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CILE PRACE

Teoreticka ¢ast

1) Vypracovani literarni reserSe shrnujici dosavadni poznatky o fytokanabinoidech
a jejich vyuziti zejména v oblasti protinadorové 1éCby.

2) Shrnuti poznatkii o ucincich jednotlivych fytokanabinoidii piipadné jejich
komplexnich extrakti na nadory kosti, kolorektalni karcinom a glioblastom.
Zpracovani dostupnych informaci o vzajemném pusobeni kanabinoidi s
radioterapii. Soucasti je také kapitola o poSkozeni DNA ionizujicim zafenim a
mechanismech jejich opravy.

Prakticka éast

1) Ziskéni zékladnich dovednosti prace s bunéénymi kulturami (pasédzovani a kultivace
bun¢k, rozmrazeni/zamrazeni bunécné kultury, ptiprava kultivaéniho media).

2) Testovani cytotoxického ucinku fytokanabinoidli samostatné, piipadné v
komplexnim extraktu Cannabis sativa L.

3) Sledovéani, zda kombinace fytokanabinoidii s ionizujicim zafenim vede k
protektivnimu u¢inku nebo naopak potenciaci cytotoxicity.

4) Zvladnuti zékladnich laboratornich dovednosti jako je testovani cytotoxicity
kanabinoidi (metoda krystalové violeti, test tvorby kolonii), detekce proteint

bunécné odpoveédi na poskozeni DNA pomoci western blot analyzy.



1 UVOD

Rakovina je onemocnéni, které mize postihnout jakékoliv organy a systémy lidského
téla. Na jejim vzniku se mohou podilet jak vnéjsi faktory (zareni, koufeni nebo rtizné
chemikalie), tak i vnitini vlivy (ndhodné nebo zdédéné mutace, hormonalni zmény nebo
snizena imunita). Nejvétsim problémem tohoto onemocnéni je nekontrolované déleni
bunék a vznik nadoru. Nadory mohou byt benigni (lokalizované) anebo maligni, u nichz
dochdzi ke vzniku tzv. metastdz a Sifeni do riznych tkani lidského téla (Baram et al.,
2019). Dle statistik v roce 2020 bylo zaregistrovano 19,3 milioni novych piipadi

rakoviny a kolem 10 milionti umrti spojenych s timto onemocnénim (Sung et al., 2021).

V souCasné dobé se k 1écbé rakoviny pouziva zejména chemoterapie piipadné
radioterapie. Tyto postupy jsou nékdy nedostacujici a mnohdy doprovéazené tadou
vedlejSich U€inkt jako je poSkozeni dalSich organti, nevolnost, nechutenstvi, nespavost a
uzkosti. Do poptedi zdjmu se tak dostavd studium alternativnich 1€¢iv, které mohou
v kombinaci s chemo/radioterapii zmirnit projevy vedlejsich u¢inku, pfipadné zlepsit uz

znamé 1écebné postupy (Alfonzetti et al., 2021).

Fytokanabinoidy jsou skupinou sloucenin, které lze extrahovat z konopi setého -
Cannabis indica L. anebo Cannabis sativa L.(Baram et al., 2019). Tyto latky jsou ve
spole€nosti znamy pifedevsim jako nelegalni drogy zneuzivané pro své psychoaktivni
ucinky, avSak v poslednich desetiletich dochazi k jejich postupné dekriminalizaci a
zkouméni z hlediska medicinského vyuziti. Jednd se o latky prospé$né nejen béhem
paliativni 1écby, ale také latky s prokdzanymi protizdnétlivymi a protirakovinnymi u¢inky
(Daris§ et al., 2019a; Hart et al., 2004; Zhu et al., 2000). Vzhledem k tomu, Ze nadory

vykazuji heterogenni charakter dochdzi 1 k odliSnému cytotoxickému ucinku

fytokanabinoidl (Velasco et al., 2016).

V bakalatské préci jsme se vénovali studiu ucinku jednotlivych fytokanabinoidii a
komplexnich extraktit Cannabis sativa L. na buné€nou linii rakoviny tlustého stfeva HT-
29, nadoru mozku MO59K a kosti U-2-OS. Sledovén byl cytotoxicky vliv samotnych
fytokanabinoidli a celkovych extrakt na vybrané linie, a také jejich spoluptsobeni

v kombinaci s ionizujicim zéafenim.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Konopi seté (Cannabis sativa L.)

Konopi seté je dvoudéloznd, jednoleta rostlina z ¢eledi Cannabinaceae. Predpokladany
puvod této rostliny je podhtii Himal4ji odkud se rozsifilo do dalSich ¢asti svéta véetné
Indie a na Stifedni vychod. Konopi seté mize béhem nékolika mésicti dosdhnout vysky az
6 metri (Meyer C, 2022). Charakteristickym znakem jsou zelené a dlanité listy, jejichz
velikost a tvar se 1i8i v zavislosti na genetickém plivodu. Sam¢i kvéty se skladaji z péti
kalisnich listkli, péti tyCinek s tenkymi nitkami a prasniky. Samici kvéty se obvykle
vyskytuji po dvou. Plodem je nazka, ktera obsahuje esencialni mastné kyseliny (Clarke,

1981; Farag & Kayser, 2017; Fisar, 2005).

V posledni dob¢ se popularita konopi setého vyrazné zvysila, ale prvni zminky o jeho
vyuziti pro lékaiské ucely byly piiblizné pred 4000 lety (Mechoulam, 1986). Také v Cing
byl nalezen starobyly spis pochazejici z roku 2600 pf. n. 1., kde se konopi doporucuje
pouzivat ke zmirnéni ptiznakli nemoci, jako je dysmenorea, malérie a revmatické bolesti

(Grinspoon & Bakalar, 1993).

Rostlina je péstovana zejména pro vyrobu riznych potravin, latek, provazi a papiru
(Dari$ et al., 2019a). Od konce 90. let je konopi v mnoha zemich bézné dostupné na
¢erném trhu a lidé ho pouZivaji jako pfirodni prostfedek proti bolesti (Dari$ et al., 2019a).
V soudasné dobé je na izemi Ceské republiky péstovani konopi nelegalni, s vyjimkou
osobniho uziti nebo 1é€ebnych ucelu (VyhlaSka MZ ¢. 235/2022 Sb). Nicméné existuje
fada zemi, jako je naptiklad Thajsko, Mexiko, Kanada a n¢které staty USA, které povoluji
plné vyuzivani rostliny konopi pro medicinské i rekreacni ucely. V poslednich nékolika
desetiletich se dostalo konopi seté také do poptedi z4jmu 1 ze strany védecké komunity,

ktera v konopi vidi potencial pro 1é€bu riznych onemocnéni (Robson, 2005).

Dosud bylo nalezeno vice nez 100 druht fytokanabinoidl, kde naptiklad A-9-
tetrahydrokanabinol (THC) patii mezi psychoaktivni latky. Mezi zndmé kanabinnoidy
patii také kanabidiol (CBD) a kanabigerol (CBG), které nemaji psychoaktivni u¢inky na

cloveka, ale 1 tak ukazuji znacny terapeuticky ucinek (Dong et al., 2019).

Kanabinoidy lze rozdélit dle pivodu vzniku na fytokanabinoidy, které jsou
produkovany piimo v rostlinaich rodu Cannabis, endokanabinoidy regulujici

endokanabinoidni systém zivo¢ichi a syntetické kanabinoidy, které byly vyvinuty



zejména k prozkoumani endogenniho kanabinoidniho systému (Castaneto et al., 2014;

Daris et al., 2019b).
2.1.1 Fytokanabinoidy a jejich chemické sloZeni

V konopim setém bylo dosud nalezeno vice nez 554 rtiznych sloucenin, véetné 113 typu
fytokanabinoidll a 120 typt terpentl, které dodavaji rostling jeji viini a také se vyuzivaji k
vyrobé oleju (Aizpurua-Olaizola et al., 2016). Nejvyssi obsah fytokanabinoidi se nachazi

v mladych listech kolem kvéti a v kvetoucich vrcholcich rostliny (Andre et al., 2016).

Fytokanabinoidy jsou molekuly s polyfenolickou strukturou, které podléhaji nékolika
typiim chemickych reakci, jako je dekarboxylace, ke které dochazi za ptitomnosti tepla a

svétla anebo oxidace (Aizpurua-Olaizola et al., 2016).

Prvnim krokem syntézy fytokanabinoidd je spojeni kyseliny olivetolové a geranyl-
pyrofosfatu za vzniku kyseliny kanabigerolové (CBGA), ktera je prekurzorem mnoha
dalsich kanabinoidli. Enzymatickymi reakcemi dochazi k jeji ptreméné na kyselinu
kanabichromenovou (CBCA), kyselinu kanabidiolovou (CBDA) a kyselinu
tetrahydrokanabinolovou (THCA) (Nachnani et al., 2021). Dekarboxylaci zminénych
kyselin dochazi ke vzniku pfisluSnych kanabinoidl: kanabigerolu (CBG), kanabidiolu
(CBD), tetrahydrokanabinolu (THC). Kanabinol (CBN) lze ziskat oxidaci THC a
dekarboxylaci kyseliny kanabinolové (Nachnani et al., 2021; Aizpurua-Olaizola et al.,

2016; Yang et al., 2020) (viz. obr.1).
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Obradzek 1: Schematické zndzornéni biosyntetické drdhy fytokanabinoidi (pfevzato z Aizpurua-
Olaizola et al., 2016).

