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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Ac-DEVD-AMC
Ac-DEVD-CHO
APS

Bax

Bcl-2

BRCAl

CDK

CEM

DDT

DISC

DMEM
DMSO
DNA
E2F
EDTA
EGTA
FBS
HCC
HELA
HEPES
HPV
CHAPS
1Cso
Mcl-1
MDM2
PARP-1
PBS
PIPES
PMSF
Rb
RIPA

Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-7-amido-4-metylkumarin
Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-aldehyd

Peroxodosiran amonny

X protein asociovany s Bcl-2, z angl. Bcl-2 associated X protein
B-bunky CLL/lymfom 2, z angl. B-cell lymphoma 2

z angl. Breast and ovarian cancer gene 1

Cyklin-dependentni kinasy, z angl. Cyclin-dependent kinase
lymfoblasticka leukémie

Dithiothreitol

Signalni komplex indukujici bunécnou smrt, zangl. Signal
complex indicating cell death

z angl. Dulbecco s Modified Eagle Medium

Dimetylsulfoxid

Deoxyribonukleova kyselina

transkrip¢ni faktor

Etylendiamintetraoctova kyselina

Etylenglykoltetraoctova kyselina

Fetalni teleci sérum

hepatocelularni karcinom, z angl. hepatocellular carcinoma
bunécna linie odvozena od karcinomu délozniho hrdla
4-(2-hydroxyetyl)-1-piperazinetansulfonova kyselina

Lidsky papillomavirus, z angl. Human papillomavirus
3-[(3-Cholamidopropyl)dimetylamonio]-1 propansulfonat

50 % inhibi¢ni koncentrace, z angl. 50 % inhibitory concentration
Myeloidni bun&¢na leukémie 1, z angl. Myeloid-cell leukemia 1
z angl. Mouse double minute 2 homolog
Poly(ADP-ribosa)polymerasa-1

fosfatovy pufr, z angl. Phosphate buffered saline
Piperazin-N,N'-bis(2-etansulfonova kyselina)
Phenylmethylsulfonyl fluoride

Retinoblastomovy protein, z angl.. Retinoblastoma protein

Lyza¢ni pufr, z angl. Radioimmunoprecipitation assay buffer
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SDS
SDS-PAGE

TBS
TEMED
TNF
TP53
TRIS
uv
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Znl, Zn2

Dodecylsiran sodny

Polyakrylamidova gelova elektroforéza za pouziti dodecylsiranu
sodného, zangl. Sodium-dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis

Tris-buffered saline

Tetrametylethylendiamin

Tumor nekrotizujici faktor

Tumor protein p53

Tris(hydroxymetyl)aminometan

Ultrafialové svétlo
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1 UVOD A CILE

Rakovina je celosvétové rozsifené onemocnéni, které je zodpovédné za miliony umrti
ro¢né. Cervikalni karcinom je celosvétové jeden z nejbéznéjsich typt rakoviny u zen.
V roce 2018 bylo celosvétové odhadovano kolem 570 000 piipadi nadoru délozniho
hrdla a 311 000 Gmrti. (Bray et al, 2018). Karcinom zptsobuje onkogenni lidsky
papillomavirus (HPV), kdy jeden z nejcastéjsich je HPV 16 (Walboomers et al., 1999).
Trvala infekce ur€itymi typy HPV je stanovena jako hlavni pfi¢ina vétSiny premalignich
i malignich epitelialnich 1ézi' d&lozniho &ipku &i variabilnich frakci 16zi vulvy, vaginy,
kone¢niku €1 penisu (Castellsagué, 2008).

