneny do
odpadu ak peletu bol pridany lyza¢ny pufer s proteinazou K. Suspenzia bola prenesena do
mikrocentrifugacnej skimavky. Vzorka bola inkubovana pri 37 °C. Nasledné bola prevedena

analyza na dokaz mykoplazmy pomocou polymerazovej retazovej reakcie (PCR).

4.2.5 1zolécia plazmidu

Bakterialna kultira nesuca plazmid pBOB Fast FUCCI bola rozmrazena a scentrifugovana na 5000
g 5 minut. Supernatant bol odstraneny do odpadu. Pelet tvoreny bakteridlnymi bunkami bol opatrne
rozsuspendovany v pufri S1-EF + RNaza A. K suspenzii bol pridany pufer S2-EF. Bolo prevedené

jemné premieSanie otdcanim skimavky andsledna inkubdacia pri laboratornej teplote 3 minuty.
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K suspenzii bol pridany predom vychladeny tlmivy roztok S3-EF aokamzité premieSanie
prevracanim skimavky az do vytvorenia homogénnej suspenzie a vytvorenie snehobieleho
flokulantu. Nasledovala inkubacia 5 minat na 'ade. Tymto pracovnym postupom bola prevedena lyza

buniek.

Koléna bola premyta pomocou pufru N2-EF. Preteceny pufer bol odstraneny do odpadu.
Skladany filter bol navlhceny pufrom N2-EF a vlozeny do lievika. Na navlhceny filtracny papier bol
naneseny lyzat a odtekajica kvapalina bola zachytavana. Kolona bola dvakrat premyta pufrom N3-

EF a nasledne dvakrat pufrom N4-EF. Pretekajuca kvapalina bola odstranena do odpadu.

Plazmidova DNA bola eluovand pomocou pufru N5-EF. Nasledne bol pridany izopropanol
izbovej teploty na vyzrazanie eluovanej plazmidovej DNA. Bolo prevedené jemné premieSanie
a centrifugacia 15000 g 30 minut ateplote 12 °C. Po centrifugécii bol supernatant opatrne
odstraneny do odpadu. K peletu bol pridany 70% etanol laboratornej teploty. Po kratkom premieSani
nasledovala centrifugacia pri 15000 g 10 minut. Etanol bol odstraneny a pelet bol ponechany na
vysusenie pri izbovej teplote. Vysuseny pelet bol rozpusteny v H>O-EF za staleho mieSania. Bol
stanoveny vytazok plazmidu pomocou UV spektrofotometrie a bola prevedena analyza integrity

plazmidu pomocou agarézovej elektroforézy.

4.2.6 Agarozova elektroforéza

Vzorka plazmidu bola nariedena na koncentraciu 350 ng/ul. Takto pripravena vzorka bola kratko
scentrifugovana. 1 ul vzorky plazmidu bol zmieSany s gel loading dye 6X a TBE 1x. Nasledovalo

premieSanie a kratka centrifugacia.

Na pripravu agar6zového gélu bola navazena agardza, ktora bola rozpustend pocas
zahrievania v TBE pufre. Na elektroforézu bola pouzita koncentracia gélu 1 %. Po vychladnuti
agarozy bolo pridané farbivo GelRef s naslednym premieSanim. Gél bol naliaty do vanicky na gél
s hrebienkom na jamky. Takto naneseny gél bol ponechany az do stuhnutia. Po stuhnuti bol gél

preneseny do elektroforetickej vane a zaliaty TBE pufrom. Hrebienok bol vybraty.

Do prvej jamky bol naneseny marker molekularnej hmotnosti, do d’al$ej jamky bol nanesena
analyzovand vzorka plazmidu. Elektroforeticka vana bola pripojena na zdroj napitia a bola spustena

elektroforéza pri napdti 90 V a ¢ase 1,5 hodiny.
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Obrazok 13: Elektroforeticka aparatira. Separacny gél sa nachadzal vo vani s pufrom. Vzorky
boli nanesené do jamiek na gél pri kladne nabitom konci - anode, cez gél prechadzal elektricky prad
a dochadzalo k separécii jednotlivych bandov vzorky.

4.2.7 Urcenie minimalnej inhibi¢nej koncentracie

Bunkové linie HCT-116 a BJ boli spasazované, spoCitané a bol vypocitany pomer ich riedenia.
Potrebny pocet buniek HCT-116 bol 200 000 na 2 ml. V pripade BJ bolo potrebnych 140 000 buniek
na 2 ml. Mnozstvo buniek bolo prepocitanych na 12 jamiek dosti¢ky s objemom 1,5 ml v kazdej
jamke. Po vypocitani a nariedeni bolo do kazdej jamky napipetované 1,5 ml vzniknutej suspenzie.

Takto pripravena suspenzia buniek na dostickach bola vlozena do inkubatora na 24 hodin.

Na druhy den bola pripravena sada skumaviek. Do kazdej bolo napipetované médium
a antibiotikum puromycin v réznom pomere. Po napipetovani puromycinu a rastového média bol

roztok kratko scentrifugovany.

Dosticka s bunkami bol vybratd z inkubatora, skontrolovana pod mikroskopom. Médium

z kazdej jamky bolo odobraté a nasledne bol prevedeny oplach pomocou 1x PBS. Do prislusnych
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jamiek boli napipetované roztoky o réznych koncentraciach puromycinu. Nasledovala inkubéacia 72
hodin a po uplynuti ¢asu bola zhodnotend minimdalna inhibi¢nd koncentracia (MIC) pre kazda

bunkovu liniu.