2.1.2 Endokanabinoidni systém

Dtlezitou roli pfi udrzovani homeostdzy a regulace traviciho, imunitniho, nervového a
kardiovaskularniho systému hraje endokanabinoidni systém (ECS) (Malhotra et al., 2021;
McAllister et al., 2015). ECS je tvofen systémem receptort, endokanabinoidi a enzymu

jejich degradace nebo biosyntézy (Rachel & Roger, 2002).

K nejzndméjsim endokanabinoidiim patii derivat kyseliny arachidonové N-
arachidonoyletanolamid, znamy téZ jako anandamid a 2-arachidonoylglycerol (2-AG)
(Devane et al., 1992; Sugiura et al., 1995). Kanabinoidni receptory CB1 a CB2 patfi do
skupiny transmembranovych receptorti spfazenych s G-proteinem (Rodriguez et al.,
2004). Receptory CB1 jsou primarn¢ exprimovany v centralni nervové soustaveé a v mensi

mife v n€kterych perifernich tkdnich a bunikach gastrointestindlniho traktu, slezin€ anebo
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plicich (Matsuda et al., 1990; Rice et al., 1997; Schatz et al., 1992). Receptory CB2 se
nachazi na povrchu bunék imunitniho systému, mozku a také v kosti (Daris et al., 2019).
Ptitomnost CB1 a CB2 receptorii byla prokazana také v intracelularnich organeléach, jako
jsou napiiklad mitochondrie anebo Golgiho aparat (Malhotra et al., 2021). CB1 a CB2
receptory se vyznacuji rozdilnymi signaliza¢ni mechanismy a odliSnou citlivost na rizné

latky (Howlett et al., 2002).

Jednotlivé fytokanabinoidy vykazuji riznou miru afinity vici CB1 a CB2 receptorim.
THC je agonistou obou receptori s vysokou vazebni afinitou k CB1 receptoru.
Dusledkem této interakce jsou psychoaktivnimi ucinky THC (Pertwee, 2008; Russo &
Guy, 2006). Naopak CBD je ¢astecnym agonistou receptoru CB2 a antagonistou CB1
receptoru (McPartland et al., 2007; Thomas et al., 2007). Na rozdil od CBD a THC, CBG
ma velmi malou afinitu jak k CB1, tak k CB2 receptoru (Navarro et al., 2018). Uginky
fytokanabinoidii nejsou omezeny pouze na CBl1 a CB2 receptory. K dalS$im
kanabinoidnim receptorim patii také receptory spraZeny s G-proteinem, receptory
iontovych kanald (napf. prechodny receptorovy potencialni kationtovy kanal (TRPV)) a
jaderné receptory (receptor aktivovany peroxisomovym proliferatorem (PPAR))

(Console-Bram et al., 2012).

2.2 Cytotoxicky ucinek fytokanabinoidii na nadorové linie

Soucasna literatura uvadi celou fadu in vitro, ale také in vivo studii zabyvajicich se
cytotoxickym ucinkem fytokanabinoidd na nddorové linie (Daris$ et al., 2019b; Scott et
al., 2014). Mechanismy, kter¢ tyto uCinky zprostiedkovavaji byly zhruba rozdéleny do tii
kategorii: (1) mechanismy inhibujici bunécnou proliferaci a indukujici apoptozu, (2)
antiangiogenni mechanismy a (3) mechanismy indukujici autofagii (Dumitru et al.,

2018a).

V progresi rakoviny hraje kritickou roli zvySena buné&cna proliferace, kterd muze byt
zpisobena zménou aktivity proteinti souvisejicich s bunééném cyklem. Zména v regulaci
bunééného cyklu vytvaii vhodné podminky pro neoplastickou progresi, a proto je vétSina
strategii 1€cby rakoviny zamétena na jeji inhibici (Hosami et al., 2021; Shen & Tower,
2009). Apoptdza je proces programované bunécné smrti. Inhibice proliferace s naslednou
aktivaci apoptozy byla pozorovdna v mnoha pfipadech oSetfeni rakovinnych bunék prave
fytokanabinoidmi (Ligresti et al., 2006; Marcu et al., 2010a; Whynot et al., 2023). Také

bylo prokazano, ze kombinace CBD s THC vyrazné posiluje protinadorové tcinky a



snizuje rychlost proliferace v bunikdch glioblastomu anebo karcinomu mocového
méchyte, kde spousti aktivaci proteinu kaspazy 3 (Marcu et al., 2010a, Whynot et al.,
2023). Dalsi studie ukazaly, ze CBD zvysuje hladinu vapniku a reaktivnich forem kysliku
v bunkéch rakoviny prsu, coz taktéz vede k indukci apoptozy (Ligresti et al., 2006).

Dalsim procesem spojenym se Sifenim nadoru je angiogeneze, coz je proces tvorby
novych kapilarnich cév, které poskytuji tkanim kyslik a ziviny, zejména glukozu
(Hanahan & Folkman, 1996; Li et al., 2018). Angiogeneze je nutnd pro rust a vyvoj
nadoru, a proto je potlacovani tohoto procesu jednim z moznych zplisobti 1é¢by rakoviny.
Existuje fada studii ukazujicich, ze fytokanabinoidy maji antiangiogenni uc¢inky (Chang
etal., 2018; Solinas et al., 2012). Napitiklad bylo prokazéno, ze THC je schopny inhibovat
angiogenni procesy tim, Ze blokuje RhoA/MLC drahu v bunécné linit HUVEC (Chang et
al., 2018). Také CBD vykazuje antiangiogenni t¢inek tim, Ze snizuje hladiny proteinti

MMP9, TIMP1 a ET-1 v té samé linii (Solinas et al., 2012).

Dalsi bunéény mechanismus, ktery Ize regulovat pomoci fytokanabinoidi je autofagie.
Jedna se o proces samodegradace, ktery umoziuje bunkam vyuzivat zdroje energie v
kritickych obdobich vyvoje, a také Cistit poskozené organely ¢i odstraiiovat Spatné
sloZené proteiny (Glick et al., 2010). Existuje fada studii ukazujicich, Ze fytokanabinoidy
mohou indukovat tento proces v rakovinnych buiikach (Nabissi et al., 2015; Salazar et
al., 2009; Torres et al., 2011). Naptiklad studie uvadi, Ze fytokanabinoid THC je schopny
spustit akumulaci ceramidu a naslednou fosforylaci elF2a, coz vede ke zvySeni stresu
endoplazmatického retikulu a indukci autofagie v rakovinné bunécné linie US7TMG
(Salazar et al., 2009). V dalSich studiich bylo zjisténo, Ze CBD zvySuje hladinu proteinu
Beclin-1, ktery je jednim z hlavnich marker autofagie, a snizuje tak zivotaschopnost

glioblastomu (Nabissi et al., 2015).

Na druhou stranu existuji i studie, ve kterych fytokanabinoidy nevykazuji Zadné
protinadoroveé Ucinky, a naopak zvysuji proliferaci rakovinovych bunék (Hart et al., 2004;

Zhu et al., 2000).

V soucasné dobé, kdy roste zajem o vyuziti fytokanabinoidii nejen pro medicinské, ale
1 rekreacni ucely dochazi k stale vétSimu z4jmu védecké spolecnosti odhalit mechanismy

jejich ucinku a potencidlniho vyuziti k 1écebnym uceltim.



2.2.1 Utinek fytokanabinoidi na nador mozku-glioblastom

wevr

malignich nadorii mozku (Ostrom et al., 2015). Vyznacuje se zejména zvySenou
proliferaci a angiogenezi (Dumitru et al., 2018 a). Standardnim zptGsobem Iécby je
chirurgické odstranéni nadoru doplnéné adjuvantni 1é¢bou. Nicméné glioblastomy jsou
velmi heterogenni nddory a casto jsou rezistentni k chemo/radioterapii a to kvuli
pfitomnosti subpopulaci gliomovych kmenovych bun¢k (Hohmann et al., 2019; Louis et

al., 2016).

Jelikoz jsou gliomy buriky bohaté na kanabinoidni receptory CB1 a CB2, existuje fada
studii zabyvajicich se cytotoxickym ucinkem vybranych kanabinoidli na glioblastomy
(Velasco et al., 2007; Ladin et al., 2016; Moreno et al., 2014; Sanchez et al., 2001). K
nejcastéji zkoumanym fytokanabinoidim s pfedpokladanym terapeutickym tc¢inkem na
glioblastomy patii THC a CBD. Jednim z mechanismii u¢inku THC na glioblastomy,
ktery byl prokédzan v ,,in vitro* studii, je aktivace CB1 receptoru a néslednd akumulace
lipidu ceramidu v rakovinnych buiikach, coz vede k jejich apoptoze (Costas-Insua &

Guzman, 2022; Galve-Roperh et al., 2000; Velasco et al., 2007).

Dalsi studie vyzdvihuje protinddorovy ucinek CBD na bunécnou linii U87MG a jeho
schopnost zvysit cytotoxickou aktivitu chemoterapeutickych 1é¢iv pomoci aktivace

kandlu TRPV2 (Nabissi et al., 2013).

Stejn¢ jako v pripadé THC byl prokazan pro-apopticky ucinek 1 pii oSetieni
glioblastomi pomoci CBD samostatné, piipadné¢ v kombinaci s chemoterapeutiky, u
nichz CBD potencoval cytotoxicky ucinek (Torres et al., 2011). Mimo potenciace G¢inku
CBD a chemoterapie byl prokazan aditivni u¢inek i mezi samotnymi kanabinoidy CBD a

THC (Marcu et al., 2010b).