Za Ucelem najit nova 1é¢iva pusobici proti rakoving je testovano spoustu novych
sloucenin. Alkaloidy jsou sekundarni metabolity rostlin a piedstavuji obrovsky
rezervoar pro vyvoj novych lékt. Mohou se nachazet v jakékoliv ¢asti rostliny, ale
nejvice jich obsahuje kira, listy a plody rostlin. Vétsina alkaloidi ma farmakologické
ucinky, které vykazuji Sirokou skalu biologické odpovédi a maji extrémné velky
potencial (jiz pii nM koncentracich). V soucasné sob¢ jsou vyuzivany jako Iéky, mezi
které patii naptiklad 1ék na tiSeni bolesti morfin nebo 1éky na rakovinu vinkristin
a vinblastin. Nékteré ale patfi mezi zakazana narkotika (kokain, heroin), nebo jsou
naopak silnymi toxiny (Samuelsson et al., 2015).

Alkaloid narciklasin byl izolovan z cibulek narcisu (Narcissus), z c&eledi
Amaryllidaceae (amarylkovité). Podle rodu Narcissus byl narciklasin nasledné
pojmenovan. Chemicka kostra narciklasinu, stejné¢ jako vSech alkaloidi celedi
Amaryllidaceae, je odvozena od O-metylnorbeladinu. Extrakty z cibulek rostlin
Narcissus, jsou znamy jiz po tisicileti z lidové mediciny (Riddle, 1985). Uginky
narciklasinu byly znamy i Hippokratovi (460 - 370 pi.nl.). Narciklasin a pankratistatin
rakoviny (Kornienko et al., 2008).

Cilem teoretické Casti bakalarské prace bylo zpracovat literarni reSersi tykajici se
zadaného tématu. V experimentalni ¢asti bylo cilem charakterizovat vliv derivatd
narciklasinu na adherentni lidskou bunécénou linii HelLa, odvozenou od cervikdlniho
karcinomu in vitro, na bunéény cyklus, detekovat apoptotické markery a provést

biochemicky test aktivity caspas 3/7.

! 1éze — poskozeni tkan& nebo organu
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2 TEORETICKA CAST

Teoreticka ¢ast zahrnuje obecnou c¢ast popisujici nador, charakterizuje karcinom
délozniho hrdla a lidsky papillomavirus, ktery je hlavni pfi¢inou rozvoje rakoviny
dé¢lozniho hrdla. V dalsi ¢asti teorie je zminéna apoptosa a charakteristické apoptotické
markery a jako posledni je zahrnuta Cast charakterizujici alkaloidy obecné a cCast

zminujici alkaloidy ¢eledi amarylkovitych a jejich biologické G¢inky.
2.1 Nador

Pfi inaktivaci proliferace bunék, se bunky nekontrolovatelné¢ mnozi za vzniku nadoru
(Rosypal, 2003). Nador, nazyvany taky novotvar, tumor ¢i blastom, je nové vznikly
utvar v organismu, ktery nemd pro organismus Zzadnou fyziologickou funkci
a organismus jej nedokaze regulovat. Nadorem benignim, je oznaCovan nador, ktery
neprorusta do svého okoli a nezaklada v té€le metastazy neboli dcefiné nadory. Naopak
nadory schopné v téle metastazovat a prortstat do okolnich buné€k, nazyvame nadory
malignimi (Slaby et al., 2015).

Kancerogeneze je proces, pi1 kterém dochéazi k tranformaci bunék a nasledné
vzniku nadoru. Kancerogeneze je fizena dvéma druhy genu (Slaby et al., 2015).
Protonkogeny jsou geny kodujici regulatory proliferace a diferenciace. Pokud u nich
dojde k mutaci, narusujici funkci pfisluSnych regulaci, nazyvame je onkogeny (Rosypal,
2003).