4.2.8 Transfekcia

Bola pripravena transfekéna zmes, ktora obsahovala plazmidy pMD2G, psPAX2 a pBOB. Takto
pripravena zmes spoloéne s rastovym médiom bola nanesend na bunkovi kultaru HEK-293T.
Nasledne prebehla inkubacia a na d’alsi dent bolo vymenené médium. Po dosiahnuti takmer 100%
konfluencie buniek bolo médium odobraté a scentrifugované 5 mintit pri 1 500 otackach za minttu.
Supernatant bol prefiltrovany cez filter. Ziskany roztok obsahujucu lentivirusy bol naneseny na

bunkovu liniu HCT-116 alebo BJ.

4.2.8 Transdukcia

Doska na lentivirusovt transdukciu bola pripravend rovnakym sposobom ako pri uréovani MIC. Na
jednu jamku bolo potrebné 1,5 ml bunkové suspenzie obsahujtcej 200 000 buniek na 2 ml v pripade
bunkove;j linie HCT-116 alebo 140 000 buniek na 2 ml v pripade bunkovej lienie BJ. Tato suspenzia

bola napipetovana do jamiek dosky a bola vlozena na 24 hodin do inkubatora.

Po 24 hodinach bola doska s bunkami skontrolovana pod mikroskopom. Z jamiek dosticky
bolo odobraté médium a bunky boli premyté pomocou 1x PBS. Do kazdej jamky bolo pridané
polybrénové médium a lentivirusy. S rozmrazenymi virusmi bolo potrebné pracovat’ rychlo, aby
nedoslo kich destrukcii, taktiez bolo nutné pracovat za prisnych bezpecnostnych podmienok
Vv laboratdriu s laminarnym boxom biosafety level 3. Doska s danymi pomermi buniek a média

obsahujuceho lentivirusy bola vlozena do inkubatora.

Nasledovala vymena média po inkubacii pomocou rastového média s puromycinom a d’alSia
inkubéacia. Na d’alsi deni boli bunky skontrolované pod fluorescenénym mikroskopom. Bunky, ktoré
sa vznasali, boli usmrtené. Bunkovej kultare HCT-116 riedenej v pomere 1:10 a bunkovej kulttre
BJ riedenej v pomere 1:5 a 1:10 bolo odstranené médium a nasledovalo premytie 1x PBS. Na takto
prichystané bunky bol naneseny TrypLE s naslednou inkubaciou na uvolnenie buniek. Bunky boli
prenesené do kultivaénej nadoby s rastovym médiom obsahujiucim puromycin. Takto prenesené

bunky boli umiestnené do CO- inkubatora.
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Obrazok 14: Lentivirusova transdukcia. Transfekéna zmes obsahujtica vektory, ktoré st potrebné
na vyrobu infek¢nej virusovej Castice rozdelené do troch komponentov: 1. pMD2G (obal'ovaci
plazmid) 2. psPAX2 (baliaci plazmid) a 3. pBOB (plazmid vlastného zaujmu) bola nanesena na
bunkov liniu. Naslednou centrifugaciou a filtraciou boli ziskané lentivirusové Castice, ktorymi bola
prevedena transdukcia bunkove;j linie HCT-116 a BJ.

4.2.9 Monoklonalna linia

K bunkdm polyklonalnej populacie bolo priddvané antibiotikum puromycin. Tieto bunky boli
pozorované na pravidelnej baze pod fluorescencnym mikroskopom. Po case, ked’ v kultivacnej
nadobe bol dostatony pocet rezistentnych buniek voci antibiotiku bol prevedeny sortovanie
pomocou prietokovej cytometrie. Na mikrotitracni dosticku bola do kazdej jamky prenesena iba
jedna bunka nesuca reportérové gény. Takto vysortované bunky s pozadovanymi vlastnostami boli
uchovavané v inkubatore. Po tyzdni bolo vybratych dvadsat’ najviac proliferujucich linii pomocou
florescencnej mikroskopie. Tieto linie boli z mikrotitracnej dosticky prenesené na malu kultivacnii
nadobu a po dosiahnuti 90% konfluencie prenesené na vicsiu kultivaénu naddobu. S vytvorenymi

monoklonalnymi liniami sa d’alej pracovalo v experimentoch.

4.2.10 Priprava buniek na testovanie latok pomocou multidropu

Bunky boli vybraté z inkubatora a boli skontrolované pod mikroskopom. Néasledné bolo odobraté
médium. Bunky boli premyté dvakrat pomocou 1x PBS. Na premyté bunky bol naneseny TrypLE
a kultivana nadoba sbunkami bola prenesena do inkubatora po dobu oddelenia buniek.
K oddelenym bunkam bolo pridané médium a boli prepipetované. Nasledne bola suspenzia

kvantitativne prenesena do centrifugacnej skimavky a scentrifugovana pri 1500 otackach za minttu
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po dobu 5 minut. Po centrifugacii bol odobraty supernatant a K peletu bolo pridané médium. Bunky
boli spocitané pomocou analyzatoru Vi-CELL. Do skiimaviek o objeme 50 ml boli pripravené

suspenzie buniek o pozadovanej koncentracii.

Pred pracou s multidropom si bolo nutné pripravit’ suspenzie buniek, etanol, rastové média
a destilovant vodu v skimavkach. Multidrop bol prichystany do aktivneho rezimu. V nastaveniach
bol zvoleny format mikrotitracnej dosticky, pozadovany davkovaci objem a vyber jamiek do ktorych
boli nanesené bunky. Najskor bol pristroj precisteny pomocou etanolu, nasledne bol premyty
prislusnym rastovym médium a nasledne boli davkované samotné bunky o pripravenej koncentracii.
Medzi kazdym naslednym davkovanim bolo prevedené premytie etanolom a rastovym médiom
a taktiez zmena oblasti pre davkovanie buniek V nastaveniach pristroja. Po dokonceni prace bol
pristroj precisteny a nanesené bunky na mikrotitracnej dosticke boli ponechané hodinu pri

laboratdrnej teplote na usadenie, nasledne boli vloZzené do inkubatora.