Kromé¢ inhibice proliferace a aktivace apoptdzy byl u vyse zminénych fytokanabinoidi
pozorovan vliv na snizeni invazivnosti a migrace bunék glioblastomu, z ¢ehoz lze
predpokladat protekci tvorby metastaz (Blazquez et al., 2008; Marcu et al., 2010c). Stejné
tak kanabichromen (CBC) snizuje hladinu metaloproteinazy-9 a metaloproteinazy-2,
¢imz snizuje schopnost nddorovych bunék pronikat extracelularni prostorem, a tim jejich

invazivnost (Nabissi et al., 2016)



Anti-angiogenni u¢inek THC byl pozorovan v krysich gliomovych bunikach a je spojen
se snizenim exprese vaskularni endotelového rlstového faktoru a matrix

metaloproteinazy-2 (Blazquez et al., 2008).
2.2.2 Utinek fytokanabinoidii na nador kosti-osteosarkom

Osteosarkom je maligni kostni nédor, ktery se tvofi v meristematickych tkanich
(Messerschmitt et al., 2009; Zhao et al., 2021). Jedna se o velmi agresivni onemocnéni,
jehoz lécba zahrnuje nejen chirurgické odstranéni nadoru, ale také naslednou
chemoterapii anebo radioterapii. Dostupné zpusoby 1écby jsou mnohdy nedostate¢né a
vykazuji vysokou toxicitu (Messerschmitt et al., 2009; Zhao et al., 2021). Jednim
s nezadoucich vedlejSich ucinka radioterapie u rostoucich déti je naptiklad kyfoskoloza,
vyskyt chrupavcitého nddoru nebo deformace dolnich koncetin (Gonzalez-Herranz et al.,

1995).

Cytotoxicky ucinek fytokanabinoidd na buiniky nadoru kosti byl zkouman v n¢kolika
in vitro 1 in vivo studiich. Bylo prokdzano, Ze CBD v bunétnych liniich MG63 a HOS
inhiboval Zivotaschopnost bun€k ovlivnénim drahy SP1-CBX2, kdy vazba SPI
k promotoru proteinu CBX2 vedla k snizeni jeho hladiny a zvySeni proteinu BAX a
kaspazy-3 s naslednou apoptozou rakovinnych bunék. Stejny efekt i€¢inku byl pozorovan
také v mysSich tkanich, coz bylo doprovazeno sniZzenim velikosti nddoru (Fangxing et al.,

2022).

Dalsi studie uvadi, Ze synteticky kanabinoid WIN-55,212-2 vykazuje anti-angiogenni
ucinek na bunéfnou linii MG-63. Tento ucinek byl dosaZen snizenim exprese
vaskularniho endotelového rtstového faktoru (VEGF), ktery je hlavni signalizacni

molekulou pii procesu angiogeneze (Niu et al., 2015).

Kombinovana 1é€ba CBD a doxorubicinu prokdzala synergicky ucinek na inhibisi

ristu a migrace osteosarkomu jak v in vitro tak v in vivo experimentech (Li et al., 2023).
2.2.3 U¢inek fytokanabinoidii na kolorektalni karcinom

Kolorektarni karciom je tfetim z nejcastéji se vyskytujicich typl rakoviny a druhym
nejsmrtelnéjSim nadorem na svété (Granados-Romero et al., 2017). Rakovina tlustého
stteva vznikd kvlli fadé molekuldrnich a histopatologickych zmén v organismu,
v dasledku, kterych dochazi k pfeméné zdravych epitelidlnich bun€k tlustého stfeva na
rakovinu (Aviello et al., 2012; Orrego-Gonzélez et al., 2020).
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Ve studiich byl demonstratovan protinadorovy t¢inek fytokanabinoidi, zejména THC
a CBD, na buné¢nou linii HT-29, ktery se projevil zvySenim mnozstvi apoptickych a
nekrotickych bunék po osetieni fytokanabinoidy. Také bylo pozorovano, Ze oSetteni CBD
u této linie vedlo k poklesu poméru GSH/GSSG, coz ukazuje na vyskyt oxidac¢niho stresu
zpusobeného vyskytem reaktivnich forem kysliku, které mohou byt ¢aste¢né odpoveédné
za protinddorovy ucinek CBD. Nicméné, pfi oSetfeni jinymi fyto- nebo syntetickymi

kanabinoidy nebyl tento stav pozorovan (Cerretani et al., 2020).

Studia také prokazaly, ze CBD ma chemoprevetivni U¢inky a zpomaluje proces
karcinogeneze v buiikach kolorektalniho karcinomu u mysi. Dale pomoci detekce exprese
proteinii bylo prokdzano, Ze tento ucinek byl spojen supregulaci kazpazy-3 a
downregulaci pAKT, které¢ hraji dtleZitou roli v regulaci apoptozy (Aviello et al., 2012).
Také byl prokéazan protinadorovy tc¢inek standardizovaného extraktu obsahujiciho CBD,

THC a dal$ich fytokanabinoidli na mys$i bunky kolorektdlu (Romano et al., 2014).

2.3 Vyuziti radioterapie v 1é¢bé rakoviny

Radioterapie je jedna z nejpouzivanéjSich metod onkologické 1é€by, kterou lze pouzit k
1é¢bé piiblizné 50 % vsech pacientl s rakovinou. Pouziva se bud’ samostatné, nebo v
kombinaci s jinymi zpusoby lécby, jako je napiiklad chemoterapie, chirurgie a

imunoterapie (Olivares-Urbano et al., 2020).

Soucasné postupy radioterapie umoznuji cilit pfimo na oblast vyskytu nadoru, a tim
minimalizovat Skodlivy dopad na zdravé tkané. Ozafovani miize probihat externé, kdy je
zdroj zafeni mimo télo a plsobi na konkrétni zvolené misto, anebo Ize vyuzit interniho
ozafovani, kdy jsou do t€la vpraveny radioaktivni materidly, které cili na nadory.
Pietrvavajicim problémem radioterapie je Casta recidiva nadorového bujeni a vznik

radiorezistence (Olivares-Urbano et al., 2020).
2.3.1 Odpovéd’ buiiky na poskozeni DNA ionizujicim zaFenim

Na bunécné trovni mize ionizujici zafeni (IR) vyvolavat riizné poskozeni DNA. Dle
intenzity zafeni dochazi k poSkozeni bazi nebo cukril, vzniku jednovlaknovych zlomu
(SSB, z angl. single-stranded break) anebo castéji dvouvlaknovych zlomid v DNA
struktute (DSB, z angl. double-stranded break) (de Massy, 2013; Kobayashi et al., 2008)
(viz obr. 2).



T T T
RINFES

7 Poskozeni baze a cukri

Radiace
lO‘ - ’
w M J M : ® ¢

ﬁ = |
Jednovlédknové zlomy \
Buiika /
~ MOROSONOK i
e Fragmenty
Dvouvlaknové zlomy z dvouvlaknovych zloma

Obrazek 2: Typy poskozeni DNA zpiisobenych ionizujicim zafenim (pfevzato a upraveno od
Huang & Zhou, 2020).

DSB mohou vzniknout nejenom plisobenim exogennich €inidel, jako je ionizujici
zafeni, ale 1 plisobenim rtiznych chemikalii, jako je napfiklad mitomycin C a derivaty

platiny (Aparicio et al., 2014; de Massy, 2013).

Vznik DSBs je pro buiikku zavaznym poskozenim, které mize mit vliv na celou fadu
bunéénych mechanismi jako replikace a transkripce s ndslednou translaci. Nespravna
oprava takovychto poskozeni DNA vede k nestabilit¢ genomu a mize byt disledkem fady
mutaci (Blackford & Stucki, 2020). Buika disponuje opravnymi a kontrolnimi
mechanismy, které jsou zodpovédné za rozpoznani DNA posSkozeni, spusténi
signaliza¢nich drah vedoucich k jeho oprave, regulaci kontrolnich bodi bunééného cyklu
a piipadné spusténi drah programované bunécné smrti (Biau et al., 2019; Ciccia &

Elledge, 2010; Huang & Zhou, 2020; Kouranti & Peyroche, 2012; Schuch et al., 2013).

2.3.2 Mechanismus opravy dvouvlaknovych zlomi DNA

Na opravé DSB se podileji dvé hlavni drahy opravy, a to homologni rekombinace (HR),
pfi které se pouziva rozsdhla neposkozend homologni sekvence, a nehomologni spojovani
konct (NHEJ), pii kterém dochdzi k zméné sekvence v bodé zlomu bez potieby
homologniho templatu (Huang & Zhou, 2020; Zhang & Powell, 2005)(viz obr.3). Vybér
mechanismu opravy zavisi na f4zi bunééného cyklu a dostupnosti homologniho templéatu

(Moynahan & Jasin, 2010).
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Homologni rekombinace

HR je opravny mechanismus probihajici vSa G2 fazi bunécného cyklu, a to
v ptitomnosti sesterské chromatidy, ktera slouzi jako templat pro bezchybnou opravu
poskozeného mista DNA (Huang & Zhou, 2020; Lodovichi et al., 2020). Proteiny
pomahajici detekovat poSkozeni se navzajem reguluji a béhem nékolika sekund po
ozareni se lokalizuji do mista DSB. Protein 53BP1 a histonovy protein YH2AX patii
k prvnim proteiniim, které 1ze detekovat v misté poskozené DNA, a proto se tyto proteiny
vyuzivaji k detekci radiaci-indukovaného poskozeni a vzniku DSB (Huang & Zhou,

2020).