4.2.11 Testovanie koncentracie buniek

Pre zistenie vhodnej koncentracie buniek pre idealny rast a d’alSie testovanie boli nasadené bunky na
mikrotitraénii do$ticku pomocou multidrop-u. Bunkové suspenzie boli pripravené o mnozstvach

1500, 2000, 2500 a 3000 buniek na jamku mikrotitracnej dosticky.

Takto pripravené suspenzie boli nanesené na mikrotitracni dosticku a pozorované po
inkubécii 24 hodin. Nasledne bola vyhodnotena idealna koncentracia buniek pre rast a nasledné

testovanie protinddorovych lieciv.

4.2.12 Nanesenie testovanych lieCiv

Nanesenie protinadorovych lie¢iv na bunky na mikrotitracnej dosticke bolo prevedené pomocou
manipulatora s kvapalinami Echo. Na pracu s tymto pristrojom bolo nutné vypracovat’ protokol,
Vv ktorom bolo uvedené do ktorej jamky bola davkovana latka o danej koncentracii a mnozstvo tejto

latky.

Vypracovany protokol bol otvoreny v programe pristroja (CherryPick), v nastaveniach bol
nastaveny format mikrotitracnej dosti¢ky, bol skontrolovany rozsah jamiek ur¢enych na davkovanie
a do jamiek, ktorym neprislichala Ziadna testovana latka bolo nastavené davkovanie DMSO, ktoré
zaroven slazilo ako kontrola. Pred samotnym procesom davkovania boli skontrolované dostato¢né

objemy testovanych latok na mikrotitracnych dosti¢kach.
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Mikrotitra¢na dosti¢ka s aplikovanou bunkovou suspenziou bola po 24 hodinach inkubacie
skontrolovana pod mikroskopom. Nésledne bola vlozena do pristroja Echo, kde bola taktiez vlozena
dostic¢ka s testovanymi latkami. Pristroj naniesol poZzadované mnozstvo latky do jamiek s bunkami.
Dosticka bola nasledne kratko scentrifugovand a uchovand v inkubatore. Po 24 hodinach bolo

vyhodnoteny ucinok testovanych protinadorovych latok na bunkovych liniach HCT-116 a BJ.

4.2.13 Analyza fluorescen¢nou mikroskopiou

Po inkubacii bunkovych linii s nanesenym lie¢ivom bola dosticka analyzovana pomocou
konfokalneho fluorescenéného mikroskopu, ktory zhotovil fotky jednotlivych jamiek 384-jamkovej
dosti¢ky. Fluorescen¢na sonda mAG1 (zelena farba) bola excitovana pri 488 nm, fotografie boli
snimané v rozmedzi 525 az 550 nm. Sonda mKO2 (Eervena farba) bola excitovana pri 561 nm,
fotografie boli snimané pri 600 az 637 nm. DiZka expozicie bola nastavena 120 ns. ZvicSenie
objektivu bolo 10x v pripade HCT-116 bunkovej linie a 20x pri bunkovej linii BJ. Kazda jamka bola
snimana S$tyrikrat, z ktorych bola vybrata najreprezentativnejSia snimka. S fotografiou bolo d’alej

pracované v analytickom systéme Columbus.

4.2.14 Obrazova analyza

Obrazova analyza zahriiovala segmentaciu bunkovych jadier a meranie intenzity fluorescencie
mKO2 (Cervené sfarbenie) a mAG1 (zelené sfarbenie) vo vybranych jadrach. Pre tento ucel boli
ziskané snimky pomocou filtrov pre ¢erveny fluorescenény protein (RFP) a zeleny fluorescenény
protein (GFP) zlugené na vytvorenie vzorovej snimky, ktora bola pouzita pri segmentacii jadier.
Nasledne boli pre kazdy segmentovany objekt vypocitané morfologické vlastnosti, ako su plocha,
Sirka, di7ka a zaoblenie. Segmentovana maska bola pouzita k meraniu intenzity fluorescencie, a to
pre kazdy protein sondy FUCCI samostatne na pdvodnych snimkach. Vypocitana intenzita
a morfologické vlastnosti boli pouzité na odfiltrovanie neSpecifickych objektov v pozadi
a bunkovych agregatov. Zostavajicimi objektmi bola vysledna populacia jadier s vypoéitanymi

vlastnostami, ako je pocet jadier, dizka, $irka, zaoblenie a intenzita Eervenej a zelenej fluorescencie.
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Obrazok 15: Triedenie buniek na zaklade parametrov fluorescencie. Priemerna intenzita zelenej
fluorescencie pre stanovenie populacie buniek viditelnych ¢ervenym sfarbenim bola 500, a teda
maximalna intenzita zelenej fluorescencie pre bunky v G; faze bola nastavena na 520 (zvisla Ciara).
Pre populéciu buniek viditel'nych zelenym sfarbenim bola priemerna intenzita cervenej fluorescencie
480. Bunkam v S/G2/M faze bola maximalna intenzita ¢ervenej fluorescencie nastavena na 500
(vodorovna ciara). Tieto hodnoty sluzili ako premenne pre vzorec algoritmu vyuzivany obrazovou
analyzou pre vypocet buniek v jednotlivych fazach bunkového cyklu. Nésledne bol pomocou
obrazove] analyzy vypocitany percentudlny podiel buniek v kazdej fadze bunkového cyklu
z vystupnych jadier. Vysledky obrazovej analyzy ako priemerné hodnoty na jednu jamku boli
exportované do programu Spotfire K interpretacii.
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5 VYSLEDKY

5.1 Stanovenie koncentracie pPBOB Fast Fucii

Koncentracia plazmidu pBOB Fast Fucci bola stanovena pomocou UV spektrofotometrie
meranim absorbancie pri 260 nm. Namerand hodnota bola 394 ng/ml. Nasledne bola cistota
izolovaného plazmidu overena pomocou agarézovej elektroforézy. Elektroforeogram je zobrazeny

na obrazku 15.