Pocateni fazi opravy DNA je rozpoznani posSkozeni a vybér odpovidajiciho
opravného mechanismu (Huang & Zhou, 2020). Nasleduje nukleolytické Stépeni
poskozeného mista za ucasti proteinového komplexu MRN (Mrel1-Rad50-Nbs1). Po
Stépeni poSkozené¢ho mista se do okoli uvoliiuje single-stranded DNA (ssDNA), coz vede
k aktivaci kontrolnich bodi bunééného cyklu ATM-Chk2 a ATR-Chkl (Smith et al.,
2010, Gniigge & Symington, 2021.; Tauchi et al., 2001, Matsuoka et al., 2000). Konce
DNA jsou stabilizovany vazbou RPA proteinu, aby nedoslo ke vzniku sekundéarnich
struktur nebo k mikrohomologickému nasedani, v dusledku, kterého miize dojit

k nekontrolované vyméné genetického materidlu (Chen et al., 2013; Deng et al., 2014).

Protein BRCAT1 hraje kli¢ovou roli pii pfenosu informaci o poSkozeni DNA ze senzorti
do efektort opravy. Konkrétné BRCA 1 indukuje vytésnéni RPA z koncli a pomaha pii
napojeni RADS51 na ssDNA. Vazba proteinu RADS51 k mistu poSkozeni zahajuje
samotnou opravu dle homologniho templatu (Scully & Chen, 1997; Zhang & Powell,
2005). To se provadi tak, Ze vlakno ssDNA-RADS51 vyhledava homologické misto a
vstupuje do neporusené sekvence. Invazni konec je pak prodlouzen syntézou DNA a
opravny proces je dokoncen opétovnym spojenim s druhym koncem DSB (Gniigge &

Symington, 2021).

Existuje mnoho procesii pfenosu signalu o poskozeni DNA, jednim z nich je tzv.
ATM-CHK2 kontrolni draha. Pisobenim zafeni dochdzi k vzniku DBS a nésledné
aktivaci ATM kindzy, coz vede k dalsi fosforylaci a tim aktivaci jejich cilovych proteina
véetné CHK2 (Matsuoka et al., 2000) Aktivovand CHK2 fosforyluje dals$i proteiny, jako
jsou fosfatazy Cdc25A, Cdc25C ap53 (Ou et al., 2005; Smith et al., 2020; Weber & Ryan,
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2015). Tento proces vede k zastaveni bunééného cyklu v G1 a G2 fazich, kdy nésleduje
proces opravy poSkozeni DNA (Smith et al., 2020).

Nehomologni spojovani konciit (NHEJ)

Dalsi hlavni cesta pii opravé DSB je nehomologni spojovani konct. Tento proces je
potencialn¢ mutagenni a muze vést k riznym chybam v genomu. Na rozdil od HR, ktera
vyuziva identickou sekvenci jako templat a je omezena pouze na S a G2 fazi, NHEJ
nepotiebuje templat a probihd nezavisle na fazi bunécného cyklu (Biau et al., 2019;
Huang & Zhou, 2020; Nogueira et al., 2019). Prvnim krokem pii NHEJ je pfesun
Ku70/Ku80 a jeji vazba na konce DNA. Dochazi tak ke vzniku DNA-dependentni
proteinkindzy (DNA-PKcs), ktera je dale zodpovédna za interakci mezi konci DNA. Diky
dalsim proteinim XRCC4 a LIG4 dochazi k ligaci pfislusnych konci DNA a spojeni
Ku70/Ku80 konce s DNA-PKcs (Biau et al., 2019; Huang & Zhou, 2020; Ranjha et al.,
2018).

12



A

DSB B

A HNEJ

Ku-70/80

5' 3
|
DNA-PKcs

S

Y

Obrazek 3: Hlavni cesty pfi opravé dvouvlaknovych zlomu v DNA. (A) Homologni
rekombinace (HR). Prvnim krokem je navazani proteinu PARP a MRN komplexu na misto
poskozeni DNA. Nasleduje st€peni DNA konct a jejich stabilizace vazbou RPA proteinu. Protein
BRCA1 poté nahradi RPA proteinem RADS51. Nakonec dochazi k opravé, pfi které se
homologicka sekvence vyuziva jako templat pro upravu poskozeného mista. (B) Nehomologni
spojovani koncti (NHEJ). Prvnim krokem je navazani Ku70/Ku80 na poskozené misto a vznik
komplexu DNA-PKcs. Fosforylace tohoto komplexu pfispiva k aktivaci proteinu Artemis.
Nakonec LIG4 a XRCC4 komplex katalyzuje ligaci a spojeni poskozenych koncti DNA (De
Lorenzo et al., 2013)(pfevzato a upraveno od (De Lorenzo et al., 2013)).
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2.4 Kombinace radioterapie a fytokanabinoidi.

Radioterapie (RT) je lécba rakoviny, ktera vyuziva vysokoenergetického zatreni
k zastaveni ristu nddoru a ni¢eni nadorovych bunék. K zvyseni tspéchu 1éCby je RT Casto
kombinovana s jinymi metodami lécby rakoviny jako je imunoterapie, chemoterapie
anebo je aplikovana po chirurgickém odstranéni nadoru (Mondini et al., 2020; Alterio et

al., 2019).

Nekteré studie, zejména na ndadorech mozku, vyzdvihuji synergicky ucinek
radioterapie v kombinaci s uzitim CBD a THC samostatné anebo jako soucast celkového
rostlinného extraktu (Alfonzetti et al., 2021; Scott et al., 2014; Yasmin-Karim et al.,
2018). Tyto fytokanabinoidy ve vysSich koncentracich snizuji aktivaci proteinkindz
aktivovanych mitogenem (MAPK), coz je zesileno v kombinaci s ozatovanim. Dochazi
také k snizeni schopnosti bunék opravit dvouvldknové zlomy DNA, coZ bylo detekovano
pomoci proteinu y-H2AX (Scott et al., 2014). Stejného synergického ucinku cytotoxicity
CBD a RT bylo dosazeno v in vitro experimentech na builkdch rakoviny slinivky
(Alfonzetti et al., 2021; Yasmin-Karim et al., 2018). Naopak studie na melanomovych
buitkdch neprokédzala synergicky protinadorovy ucinek pfi kombinaci RT

s fytokanabinoidy ve formé celkového extraktu z Cannabis sativa L. (Naderi et al., 2020).

Zajimavym poznatkem je také fakt, Ze optimalnim postupem k dosaZeni synergického
cytotoxického uc¢inku RT a fytokanabinoidl je oSetfeni fytokanabinoidem a néasledné
ozafeni. V opacném piipad¢ radioterapie s naslednym oSetfenim fytokanabinoidem

vykazuje niz8i ucinnost (Ivanov et al., 2017; Scott et al., 2014).

VétSina zminovanych praci, které potvrzuji synergicky uc¢inek RT a fytokanabinoidl
testuje ve svych in vitro experimentech vysoké koncentrace fytokanabinoida (10-20
png/ml). Nicméné otazkou zlstava, jaka je dosazitelnd koncentrace fytokanabinoidi v krvi
(Ivanov et al., 2017). Farmakokinetika fytokanabinoidl zavisi na spousté faktorti jako je
zplisob a mnozstvi uziti, ale také individualni faktory jako je télesnd hmotnost, tolerance
a metabolismus. Soucasné studie uvadi maximalni dosazend mnozstvi v rozmezi 30-200

ng/ml (Anizan et al., 2013).

Vzhledem ke kontroverznim vysledkim ve studiu cytotoxického ucinku
fytokanabinoidii v kombinaci s radioterapii na rakovinové bunky, zlstava tato otazka
velmi aktudlni (Alfonzetti et al., 2021; Ivanov et al., 2017; Naderi et al., 2020; Scott et
al., 2014; Yasmin-Karim et al., 2018).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1.1 Biologicky materialy

V praktické casti této prace byly pouzity 3 adherentni nddorové bunécné linie: lidsky
adenokarcinom tlustého stieva (HT-29), lidsky osteosarkom (U-2-OS) a lidsky
glioblastom (MO59K).

Extrakty Cannabis sativa L. chemotyp III (CBD vyssi nez THC) a chemotyp I (THC

vys$si nez CBD) byly poskytnuty Védeckym ustavem rostlinné vyroby v.v.i. v Olomouci.
3.1.2 Chemikalie

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

Dimetylsulfoxid (A3672,0250; AppliChem)

Dodecylsiran sodny (71729-500G; Sigma Aldrich)

Dulbeccovo modifikované Eagleovo médium (DMEM) High Glucose 500ml (LM-
D1110/500, BioSera)

Fetélni bovinni sérum (10270-106; Gibco®; Thermo Fisher Scientific)
Glycin (23391.02; Serva)

Chlorid sodny (7647-14-5, Sigma-Aldrich)

Isopropanol (20120-91221, Penta)

Krystalova violet’ (C6158-50G, Sigma)

Kyselina octova (19990-11000; Penta)

N,N,N‘,N*-Tetrametyletyléndiamin; TEMED (T9281-25ML, Sigma Aldrich)
Nitrocelul6zovd membréna 0,2 pm (IB23002, Invitrogen)
Penicilin-Streptomycin (P4333-100ML; Sigma Aldrich)

Peroxodisiran amonny (215589-100G; Sigma Aldrich)

Pierce Detergent Compatible Bradford Assay Reagent (23246, Thermo Scientific™)

Ponceau S (P3504-10G; Sigma Aldrich)
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Precision Plus Protein Dual Color Standard (161-0374; BIO-RAD)
Protilatky, viz.