Obrazok 16: Overenie Cistoty izolovaného plazmidu pBOB Fast FUCCI. Bol pouzity marker
molekulovej hmotnosti DNA ladder 1 kb plus (L), nasledne bol pozorovany band zodpovedajuci
pBOB EF1-FastFUCCI-Puro (4) o velkosti 12350 bp.

5.2 Vyhodnotenie MIC a idealnych pomerov lentivirusovej transdukcie

Minimalna inhibi¢na koncentracia bola stanovend po 72 hodinach kultivacie. Pre obe bunkové

kultary bola ur¢ena o hodnote 1ul/ml. S touto hodnotu bolo pracované pocas celého experimentu.

Rastové médium obsahujuce 1ul/ml puromycinu bolo pridané k bunkam lentivirusovej
transdukcie. Po 24 hodinach inkubacie boli pozorované bunky v réznych pomeroch lentivirusov pod

fluorescencnym mikroskopom. V pripade bunkovej linie HCT-116 bol vybrany pomer lentivirusov
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amédia 1:10 ako najideélnej$i, ¢o sa tyka rastu, priebehu transdukcie a mnozstva odumretych
buniek. Pri bunkovej linii BJ boli vybraté dva pomery, ato 1:10 a 1:5. Transdukované bunky
0 vybratych pomeroch lentivirusov boli prenesené na kultivaénii nddobu s rastovym médiom

obsahujucim puromycin o koncentréacii 1pl/ml.

5.3 Vyhodnotenie koncentracie buniek

Bunkové linie HCT-116 a BJ boli nanesené na mikrotitraént dosti¢ku o mnozstvach 1500,
2000, 2500 a 3000 buniek na jednu jamku dosticky. Obrazok 15 zobrazuje bunkovu liniu HCT-116
po 24 hodinach inkubacie pri koncentracii 3 000 buniek na jamku. Na d’alsie testovanie buniek

HCT-116 bola pouzivana koncentracia 3 000 buniek na jednu jamku mikrotitra¢nej dosticky.

Pri bunkovej linii BJ bolo spomedzi Styroch testovanych koncentraciach vybrata koncentracia 2 500
buniek na jednu jamku mikrotitraénej dosticky. Obrazok 16 zobrazuje bunkovu liniu BJ po 24

hodinach o0 koncentracii 2 500 buniek na jamku.

Tabul’ka 1: Pocet buniek po 24 hodinach inkubacie pri testovani Styroch koncentracii

Pousits koncentricia Poéet buniek Pocet buniek
buniek po 24 hodinach inkubacie po 24 hodinach inkubacie
(bunkova linia HCT-116) (bunkova linia BJ)
1500 1886 1662
2 000 2610 1986
2 500 3161 2084
3000 3435 2963
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Obrazok 17: Bunkova linia HCT-116, Obrazok 18: Bunkova linia BJ,
3000 buniek na jamku, po 24 hodinach 2 500 buniek na jamku, po 24 hodinach
inkubacie, zobrazenie fluorescencnym inkubacie, zobrazenie fluorescencnym
mikroskopom, zvac¢Senie 10x mikroskopom, zvac¢Senie 20X

5.4 Testovanie polyklonalnej bunkovej linie BJ a monoklonalnej linie HCT-116

Z monoklonalnej populacie nadorovej bunkovej linie HCT-116 bol vybraty klon 18, ktory bol d’alej
testovany. Nenddorova bunkova linia BJ bola testovana ako polyklondlna populacia. Po 24 hodinach
inkubécie bola k bunkdm pridand testovand latka a po nasledujucich 24 hodinach prebehlo
vyhodnotenie pomocou fluorescencnej mikroskopie. Obe linie boli testované siedmimi
protinadorovymi lie¢ivami. Kazda latka bola pouzita 0 dvoch koncentraciach, a to jedenkrat polovica
inhibi¢nej koncentracie (IC50) a patkrat IC50. Bolo detegované percentualne zastipenie buniek v
jednotlivych fazach cyklu. Vyhodnocovala sa Gi faza, ktora sa zobrazovala ¢ervenou farbou, G1/S
faza, ktora bola vizualizovana oranzovou farbou a Go/M faza, tito faza bola charakteristicka zelenou

farbou.

Posobenia jednotlivych latok na bunkové linie su zobrazené na Grafoch 1 az 7. Grafy
zobrazuji pozorované 3 fazy bunkového cyklu a percentualne zastupenie buniek v nich, jednotlivé

farby zodpovedajt vizualizacii pomocou fluorescenéného mikroskopu.

Obrazky boli zhotovené automatickym konfokalnym mikroskopom so zva¢senim 10x alebo
20x. Zelen4 farba (mAG1) bola excitovana pri 488 nm. Cervena farba (mKO2) bola excitovand pri

561 nm. Cas expozicie fotografii bol 120 ms.

Obrazok 17 zobrazuje bunkovi liniu BJ bez ovplyvnenie lieCivom, na Obrazku 18 je
zobrazena bunkova linia HCT-116 taktiez bez ovplyvnenia lieCivom. Obrazky 19 az 22 zobrazuju
bunkové linie ovplyvnené doxorubicinom. Na obrazkoch 23 az 26 si zobrazené bunkové linie
ovplyvnené lieCivom etoposid. Obrazky 27 az 30 zobrazuji bunkové linie ovplyvnené lieCivom

bortezomib. Bunkové linie ovplyvnené lie¢ivom palbociclib st zobrazené na Obrazkoch 31 az 34.
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Obrazky 35 az 38 zobrazuju bunkové linie ovplyvnené nocodazolom. Na obrazkoch 39 az 42 su
zobrazené bunkové linie ovplyvnené lieCivom RO-3306. Bunkov¢ linie ovplyvnené vincrstinom st

zobrazené na Obrazkoch 43 az 46.
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Graf 1: Polyklonalna bunkova linia BJ a monoklonalna bunkova linia HCT-116 ovplyvnena
lie¢ivom doxorubicin 0 dvoch koncentraciach (1x 1C50 a 5x 1C50). Zobrazenie percentualneho
zastapenia buniek v pozorovanych fizach bunkového cyklu. Prvy stipec zobrazuje negativnu
kontrolu bunkovej linie BJ a §tvrty stipec zobrazuje negativnu kontrolu bunkovej linie HCT-116.

Obrazok 19: Polyklonidlna linia BJ, Obrazok 20: Monoklonalna linia HCT-116,
bez ovplyvnenia lie¢ivom, zva¢Senie 10x. bez ovplyvnenia lie¢ivom, zvac¢Senie 20x.
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Obrazok 21: Polyklonalna linia BJ, Obrazok 22: Monoklonilna linia HCT-116,
24 hodin po ovplyvneni lieCivom doxorubicin 24 hodin po ovplyvneni lie¢ivom doxorubicin

0 koncentracii 1x IC
0.5 uM, zvacsenie 10x.

50,

¢o zodpovedd 0 koncentracii 1x IC 50, ¢o zodpoveda 0.1 uM,
zvécSenie 20x.

Obriazok 23: Polyklonalna linia BJ, Obrazok 24: Monoklondlna linia HCT-116,
24 hodin po ovplyvneni lieCivom doxorubicin 24 hodin po ovplyvneni lieC¢ivom doxorubicin

0 koncentracii 5x IC
2.4 uM, zvicsenie 10x.

50,

¢o zodpovedd 0 koncentricii 5x IC 50, ¢o zodpoveda 0.3 pM,
zvicSenie 20x.
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Graf 2: Polyklonalna bunkova linia BJ a monoklonalna bunkova linia HCT-116 ovplyvnena
lie¢ivom etoposid o dvoch koncentraciach (Ix IC50 a 5x 1C50). Zobrazenie percentualneho
zastapenia buniek v pozorovanych fizach bunkového cyklu. Prvy stipec zobrazuje negativnu
kontrolu bunkovej linie BJ a §tvrty stipec zobrazuje negativnu kontrolu bunkovej linie HCT-1186.

Obriazok 26: Monoklonalna linia HCT-116,
24 hodin po ovplyvneni lie¢ivom etoposid
0 koncentracii 1x IC 50, ¢o zodpoveda 0.8 pM,
zviacSenie 20x.

Obrazok 25: Polyklonilna linia BJ,
24 hodin po ovplyvneni lie¢ivom etoposid
0 koncentracii 1x IC 50, ¢o =zodpoveda
49.8 uM, zvicsenie 10x.
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Obrazok 27: Polyklonilna linia BJ, Obrazok 28: Monoklonalna linia HCT-116,
24 hodin po ovplyvneni lie¢ivom etoposid 24 hodin po ovplyvneni lie¢ivom etoposid
o0 koncentracii 5x IC 50, ¢o zodpoveda 0 koncentracii 5x IC 50, ¢o zodpoveda

243.9 uM, zvicsenie 10x. 4.3 uM, zvicsenie 20x.
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Graf 3: Polyklonalna bunkova linia BJ a monoklonalna bunkova linia HCT-116 ovplyvnena
lie¢ivom bortezomib o dvoch koncentraciach (1x 1C50 a 5x 1C50). Zobrazenie percentualneho
zastipenia buniek v pozorovanych fazach bunkového cyklu. Prvy stipec zobrazuje negativnu
kontrolu bunkovej linie BJ a §tvrty stipec zobrazuje negativnu kontrolu bunkovej linie HCT-116.
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Obrazok 29: Polyklonalna linia BJ,
24 hodin po ovplyvneni lie¢ivom bortezomib
0 koncentracii 1x IC 50, ¢o zodpoveda
0.1 uM, zvicsenie 10x.

Obrazok 31: linia BJ,

Polyklonalna
24 hodin po ovplyvneni lie¢ivom bortezomib

0 koncentracii 5x IC 50,
0.6 uM, zvacsenie 10x.

¢o zodpoveda

Obrazok 30: Monoklonalna linia HCT-116,
24 hodin po ovplyvneni lie¢ivom bortezomib

0 koncentracii 1x IC 50, c¢o zodpoveda

0.1 uM, zvécsenie 20x.

Obrazok 32: Monoklonalna linia HCT-116,
24 hodin po ovplyvneni lie¢ivom bortezomib
0 koncentracii 5x IC 50, ¢o zodpoveda
0.6 uM, zvacsenie 20x.
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Graf 4: Polyklonalna bunkova linia BJ a monoklonalna bunkova linia HCT-116 ovplyvnena
lie¢ivom palbociclib o dvoch koncentraciach (Ix I1C50 a 5x IC50). Zobrazenie percentualneho
zastapenia buniek v pozorovanych fizach bunkového cyklu. Prvy stipec zobrazuje negativnu
kontrolu bunkovej linie BJ a §tvrty stipec zobrazuje negativnu kontrolu bunkovej linie HCT-1186.