Tabulka 1

ReBlot Plus Mild Solution 10x (2502; EMD Millipore)

SuperSignal® West Femto Maximum Sensitivity Substrate (34095; Thermo Fisher

Scientific)

SuperSignal® West Pico PLUS Chemiluminiscent Substrate (34580; Thermo Fisher

Scientific)

Susené mlieko odtu¢nené (Laktino)

Tris (37180.04; SERVA)

Tween 20/Polysorbate 20 (9005-64-5; MP Biomedicals)

Trypsin TrypLE Express (+) Phenol Red (12605-028; Thermo Fisher Scientific)

Tabulka 1: Seznam pouzitych protilatek.

Protilatka Pivod Redéni Vyrobce Katalogové
Cislo
Primarni protilatky
ATM koza 1:1000 Bethyl A300-136A
p-ATM kralik 1:250 Cell signalling 58838
(Ser1981)
CHK 2 mys 1:500 Santa Cruz sc9064
p-CHK 2 kralik 1:500 Cell signalling 2661S
SMC1 kralik 1:500 Abcam ab9262
Sekundarni protilatky
Peroxidase ovce 1:1000 GE Healthcare NA931V
linked anti
rabbit IgG
Peroxidase osel 1:1000 GE Healthcare NA934V
linked anti
mouse IgG
Peroxidase osel 1:1000 Abcam Ab6885
linked anti goat
IgG
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3.1.3 Roztoky a média

10x Fosfatovy pufr (PBS): 27 mmol-1”! KCI, 1,37 mmol-1! NaCl, 100 mmol-1”!
Na2HPO4, mmol-1" KH2PO4- 12H,0, H,0

10x Tris-pufr (TBS): pH 7,6; 1,37 mmol-1”! NaCL, 200 mmol-1”! Tris, H,0

4x Vzorkovaci pufr (LSB): 0,5 mmol-1"! DDT, 50 mmol-1"! Tris-HCI (pH=6.,8), 0,01 %
Bromphenol blue, 10 % glycerol, 2 % SDS, H,0

10x Tris-Glycin-SDS pufr pro elektroforetickou separaci: 192 mmol-l”! glycin, 25
mmol-1"! Tris, 0,1 % SDS, H,0

10x Tris Glycin transferovy pufr: 192 mmol-1” glycin, 25 mmol 1" Tris, 10 %
methanol, H,O

0,5 M Tris Pufr (pH 6,8): 49,5 mmol-1" Tris, H,O

1,5 M Tris Pufr (pH 6,8): 149,88 mmoll"! Tris, H,O

Blokaéni roztok: 5% suSené mléko v TBS pufru s 0,1 % Tweenem 20
Krystalova violet’: 0,012 mmol-1”! Krystalova violet, 98 % ethanol, H,O
Ponceau S: 0,1 % Ponceau S v 5 % kyselin€ octové

Promyvaci roztok: TBS s 0.1 % Tweenem 20

Reblotovaci roztok: 10 % ReBlot v H,0

Kultivaéni médium: Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) obohacené o 10 %
fetalni bovinni sérum (FBS) a 1 % penicilin/streptomycin

Roztok pro zamraZeni bunék: FBS s 10 % dimethylsulfoxid (DMSO)
3.1.4 Pristroje

Automatické pipety (Eppendorf Research plus; Discovery Comfort)
Automaticky pipetor (MBI Smart Pipettor, MB163919991)

Biologicky iradiator (RS225; Xstrahl LTD)
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https://www.thermofisher.com/us/en/home/life-science/cell-culture/mammalian-cell-culture/cell-culture-media/dmem.html
https://www.thermofisher.com/us/en/home/life-science/cell-culture/mammalian-cell-culture/cell-culture-media/dmem.html
https://www.montreal-biotech.com/en/products-94/pipettes/motorized-pipetor/motorized-pipetor.html

Centrifuga (Scanspeed 1236R; LaboGene)

Zobrazovaci systém (ChemiDoc™ MP Imaging System; BioRad)
Elektroforeticka aparatura (Mini-PROTEAN® Tetra Cell; Biorad)
Inkubator (HERAcell 1501 CO2 Incubator; Trigon-Plus®)

Laminarni box (HERAsafe KS; Trigon-Plus®)

Mikrocentrifuga (Smart 15 Micro Centrifuge; Hanilbiomed Co., Ltd.)
Mikroskop (CKX41 Inverted Cell Culture Microscope, Olympus)
Mraznic¢ka (Innova® U725; Eppendorf)

Napadjeci zdroj pro elektroforézu (EV202 Electrophoresis power supply; Consort)
Orbitalni tfepacka (PSU-10i Orbital Shaker; Grant-bio)

Ptistroj na pocitani bun¢k (Vi-Cell XR; Beckman Coulter®)
Termotirepacka (Thermo-Shaker TS-100C; BioSan)

Ptistroj na méteni absorbance (Infinite 200Pro NanoQuant, Tecan)
Vodni lazen (WNB 45; Memmert)

Vortex (Vortex Genius 2; IKA)

Zatizeni pro WB (iBlot™ 2 Gel Transfer Device, Invitrogen)

3.1.5 Software

GraphPad Prism (verze 9, Dotmatics)

Vi-cell XR Software (verze 2.03, Beckman Coulter®)

I-control (Tecan)

ImageLab (verze 6.0.1, BioRad)
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3.2 METODY

3.2.1 Kultivace buné¢né kultury

Bunécné linie byly kultivovany v Dulbeccovu modifikovaném Eagleovu médiu (DMEM)
doplnéném o 10 % fetalni bovinni sérum (FBS) a 1 % penicilin-streptomycin. Kultivace

probihala v inkubatoru pfi standardnim nastaveni (5 % CO,, 37 °C).

Pti plné konfluenci bunééné kultury bylo tfeba provést jeji pasazovani. Pasazovani
bylo provedeno trypsinizaci a to tak, Ze do kultiva¢ni 1ahve velikosti 75cm? bylo po odsati
média pfiddno 2 ml trypsinu. Trypsinizace probihala 3-5 minut v inkubatoru. Pod
mikroskopem bylo zkontrolovano, zda doSlo k odlepeni vSech bunék. Nasledovala
neutralizace trypsinu pomoci média a pasaZzovani kultury na pozadovanou konfluenci.
Obsah lahve byl Setrné promichdn a prebytecnd bunéénd suspenze byla odstranéna do
odpadu. Smés buné¢né kultury v kultivacni lahvi byla doplnéna na pozadovany objem 10

ml.
3.2.2 Rozmrazovani a zamrazovani bunécné kultury

Bunééné linie byly uchovavany v tekutém dusiku pfi teploté -196°C. Rozmrazena kultura
byla nejprve promyta kultivaénim médiem v 15 ml centrifugani zkumavce. Po stoceni
bunééné kultury (200G, 5 min., laboratorni teplota) byl odsat supernatant a bunécny pelet
resuspendovan v kultivaénim médiu. Nasledovalo pfevedeni bun€k do kultiva¢ni ldhve a
doplnéni na pozadovany objem 10 ml/ 75 cm? kultivaéni lahev. Kultivace probihala za

standartnich podminek v inkubéatoru (5 % CO,, 37 °C).

Zamrazeni buné&cné linie bylo provedeno tak, ze nejprve byla provedena trypsinizace
bunék. Po neutralizaci trypsinu kultivaénim médiem byly buiiky ptepipetovany do
centrifugacni zkumavky a stoCeny (200G, 5 min, laboratorni teplota). Po odsati
supernatantu byl bunécny pelet resuspendovan v 3 ml roztoku pro zamrazeni (FBS +10
% DMSO). Vznikld smés byla rozpipetovana do tfech kryozkumavek, které byly popsany
a byly ulozeny do mrazaku (-80 °C). Dalsi den byly kryozkumavky ptinaseny do tekutého
dusiku (-196 °C).
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3.2.3 Test Zivotaschopnosti bunék — metoda krystalové violeti

Bunééné linie byly vysazeny do 98jamkové desti¢ky v hustotach 5 - 103 bunék na jamku,
mnozstvi bunék bylo pocitano pomoci pfistroje na pocitani bunck Vi-Cell XR. Za 24 h
od vysazeni byly buniky oSetfeny (5-40 uM) kanabinoidu nebo extraktu a za dalSich 24 h
byly ozéfeny rentgenovym zatfenim (6 Gy). Nasledovala 72 h inkubace v inkubétoru za
standartnich podminek. Po uplynuti doby inkubace byly bunky promyty v 100 pl
fosfatového pufru (PBS) a nasledné fixovany v 100 pl 70 % mrazeného ethanolu po dobu
20 minut. Fixované buiiky byly dale obarveny 100 ul Krystalové violeti po dobu 30 min.
Za 24 h byly bunky rozpusStény v 100 pl 20% kyseliny octové a dalsi den byla méfena
absorbance pfi 590 nm pomoci pfistroje Tecan Infinite 200Pro. Stanoveni hodnoty
poloviny maximalni inhibi¢ni koncentrace (IC50) bylo provedeno v softwaru GraphPad

Prism.
3.2.4 Test tvorby kolonii (CFA; colony forming assay)

Buné&¢né linie byly vysazeny do 12jamkové desti¢ky v hustotach 3 - 102 bunék na jamku
a za 24 h byly oSetteny (0,6-5 uM) kanabinoidu nebo extraktu. Za dalSich 24 h bunky
byly ozéafeny rentgenovym zafenim (2 Gy). Nasledovala inkubace v inkubatoru ze
standardnich podminek (37 °C, 5% CO,) do doby viditelnych kolonii (7-10 dni, dle typu
linie). Po vzniku viditelnych kolonii buiiky byly promyty v 1 ml fosfatového pufru (PBS)
a nasledné fixovany v 1 ml 70 % mrazeného ethanolu po dobu 20 minut. Fixované bunky

byly déle obarveny 1 ml Krystalové violeti po dobu 30 min.