Obrazok 33: Polyklondlna linia BJ, Obrazok 34: Monoklon4lna linia HCT-116,
24 hodin po ovplyvneni lie¢ivom palbociclib 24 hodin po ovplyvneni lie¢ivom palbociclib
0 koncentracii 1x IC 50, ¢o zodpovedd 3 pM, 0 koncentracii 1x IC 50, ¢o zodpoveda 3 uM,
zvacsenie 10x. zvacsenie 20x.
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Obrazok 35: Polyklondlna linia BJ, Obrazok 36: Monoklonalna linia HCT-116,
24 hodin po ovplyvneni lie¢ivom palbociclib 24 hodin po ovplyvneni lie¢ivom palbociclib
0 koncentracii 5x IC 50, ¢o zodpoveda 15 pM, 0 koncentracii 5x IC 50, ¢o zodpoveda 15 uM,
zvacsenie 10x. zvacsenie 20x.
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Graf 5: Polyklonalna bunkova linia BJ a monoklonalna bunkova linia HCT-116 ovplyvnena
lie¢ivom nocodazol o dvech koncentraciach (1x IC50 a 5x 1C50). Zobrazenie percentualneho
zastapenia buniek v pozorovanych fizach bunkového cyklu. Prvy stipec zobrazuje negativnu
kontrolu bunkovej linie BJ a §tvrty stipec zobrazuje negativnu kontrolu bunkovej linie HCT-116.
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Obrazok 37: Polyklonalna linia BJ,
24 hodin po ovplyvneni lie¢ivom nocodazol
0 koncentracii 1x IC 50, ¢o zodpoveda 10 M,
zvacSenie 10x.

Obrazok 39: linia BJ,

Polyklonalna
24 hodin po ovplyvneni lie¢ivom nocodazol

o koncentracii 5x IC 50,
49.8 uM, zvicsenie 10x.

¢o zodpoveda

Obrazok 38: Monoklonalna linia HCT-116,
24 hodin po ovplyvneni lie¢ivom nocodazol
0 koncentracii 1x IC 50, ¢o zodpoveda 10 uM,
zvacsenie 20x.

Obrazok 40: Monoklonalna linia HCT-116,
24 hodin po ovplyvneni lie¢ivom nocodazol

0 koncentracii 5x IC 50,
49.8 uM, zvicsenie 20x.

¢o zodpoveda
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Graf 6: Polyklonalna bunkova linia BJ a monoklonalna bunkova linia HCT-116 ovplyvnena
lie¢ivom RO-3306 0 dvoch koncentraciach (1x 1C50 a 5x IC50). Zobrazenie percentualneho
zastapenia buniek v pozorovanych fizach bunkového cyklu. Prvy stipec zobrazuje negativnu
kontrolu bunkovej linie BJ a §tvrty stipec zobrazuje negativnu kontrolu bunkovej linie HCT-116.

Obrazok 41: Polyklonilna linia BJ, Obrazok 42: Monoklonalna linia HCT-116,
24 hodin po ovplyvneni lie¢ivom RO-3306 24 hodin po ovplyvneni lie¢ivom RO-3306
0 koncentracii 1x IC 50, ¢o zodpoveda 0 koncentracii 1x IC 50, ¢o zodpoveda 10 pM,
43.8 uM, zvicsenie 10x. zvacsenie 20x.
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Obrazok 43: Polyklonalna linia BJ, Obrizok 44: Monoklonalna linia HCT-116,
24 hodin po ovplyvneni lie¢ivom RO-3306 24 hodin po ovplyvneni lie¢ivom RO-3306
0 koncentracii 5x IC 50, ¢€o zodpovedd 0 koncentracii 5x IC 50, ¢o zodpoveda 49.8 uM,
215.3 uM, zvicsenie 10x. zvacsenie 20x.
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Graf 7: Polyklonalna bunkova linia BJ a monoklonalna bunkova linia HCT-116 ovplyvnena
lie¢ivom vincristin 0 dvoch koncentraciach (Ix 1C50 a 5x 1C50). Zobrazenie percentualneho
zastapenia buniek v pozorovanych fizach bunkového cyklu. Prvy stipec zobrazuje negativnu
kontrolu bunkovej linie BJ a §tvrty stipec zobrazuje negativnu kontrolu bunkovej linie HCT-116.
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Obrazok 45: Polyklonalna linia BJ,
24 hodin po ovplyvneni lie¢ivom vincristin

0 koncentracii 1x IC
0.1 pM, zvécsenie 10x.

50,

¢o zodpoveda

Obrazok 47: Polyklonalna linia BJ,
24 hodin po ovplyvneni lie¢ivom vineristin

0 koncentracii 5x IC
0.5 uM, zvacsenie 10x.

50,

¢o zodpoveda

Obrazok 46: Monoklonalna linia HCT-116,
24 hodin po ovplyvneni lieCivom vincristin
0 koncentracii 1x IC 50, ¢o zodpoveda
0.1 uM, zvécsenie 20x.

Obrazok 48: Monoklonalna linia HCT-116,
24 hodin po ovplyvneni lieCivom vincristin
0 koncentracii 5x IC 50, ¢o zodpoveda
0.5 nM, zvicsenie 20x.
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6 DISKUSIA

Testovanie protinadorovych lie¢iv poskytuje potencialne terapeutické vyuzZitie pri liecbe nadorovych
ochoreni. Znalost’ spdsobu tcinku lie¢iva na naddorové bunky je vSak nevyhnutna. Preto je potrebné
zistit’ akym sposobom lie¢ivo pdsobi na bunky a taktiez koncentraciu pri ktorej zistené mechanizmy
nastavaji. Nadorové bunky mézu pdsobenim lie¢iva zastavit’ v urcitej faze cyklu, specifickej podl'a
ucinku lieciva, alebo prejst’ do apoptdzy. Na detekciu faz buniek je vyuzivany systém FUCCI, ktory
deteguje fazy buniek v realnom ¢ase (Koh et al., 2017).

Experiment testovania ucinku protinadorovych lieCiv (doxorubicin, etoposid, palbociclib,
RO-3306, nocodazol, vincristin, bortezomib) bol pouzity na nenadorovu bunkova liniu BJ
a nadorovii bunkovu liniu HCT-116. V oboch pripadoch bola testovana polyklonalna populacia
anasledne monoklonalna linia. Pri bunkovej populacii BJ vSak nebolo mozné pouzit na
vyhodnotenie monoklonalnu liniu, pretoze sa nepodarilo vytvorit reprezentativhu populaciu.
Negativna kontrola monoklonélnej linie dosahovala vysoké hodnoty v Go/M faze, ¢im boli vSetky
testované latky posunuté k vyssiemu percentualnemu zastipeniu buniek v Go/M faze. Z toho dovodu
bola na testovanie pouzita polyklonalna populécia. Pri bunkovej linii HCT-116 bolo mozné testovat’

monoklonalnu liniu.

Ako negativna kontrola slizila bunkova linia s DMSO. Kazda bunkova linia bola
ovplyvnena dvoma koncentraciami, ktoré zodpovedaji 1x IC50 a5x IC50. Hodnota IC50 je
parameter, ktory udava aké mnozstvo lieciva je potrebné na inhibiciu 50 % bunkovej populacie
(Aykul a Martinez-Hackert, 2016). V pripade buniek bez ovplyvnenia lie¢ivom je zivotaschopnost’
100% abunky nezavisle prebiehaji bunkovym cyklom. Po ovplyvneni lieCivom sa zniZuje

Zivotaschopnost’ buniek a bunky sa vo va¢Som poéte nachadzaju v uréitej fazy cyklu.

Polyklonalna nenadorova bunkova linia BJ vykazovala v pripade latok etoposid a nocodazol
ocakavané vysledky a percentualne zastipenie buniek v G2/M faze bolo najvyssie (Nam et al., 2010;
Quinet et al., 2017). V pripade bunkovej linie HCT-116 boli vysledky totozné s vynimkou pouzitia
lieCiva nocodazol o koncentracii 5x IC50, kde bolo najvyssie percentudlne zastipenie v G: faze. To
mohlo byt spdsobené zlyhanim mitotického kontrolného bodu, ¢im mohli bunky, ktoré neboli
degradované cytotoxicitou hocodazolu, pokracovat’ do interfazy (Apraiz et al., 2017). Taktiez doslo

k apoptdze pri pouziti vys$Sej koncentracie v pripade oboch testovanych linii.

Vysledné hodnoty pri pouziti latky palbociclib potvrdili oakavané zastavenie v G: faze a to
u oboch pouzitych koncentraciach pri testovani linie HCT-116. Inhibicia komplexu cycD/CDK4/6
palbociclibom viedla Kk inhibicii fosforylacie Rb a tym k znemozneniu prechodu bunkového cyklu
z Gy do S fazy (Pennycook a Barr, 2021). Pri bunkovej linii BJ do$lo ku zastaveniu v G; faze iba pri

koncentracii 1x IC50, pri koncentracii 5x IC50 doslo k zastaveniu bunkového cyklu s najvyssim
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percentualnym zastupenim v Go/M faze. Bunky bez funkéného p53 mozu prejst’ do Go/M fazy, avsak
dochadza ku vyraznym poskodeniam DNA, ktoré limituju ich dlhsi proliferativny potencial (Crozier
et al., 2022). Aj pri lie¢ive palbociclib doslo u oboch liniach k vyznamnej miere degradacii buniek.
V pripade linie HCT-116 doslo k znizeniu poétu buniek o takmer % v porovnani s kontrolou (Jost et
al., 2021).

Testovana latka doxorubicin o dvoch koncentraciach sposobila zastavenie bunkového cyklu
v G»/M faze pri bunkovej linii HCT-116, ¢o zodpoveda mechanizmu posobenia tohto lie¢iva. Pri
pouziti lie¢iva doxorubicin dochadza k Strukturalnym zmenam DNA a tym k naruseniu jej oprav
(Quinet et al., 2017; Thorn et al., 2011). K zastaveniu Vv tejto faze doslo aj v pripade pouzitia
koncentracie 5x IC50 pri testovani na bunkovej linii BJ. Pri koncentracii 1x IC50 doslo k zastaveniu

bunkového cyklu s najvy$sim percentudlnym zastpenim v G; faze.

Bunkova linia BJ odpovedala na liecivo bortezomib pri oboch testovanych koncentraciach
najvyssim percentualnym zastipenim v G; faze bunkového cyklu. Tato faza nie je pre dané liec¢ivo
Specificka. Avsak, pouzitie bortezomibu mohlo sposobit’ degradaciu reportérovych proteinov
naviazanim lie¢iva na chymotrypsinu podobna podjednotku proteazomu, ¢o vedie k naruseniu
signalnych drah a dochadza k poruseniu bunkového cyklu a naslednej apoptoze (Chen et al., 2011,
Kubiczkova et al., 2014). Zatial’ ¢o bunkova linia HCT-116 mala najvys$ie percentualne zastipenie
buniek v Go/M faze bunkového cyklu. Zastavenie v Go/M faze bunkového cyklu je typické pre
lie¢ivo bortezomib (Seung-Woo et al., 2012). V pripade pouzitia koncentracie 5x IC50 doSlo pri
oboch liniach k apoptoze, kde pri bunkovej linii HCT-116 doSlo k zniZeniu po¢tu viac ako o polovicu

Vv porovnani s kontrolou.