12jamkové destiCky s obarvenymi koloniemi byly vyplnény cukrem pro vétsi kontrast
a poté nafocenyudélany snimky desticek. Pocet kolonii a jijich plocha byly

vyhodnocovany pomoci ptislusného softwaru.
3.2.5 Stanoveni koncentrace proteint v lyzatech (Bradford assay)

Metoda byla provedena podle protokolu uvedeného v Pierce Detergent Compatible
Bradford Assay Kit. Lyzaty pro WB byly nafedény 2x a to je tak, Ze do mikrozkumavek
bylo napipetovano 25 ul lyzatu a 25 pl destilované vody. Do 98-jamkové desticky bylo
postupné napipetovano 10 pl standardniho roztoku bovinniho sérového albuminu (BSA)
o koncentracni fad¢ (125-2000 pg/ml) a také jednotlivych vzorkil lyzatu pro WB.
Nasledoval ptidavek 300 pul barviva Coompassie Brilliant blue G250 a inkubace po dobu

10 min pfi pokojové teploté. Nakonec byla métfena absorbance pifi 595 nm pomoci
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pfistroje Tecan Infinite 200Pro. Na zakladé kalibracni kiivky standardniho proteinu BSA

byla ur¢ena koncentrace proteinu v lyzatech.

3.2.6 Elektroforeticka separace proteini v polyakrylamidovém gelu

(SDS-PAGE)

Nejprve byly udélany lyzaty pro elektroforetickou separaci. Buiikky byly vysazeny do 35
mm misek v hustotich 5-10°% bunék na jamku 24 h pied oSetfenim (0,6-10 puM)
kanabinoidu. Za dalSich 24 h buiky byly ozdfeny rentgenovym zafenim (2 Gy).
Nasledovala inkubace bun¢k a za 1 h byl pfipraven bunéény lyzat a to ptimou lyzi do
vzorkovaciho pufru (LSB; loading sample buffer). Lyzaty byly protfepany na

termotiepacce (98°C) po dobu 8 min.

Pro elektroforetickou separaci proteini SDS-PAGE byly pfipraveny gely o riizné
hustoté (12 % a 6 %), slozeni je uvedeno v Tabulka 2

Nejprve byl namichan délici gel, ktery byl rychle nanesen mezi elektroforeticka skla,
a prevrstven isopropanolem. Déle nésledovala polymerizace gelu po dobu 20-30 min pii
laboratorni teploté. Po zatuhnuti gelu byl isopropanol odsén pomoci filtracniho papiru.
Délici gel byl prevrstven zaostfovacim, do kterého byl opatrné vsunut hiebinek pro tvorbu
jamek. Zatuhnuty gel byl pfenesen do elektroforetick¢é vany naplnéné pufrem pro
elektroforetickou separaci. Po Setrném odstranéni hiebinku byly do pfislusnych jamek
naneseny vzorky o koncentraci 20 pg. Pro sledovani separace bylo naneseno 10 pl
markeru molekulovych hmotnosti. Elektroforeticka separace probéhla v Tris-Glycin-SDS
pufru pfi laboratorni teploté. Pii separaci v zaostfovacim gelu byl nastaven konstantni
proud 10 mA/1 gel. Separace délicim gelu byla byla zménéna na 40 mA/1 gel. Jakmile

standard dosahl konce gelu elektroforeticka separace byla ukoncena.
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Tabulka 2: SloZeni délicich a zaostfovaciho geli

Chemikalie (ml) Délici gel Zaostrovaci

6 % 12 % gel
Celkovy objem 15 15 4
H,O 8 5 2,7
30 % Acrylamide mix 3 6 0,67
1,5 M Tris (pH 8.8) 3,8 3,8 -
0,5 M Tris (pH 6,8) - - 0,5
10 % SDS (ul) 0,15 0,15 0,04
10 % APS (ul) 0,15 0,15 0,04
TEMED (ul) 0,012 0,006 0,004

3.2.7 Western blot

Po elektroforetickou separaci proteinii ndsledoval pfenos gelu na nitrocelulozovou
membranu pomoci ptistroje [-Blot. Proteiny s molekulovou hmotnosti v rozmezi 150-10
kDa (12 % gel) byly pfeneseny na membranu programem PO s tfemi kroky zmény
vkladaného napéti (20V béhem 1 min, 23V béhem 4 min, 25V béhem 2 min) a proteiny
s molekulovou hmotnosti nad 150 kDa (6 % gel) ze konstantniho napéti 23V po dobu 10

min.

Po ukonceni blotovani byla nitrocelul6zovd membrana obarvena roztokem Ponceau-S
pro vizualizaci separace. Nasledovalo nafezani membrany na jednotlivé casti dle
molekulové hmotnosti proteind, které mély byt pozorovany. Nafezané membrany byly
promyty v roztokuTBS s 0,1% Tweenem 20 a blokovany v blokovacim roztoku (1x TBS

s 0,1% Tweenem 20 + 5% suSené mléko) po dobu 1 h.

Po blokovani byly membrany promyty v roztoku TBS s 0,1% Tweenem 20. Primarni
protilatky specifické proti detekovanym proteiniim byly nafedény v blokovacim roztoku
a naneseny na membrany. Membrany byly inkubovany v ledni¢ce pfes noc. Plivod a

fedéni protilatek je uvedeno v tabulce 1.
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Nasledovalo odstranéni primarni protilatky a promyti v roztoku TBS s 0,1% Tweenem
20 3x po dobu 10 min pro odstranéni nespecificky navazanych protilatek. Nasledné byly
nanesen¢ sekundarni protilatky, které byly nafedény v blokovacim roztoku. Pivod a
fedéni protilatek je uveden v tabulce 1. Membrany se sekundarnimi protildtkami byly
inkubovany 1 h pfi laboratorni teploté. Po ukoncené inkubace byly sekundéarni protilatky
odstranény a membrany promyty v roztoku TBS s 0,1% Tweenem 20 3x po dobu 20 min.
Vizualizace proteinti byla provedena pomoci vyvolavaciho roztoku SuperSignal® West
Femto Maximum Sensitivity Substrate nebo SuperSignal® West Pico PLUS
Chemiluminiscent Substrate. Signal byl vizualizovan pomoci ChemiDoc™ MP systému

a analyzovan pomoci programu ImageLab.
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4 VYSLEDKY

4.1 Stanoveni cytotoxického ucinku vybranych fytokanabinoidi na

nadorové linie HT-29, U-2-OS a MO59K

V prvni Casti experimentdlni prace byl testovan cytotoxicky ucinek jednotlivych
standardnich fytokanabinoid a jejich smési v komplexnich extraktech Cannabis Sativa
L. Testovany byly tfi lidské rakovinné linie: adenokarcinom tlustého stteva (HT-29),
osteosarkom (U-2-OS) a glioblastom (MO59K). Bunky byly oSetfeny v koncentra¢nim
rozmezi 5 - 40uM standartniho fytokanabinoidu a komplexniho extraktu. V ptipadé
extraktl byla koncentrace stanovena dle obsahu majoritniho fytokanabinoidu. Majoritni
slozkou Extraktu 1 byla CBDA, Extrakt 2 obsahoval zejména CBD a Extrakt 3 ptredevSim
THC. Cytotoxicita byla stanovena metodou krystalové violeti viz. 3.2.3 Stanoveni
hodnoty poloviny maximalni inhibi¢ni koncentrace (IC50) v pozorovanych liniich bylo

provedeno v softwaru GraphPad Prism.

Cytotoxicky uc¢inek standardnich fytokanabinoidd, ale i jejich smési v extraktu byl
pozorovan na vSech testovanych liniich (Obr. €. 4, 5, 6). Ze ziskanych hodnot IC50
vyplyva, Ze Gc€innost fytokanabinoidl je bunécné specifickd. Za nejcitlivéjsi linii vici
fytokanabinoidim lze povazovat bunécnou linii HT-29. VSechny testované linie
¢. 1). Porovnani standardniho CBD s Extraktem 2 anebo THC s Extraktem 3 neprokézalo
signifikantni rozdil v protinddorovém ucinku. Pfi porovnani hodnot IC50 bylo zjiSténo,
ze Extrakt 2 byl nejucinnéjsi pro linie HT-29 (IC50 11,47uM) a MOS5S9K (IC50
14,52uM), zatimco pro linie U-2-OS byl nejicinngjsi standardni CBG (IC50 12,50).
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Obrazek 4: Stanoveni cytotoxického ucinku CBD, Extraktu 1 a Extraktu 2. Vybrané bunécné
linie A-HT-29, B-MO59K a C-U-2-OS byly osetieny standardnim roztokem CBD, Extraktem 1
s majoritnim obsahem CBDA a Extraktem 2 s majoritnim obsahem CBD po dobu 72 h. Metodou
krystalové violeti a pomoci softwaru GraphPad Prism byla stanovena hodnota IC50 pro jednotlivé

linie. Experimenty byly provedeny ve tfech biologickych opakovanich.
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Obrazek 5: Stanoveni cytotoxického ucinku THC a Extraktu 3. Vybrané bunécné linie A—
HT-29, B-MO59% a C-U-2-OS byly osetfeny standardnim roztokem THC a Extraktem 3
s majoritnim obsahem THC po dobu 72 h. Metodou krystalové violeti a pomoci softwaru

GraphPad Prism byla stanovena hodnota IC50 pro jednotlivé linie. Experimenty byly provedeny
ve tfech biologickych opakovanich.
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Obrazek 6: Stanoveni cytotoxického uc¢inku CBG. Vybrané bunécné linie A-HT-29, B—
MOS5S9K a C-U-2-OS byly osetfeny standardnim roztokem CBG po dobu 72 h. Metodou
krystalové violeti a pomoci softwaru GraphPad Prism byla stanovena hodnota IC50 pro jednotlivé

linie. Experimenty byly provedeny ve tfech biologickych opakovanich.