Lie¢ivo RO-3306 vykazovalo zastavenie bunkového cyklu oboch linii pri pouziti
koncentracie 1x IC50 v Go/M faze, ¢o potvrdilo mechanizmus posobenia tohto lie¢iva. RO-3306
posobi ako ATP kompetetivny inhibitor ¢im inhibuje CDK 1 a zastavuje bunkovy cyklus vo faze
G2/M (Kojima et al., 2009; Vassilev et al., 2006). Pri pouziti koncentracie 5x IC50 vsak doSlo pri
bunkovej linii HCT-116 Kk zastaveniu v G; faze a redukcii poctu buniek nasledkom bunkovej smrti.
Bunkova linia BJ pri vyssej testovanej koncentracii mala najvys$sie percentualne zastipenie buniek
v G41/S faze a doslo k celkovému navySeniu poctu buniek. ZvySenie poétu buniek vSak nebolo

spdsobené proliferaciou, ale degradaciou buniek, ¢im boli fragmenty detegované ako bunky.

Polyklonalna bunkova linia BJ aj monoklonalna bunkova linia HCT-116 vykazovala
najvyssie percentudlne zastipenie buniek v Gi faze bunkového cyklu po ovplyvneni lieCivom
vincristin. Toto lie¢ivo dokaze navodit’ bunkovi smrt’ priamo v G; faze a v pripade buniek, ktoré sa
nachadzaju mimo tato fazu, dochadza k smrti v M faze bunkového cyklu (Kothari et al., 2016).
Vynimku tvorila pouzita koncentracia 1x IC50 pri bunkovej linii HCT-116, kedy doslo k zastaveniu

bunkového cyklu v Go/M faze, tato faza bola oCakavana pri pouZiti lie¢iva vincristin. Liecivo
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zabranuje deleniu buniek, dochadza k abnormalnej reorganizacii mikrotubulov, ¢o ma za nasledok
tvorbu polynuklearnych jadier (Liu et al., 2017). V pripade koncentracie 5x IC50 bola pozorovana
vysoka cytotoxicita lie¢iva, ¢o viedlo k bunkovej smrti bunkovej linie HCT-116 (Shahhosseini et al.,
2019).

Pri vécsine testovanych latok doslo pri pouziti lieCiv o koncentracii 5x IC50 k r6znej miere
bunkovej smrti. O¢akavany ucinok lie¢iv o koncentracii 1x IC50 pri polyklonalnej bunkovej linii BJ
bol pozorovany v pripade lie€iv etoposid, palbociclib, nocodazol a RO-3306. V pripade testovania
bunkovej linie HCT-116 liecivami o koncentracii 1x IC50 bol potvrdeny mechanizmus pdsobenia
liec¢iv pri vSetkych latkach. V pripade pouzitia koncentracie 5x IC50 bolo ocakavané najvyssie
percentudlne zastupenie vo fazach zodpovedajucich mechanizmu ucinku potvrdené pri liecivach
doxorubicin, etoposid, bortezomib, palbociclib. Ostatné testované latky pri vysSej koncentracii

vykazovali zna¢nti cytotoxicitu s nasledkom bunkovej smrti a degradacii buniek.
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7 ZAVER

Hlavnym cielom bakalarskej prace bolo vytvorit' reportérovu nenadorova bunkovu liniu BJ
a nadorovt bunkovu liniu HCT-116 so stabilne vykazujucou fluorescenénou aktivitou na detekciu
jednotlivych faz bunkového cyklu. Reportérové linie boli vytvorené pomocou lentivirusovej
transdukcie s pouzitim plazmidu pBOB-Fast FUCCI. Po testovani polyklonalnej populacie
nasledovalo testovanie na monoklonalnych populaciach. Tieto populacie boli vyselektované

prietokovou cytometriou.

Bunkové linie boli testované siedmimi protinddorovymi lieCivami so zndmym ucinkom
posobenia na bunkovy cyklu. Mechanizmus posobenia jednotlivych lieCiv sposoboval zastavenie
bunkového cyklu v jednej zo sledovanych faz cyklu. Kazdé lie¢ivo bolo testované pri dvoch
koncentraciach, a to 1x IC50 a 5x IC50. Hodnotenie a vizualizacia percentualneho zastupenia buniek

v danej faze cyklu prebehlo pomocou systému FUCCI.

Z ziskanych hodnét mozno usudit, Ze vac§ina testovanych latok spiiia ocakavané vysledky
aich princip u¢inku na nadorova bunkova liniu HCT-116 odpoveda mechanizmu pdsobenia na
zastavenie bunkového cyklu v ur€itej faze. Pri nenadorovej bunkovej linie BJ vSak doslo
k rozdielnemu vysledku pri testovani danych latok. Nie kazdé lieCivo testované na nenadorovi
bunkovu liniu spdsobilo zastavenie bunkového cyklu v Specifickej faze cyklu podl'a mechanizmu
posobenia daného lieciva. V pripade pozorovania zastavania bunkového cyklu podla ucinku lieciva,
nebolo najvyssie percentualne zastipenie tak vysoké, ako tomu bolo pri nadorovej bunkove;j linii. Je
to sposobené tym, Ze nenadorové bunky sa delia pomalSie v porovnani s nadorovymi. Z toho dévodu
je ovplyvnenie nenadorovych buniek lie¢ivom o nieco nizsie. Taktiez boli pozorované vyznamné

rozdiely degradacie buniek pri pouziti vyssej koncentracie medzi jednotlivymi bunkovymi liniami.

Pomocou systému FUCCI bolo mozné preukazat posobenie lieCiv na nenddorovi
anadorovil bunkovi liniu. V priebehu testovania boli pozorované vyznamné rozdiely v
percentualnom zastupeni a miere bunkovej smrti pri pouZiti jednotlivych testovanych latok o dvoch

pouzitych koncentraciach.

Ciele vytycené v tejto bakalarskej praci boli splnené.
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