4.2 Studium vlivu kombinace ionizujiciho ozareni s fytokanabinoidmi

na nadorové linie HT-29, U-2-0OS, MO59K

Soucasné postupy 1écby rakoviny vyuZzivaji zejména chemoterapii ptipadné radioterapii,
a proto jsme se v dalSi casti prace zaméfili na studium vlivu fytokanabinoidli na
radioterapii. Zajimalo nds, zda spolupiisobeni fytokanabinoidl a radioterapie mize mit
aditivni anebo inhibi¢ni vliv na jeji G¢innost. Porovnavali jsme miru pfeziti testovanych
linii pfi oSetfeni samotnymi fytokanabinoidmi s mirou pieZiti pfi kombinaci s ionizujicim
zafenim o intenzit¢ 6 Gy. Testované bunécéné linie byly oSetfeny v koncentracnim
rozmezi 540 uM standartniho fytokanabinoidu a komplexniho extraktu samotné nebo v
kombinaci s ionizujicim zafenim (ozafeni 6 Gy bylo provedeno 24 h po oSetfeni

fytokanabinoidmi).
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Ze ziskanych dat vyplyva, Ze pfi ozareni doSlo ke snizeni Zivotaschopnosti bunck v
pozorovanych bunéénych liniich, av§ak nelze pozorovat aditivni ani synergicky efekt

spoluptisobeni s fytokanabinoidmi samotnymi ptipadné jejich extrakty obr. €. 7, 8, 9.
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Obrazek 7: Studium vlivu fytokanabinoidii a komplexnich extrakti v kombinaci
s ionizujicim zafenim na nadorovou linii HT-29. Bunky byly oSetfeny fytokanabinoidmi
pfipadné jejich extrakty 24 h pfed vystavenim ionizujicimu zareni o intenzit¢ 6 Gy. Cytotoxicky
vliv spoluptisobeni fytokanabinoidd a ionizujiciho zafeni byl vyhodnocen 72 h po ozafeni
metodou krystalové violeti. Experimenty byly provedeny ve tiech biologickych opakovanich.
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Obrazek 8: Studium vlivu fytokanabinoidi a komplexnich extrakti v kombinaci s ionizujicim
zafenim na nadorovou linii MOS9K. Buiiky byly oSetfeny fytokanabinoidmi piipadné jejich extrakty
24 h pred vystavenim ionizujicimu zafeni o intenzit¢ 6 Gy. Cytotoxicky vliv spoluplisobeni
fytokanabinoidi a ionizujiciho zafeni byl vyhodnocen 72 h po ozafeni metodou krystalové violeti.
Experimenty byly provedeny ve tfech biologickych opakovanich.
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Obrazek 9: Studium vlivu fytokanabinoidi a komplexnich extrakti v kombinaci s ionizujicim
zafenim na nadorovou linii U-2-OS. Bunky byly oSetfeny fytokanabinoidmi nebo jejich extrakty 24 h pied
vystavenim ionizujicimu zafeni o intenzit¢ 6 Gy. Cytotoxicky vliv spoluplisobeni fytokanabinoidi a
ionizujiciho zafeni byl vyhodnocen 72 h po ozafeni metodou krystalové violeti. Experimenty byly
provedeny ve tfech biologickych opakovanich.
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4.3 Studium vlivu fytokanabinoidi na schopnost bunééné odpovédi na

posSkozeni DNA

Z ptedchozich experimenti studia cytotoxického uc¢inku fytokanabinoidii samostatné
piipadné v kombinaci s ionizujicim zaifenim metodou krystalové violeti byla pozorovana
mirné zvySend viabilita bunééné linie HT-29 a MOS59K pfi oSetieni bunék nizkou
koncentraci Extraktu 2 (Obr. €. 4A a 4B, Obr. €. 7, 8). Pfedpokladali jsme, ze Extrakt 2
obsahujici zejména CBD v koncentraci 5 uM a nizs$i miiZze naopak bunécnou linii chranit
pied vnéj$imi vlivy, a tim zlepSovat jeji zivotaschopnost. K ovéieni tohoto predpokladu
byla provedena western blot analyza proteini bunééné odpovédi na poskozeni DNA
zpusobeného ionizujicim zafenim v bunééné linii HT-29. Bunécna linie HT-29 byla
oSetfena Extraktem 2 v koncentracich (0.62—10 uM) a to 24 h pted expozici ionizujicimu
zafeni o intenzité 2 Gy. Aktivace proteinii bunécné odpovédi byla sledovéana po 1 h od

ozareni.

ATM-Chk2 proteiny jsou soucasti drahy podilejici se na opravé dvouvldknovych
zlom DNA zptsobenych ionizujicim zafenim (J. Smith et al., 2010). ZvySena hladina
fosforylované kindzy ATM, a stejné tak zvysend fosforylace jejiho cilového proteinu
Chk2 v ozafenych buiikach potvrzuje spravnost provedeni experimentu a aktivaci
opravnych drah DNA poskozeni (Obr. ¢. 7). Nicméné v bunkdch oSetfenych nizsi
koncentraci Extraktu 2 (0.6-2.5uM) je vidét jen velmi mirné sniZeni aktivace ATM-Chk2
kinaz po ozéteni ve srovnani s kontrolnimi buiikami. Se zvysujici se koncentraci Extraktu
2 (5 a 10 uM) lze pozorovat pozvolny nartst fosforylované formy ChK2 kindzy a

predpokladat zvySené poSkozeni DNA se zahdjenim opravnych mechanismi buriky.
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Obrazek 10: Detekce proteini bunécné odpovédi na ionizujici zafeni v bunécné

4.4 Studium vzajemného piisobeni fytokanabinoidi a ionizujiciho

zareni testem tvorby kolonii (CFA; colony forming assay)

sledovat dlouhodoby efekt spoluptisobeni fytokanabinoidi a ionizujiciho zafeni.

linii HT-29 pomoci western blot analyzy. Bunécnd linie byla oSetfena Extraktem 2
v koncentra¢nim rozmezi (0,62-10 M) a vystavena ionizujicimu zafeni o intenzité 2 Gy.
Detekce proteinil byla provedena 1h po ozafeni.

Vzhledem k tomu, Ze western blot analyza neumoZnila pfesvéd¢ivé ovéfit, zda nizsi
koncentrace Extraktu 2 miZe mit protektivni u¢inek vii¢i ionizujicimu zafeni, rozhodli
jsme se pro provedeni testu tvorby kolonii. Tento test je zaloZen na schopnosti bunécné
linie tvofit kolonie po vystaveni cytotoxickému plsobeni latek ptipadné ionizujicimu

zafeni. Ve srovnani s metodou krystalové violeti se vSak jednad o metodu, ktera umoznuje

Bunécna linie HT-29 byla oSetfena Extraktem 2 v koncentracich (0.62-2,5 uM) a to
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24 h pted expozici ionizujicimu zatfeni o intenzité 2 Gy. Po 7 dnech kultivace byl stanoven
a porovnan pocet a plocha kolonii v HT-29 linii vystavené ptisobeni pouze Extraktu 2 a
jeho spoluptisobeni s ionizujicim zafenim. Ziskand data ndm pomohla vyvratit
pfedpoklad protektivniho ucinku Extraktu 2 vi€i ionizujicimu zéfeni. Z vysledkl

vyplyva, Ze samotné ozareni vede ke sniZeni poctu a velikosti kolonii a zvySujici se



koncentrace Extraktu 2 vede k sniZzeni plochy kolonii, nikoliv k zvySeni proliferace (Obr.

¢. 11). Ani v tomto ptipad¢ nebyl pozorovan aditivni nebo synergicky ucinek cytotoxicity

fytokanabinoidil s ionizujicim zafenim.
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Obrazek 11: Spoluptsobeni fytokanabinoidi a ionizujiciho zafeni na HT-29
bunééné linii — test tvorby kolonii. Bunky byly oSetfeny rliznymi koncentracemi
Extraktu 2 (0,62, 1,25, 2,5 uM) a ozéateny davkou 2 Gy. Po 7 dnech kultivace byl
vyhodnocen pocet a plocha kolonii. A) Srovnani poc¢tu kolonii v ozafenych a neozatenych
buiik4ch. B) Srovnani velikosti kolonii v ozafenych a neozarenych buinikach. C) Vizualni
znazornéni poctu a velikosti kolonii po barveni krystalovou violeti.
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5 DISKUZE

V této praci jsme se zaméfili na studium cytotoxického ucinku fytokanabinoidi a
komplexnich extraktd na rakovinné bunky, a to, jak samotné, tak 1 v kombinaci
s ionizujicim zarenim. NaSe vysledky potvrdily protinddorovy ucinek téchto latek na
pozorované bunécéné linie HT-29, MO59K a U-2-OS, coz je v souladu s fadou jiz
znamych studii (McAllister et al., 2015; Velasco et al., 2007, 2016). Ukézalo se, ze
ucinnost testovanych fytokanabinoidt je bunécéné specificka. Na linie HT-29 a MO59K

mél nejveétsi protinddorovy ucinek Extrakt 2, zatimco na linii U-2-OS to byl CBG.

Predpokladali jsme, ze komplexni extrakty, které jsou obohaceny o fadu minoritnich
latek, jako jsou terpeny ¢i flavonoidy budou vykazovat vétsi protinadorovy tcinek nez
standardni fytokanabinoidy samostatné. Tento piedpoklad vychazel ztady studii
potvrzujicich protinadorové ucinky flavonoidi a terpenti (Cheng et al., 2017; Hou et al.,
2019; C. Li et al,, 2019; Qiu et al., 2019). Avsak v nasem ptipadé nebyl zaznamenan
signifikantni rozdil v cytotoxickém ucinku mezi standardy fytokanabinoidli a
komplexnimi extrakty. Zaroven jsme testovali u¢innost CBDA, tedy kanabinoidu v jeho
karboxylované form&. CBDA, jako majoritni slozka Extraktu 1, vykazovala mnohem
niz§i protinadorovy ucinek na vSech testovanych liniich oproti kanabinoidim
v dekarboxylované formé. Tento jev mohl byt zpiisoben také tim, Ze CBDA vykazuje
niz8i afinitu k endokanabinoidnim receptorim CB1 a CB2 nez ostatni fytokanabinoidy

(Bisogno et al., 2001; Takeda et al., 2012).

V soucasné literatufe 1ze najit prace, které vyzdvihuji spoluptisobeni cytotoxického
ucinku fytokanabinoidi spolecné s radioterapii. ZvySena cytotoxicita je potvrzena
predev§im véEtsi aktivaci apoptozy pii spoleCném oSetfeni buncék a také snizenou
schopnosti opravit poskozenou DNA (Alfonzetti et al., 2021; Scott et al., 2014). Na
druhou stranu existuji i1 prace, které tento synergicky uc¢inek vyvraceji (Naderi et al.,
2020). Nami dosazené vysledky neprokazaly synergicky ani aditivni cytotoxicky ucinek
kombinace ionizujiciho zéafeni s fytokanabinoidy. Pozorovali jsme pouze ucCinek

samotného ozafeni, nicméné piidani fytokanabinoidl nezplisobilo Zadné dalsi zmény.

Pozorovali jsme, Ze pouziti niz§i koncentrace Extraktu 2 (5 uM) na bunécné linie HT-
29 a ptedevSim MOS59K vede k mirnému zvySeni Zivotaschopnosti buné¢k stanovené
metodou krystalové violeti. Na zaklad¢ toho jsme ptedpoklédali, ze by fytokanabinoidy

v niz8ich koncentracich mohly vykazovat protektivni i€¢inek na zminéné bunécné linie.
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V dalsich c¢astech prace jsme se tedy zaméfili na zkoumani u€inkl nizSich koncentraci
Extraktu 2, ktery obsahoval zejména CBD. Zajimala nés piedevsim schopnost aktivovat
proteiny bunécné odpovédi na poskozeni DNA ionizujicim zafenim, k cemuz jsme
vyuzili metodu western blottingu. Nicméné v bunkéach oSetfenych nizs§i koncentraci
Extraktu 2 (0.6-2.5uM) je vidét jen velmi mirné sniZeni aktivace ATM-Chk2 kinaz po
ozafeni ve srovnani s kontrolnimi buitkami. Ziskana data by tedy mohla naznacovat, ze
niz$i koncentrace Extraktu 2 ma na bunky protektivni u¢inek pted ozafenim. Na druhou
stranu western blot analyza byla provedena pouze v jednom opakovani sne pfilis
presvédcivym vysledkem, a proto by bylo tieba experiment zopakovat. Vhodnéjsi by bylo
vyzkouset také linit MO59K, kde I1ze pozorovat vétsi nartist bunék po osetfeni Extraktem
2 v koncentraci 5 pM, a to i v ozafené linii (Obr. ¢. 5). Histon YH2AX anebo 53BP1
protein jsou jedny zprvnich proteini putujicich do mista poSkozeni DNA a
signalizujicich dvouvlaknové zlomy (Huang & Zhou, 2020). Prikaznéj$im experimentem
by tedy mohla byt detekce téchto proteinti v misté poskozeni DNA pomoci
imunofluorescenéni mikroskopie. SniZzend/zvySena detekce téchto proteini by
potvrdila/vyvratila protektivni G€inek nizké koncentrace Extraktu 2 vii¢i ionizujicimu

zafeni.

DalSim experimentem vyvracejicim ptedpoklad protektivniho G€inku Extraktu 2
samostatné, ale i vli¢i ionizujicimu zafeni je test tvorby kolonii. Timto testem lze sledovat
pfedev§im dlouhodoby efekt cytotoxického ucinku fytokanabinoidii v kombinaci s
ionizujicim zafenim. SniZzeny pocet kolonii lze pozorovat pouze v piipadé vystaveni
bunék ionizujicimu zafeni. SniZeni velikosti plochy kolonii, a tedy i proliferace lze
pozorovat jiz v nizkych koncentracich Extraktu 2. Spoluptsobeni cytotoxického t€inku

Extraktu 2 a ionizujiciho zafeni nebylo prokazano.
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6 ZAVER

Cilem této bakalafské prace bylo testovani cytotoxického ucinku fytokanabinoidli a
komplexnich extraktl, a ovéfeni, zda spoluptsobeni fytokanabinoidii a ionizujiciho
zafeni muze vést k synergickému nebo aditivnimu protinadorovému ucinku. Cytotoxicky

ucinek byl ovéfen na tiech vybranych nddorovych liniich, a to adenokarciomu tlustého

stiteva (HT-29), osteosarkomu (U-2-OS) a glioblastomu (MO59k).

Metodou krystalové violeti byla na testovanych liniich stanovena hodnota IC50 pro
standardni fytokanabinoidy a jejich smési v extraktech Cannabis Sativa L. Bylo zjisténo,
ze protinddorovy ucinek fytokanabinoidlii je bunécéné specificky. Na linie HT-29 a
MO59K mél nejvétsi protinadorovy ucinek Extrakt 2, ktery obsahoval pfedevsim CBD.
V ptipad¢ linie U-2-OS mél nejvy$si G€innost CBG. Fytokanabinoidy vykazovali
nejvyssi ucinek predevsim ve své dekarboxylované formé. Nebyl pozorovan signifikantni
rozdil mezi ucinnosti standardniho fytokanabinoidu a jeho vyskytu v komplexnim

extraktu.

Synergicky nebo aditivni cytotoxicky Uc¢inek fytokanabinoidd a ionizujiciho zafeni
nebyl prokazan jak v kratkodobych experimentech metodou krystalové violeti, tak i pfi

dlouhodobé kultivaci bunék testem tvorby kolonii (CFA).
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

2-AG 2-arachidonoylglycerol

53BPI p53 vazajici protein

APS amonium persulfat

ATM ataxia-telangiektazie mutovana kinaza
BAX protein asociovany s Bcl-2, typ X
BRCALI gen pro rakovinu prsu 1

BSA bovinni sérovy albumin

CBI kanabinoidni receptor 1

CB2 kanabinoidni receptor 2

CBCA kyselina kanabichromenova

CBD kanabidiol

CBDA kyselina kanabidiolova

CBG kanabigerol

CBGA kyselina kanabigerolova

CBN kanabinol

CBX2 homolog chromoboxového proteinu 2
Cdc25A fosfatdza 25A bunééného cyklu
Cdc25C fosfataza 25C bunécného cyclu

CFA test tvorby kolonii

DMEM Dulbecco modifikované Eagleové médium
DMSO dimethylsulfoxid

DNA-PKcs katalyticka podjednotka DNA-dependentni proteinkindzy
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DSB
ECS
elF2a
ET-1
FBS
HR
Chk2
pChk2
IR
LIG4
MMP9
NHEJ
p-AKT
PARP
PBS
PPAR
RADSI
RPA
SDS
SMCl1
SSB
ssDNA
TEMED

THC

dvouvldknovy zlom

endokanabinoidni system

endotelin-1

fetalni bovinni sérum

homologni rekombinace

kontrolni kindza 2

fosforilovana forma kontrolni kindzy 2
ionizujici zareni

DNA ligaza 4

matrix metalloproteinaza 9
nehomologni spojovani koncii
fosforylovana proteinova kinaza B
Poly(ADP-rib6za) polymeraza
fosfatovy pufr

receptor aktivovany peroxisomovym proliferatorem
protein opravujici DNA

replikaéni protein A

dodecylsulfat sodny

strukturalni GdrZzba chromozomi 1
jednovlaknovy zlom

jednovldknova DNA
N,N,N',N'-tetramethylethylenediaminu

A-9-tetrahydrokanabinol
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THCA
TIMP1
TRPV
VEGF
WB
XRCC4

yH2AX

kyselina tetrahydrokanabinolova

tkanovy inhibitor metaloproteinaz-1

pfechodny receptorovy potencialni kationtovy kanal
vaskularni endotelovy ristovy faktor

western blot

protein spojujici konec chromozomu 4

fosforylovana forma histonu H2AX
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