2.2 Nador délozniho hrdla

Je charakterizovano vice nez 100 druhi nadorového onemocnéni. Rakovina délozniho
hrdla patii mezi étvrtou nejéastéji diagnostikovanou rakovinu a zarovei je Ctvrtou
nejéastéjsi piicinou amrti zen (Bray et al., 2018). V Ceské republice v roce 2016 &inila
hrubé incidence 15,3/100 000 zen a incidence pfepoctend na svétovy standard byla 9,98
(obrazek 1). Ve srovnani s vysp&lymi staty patii Ceska republika mezi zemé s vysokym
poctem novych piipadl. Pro porovnani incidence piepoctena na 100 000 Zen pro:
Némecko — 10,6, Francii — 9,1, Velkou Britanii — 8,7, Spojené Staty Americké —
7 a Svycarsko 5,7 (Dusek et al., 2016).
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Obrazek 1: Vyvoj zhoubného nadoru hrdla délozniho v Ceské republice v letech 1997-2016. Pievzato z: Dusek
et al., 2016. Dostupny z: http://www.svod.cz

Zdravy délozni Cipek ma dvé zfetelné epitelidlni zony. Ektocervix pokryty
dlazdicovym epitelem a endocervix lemovany jednoduchym zldzovym epitelem.
Vysledkem dlazdicové metaplazie béhem dospivani a v raném dospélém zivoté je
endocervikalni epitel, ktery je nahrazen nezralym dlazdicovym epitelem. Tato
metaplastickd oblast je nazyvana transformacni zona a je to nejCastéj$i misto vyvoje
nadoru délozniho hrdla. OvSem, co déla transformacni zonu tolik citlivou na HPV, neni
zatim dobie vysvétleno (Jenkins, 2007). Infekce virem je prvni krok v rozvoji
karcinomu délozniho hrdla. Nasleduje krok zahrnujici perzistenci virt, dale Sifeni
infikovaného epitelu délozniho hrdla a nasledné vniknuti pies bazalni membranu epitelu
(Schiffman et al., 2007). Ptiblizné 3 tydny trva doba od samotné infekce az po uvolnéni
viru, naopak doba od infekce po vyskyt 1ézi se udava v tydnech ¢i mésicich (Stanley,
2006).

Epidemiologické studie dusledné potvrzuji, Ze koufeni mize podpotit progresi

z HPV infekce na cervikalni malignitu (Roura et al., 2014).

2.2.1 Lidsky papillomavirus (HPV)

Lidsky papillomavirus je DNA vir (z Celedi Papillomaviridae) o malé velikosti
(pfiblizn€ 8 000 pard bazi), zijici s lidstvem desitky tisicileti bez zmén ve svém
genetickém slozeni (Castellsagué, 2008). Infekce papillomavirem je sexualné prenosna
a zodpovédnd za zvySujici se vyskyt rakoviny dé€lozniho ¢ipku, zejména u stale

mladsich sexualné aktivnich lidi (Kolar, 2003).
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Obriazek 2: Zivotni cyklus lidského papillomaviru. Pievzato a upraveno podle: Crosbie et al., 2013

Existuje témé& 100 ruznych druhti papillomavird. Jejich cCiselné oznaceni
vyjadiuje genotyp. RozliSujeme dva typy — kozni a slizni¢ni. Kozni (napt. HPV 1, 4, 5,
8, 41, 60, 63 a 65) jsou casto izolovany z koznich 1ézi v ptipadé¢ imunosupresivnich
pacientli po transplantaci nebo v piipadech epitelidlnich nalezt. Slizni¢ni (napt. HPV 6,
11, 13, 16, 18, 39) byvaji identifikovany u benignich i malignich 1ézi v oblasti okolo
kone¢niku a zevnich pohlavnich organti u obou pohlavi (Castellsagué, 2008). Dalsi
rozdéleni papillomavird je na papillomaviry s nizkym rizikem (zpasobuji bradavice
na pohlavnich organech, napt. HPV 6 a 11) a papillomaviry s vysokym rizikem, které
jsou spojeny s karcinomem d€lozniho hrdla, nap¥. HPV 16 a 18 (Muiioz et al., 2003).
Proteiny E6 a E7, které se vyskytuji ve vysoce rizikovych typech HPV, jsou dilezitym
patogenetickym faktorem podporujici vyvoj karcinomu, jelikoZ maji schopnost znicit
produkty gentli p53 a pRb (Kolat, 2003).

Studie v roce 1995 potvrdily, Ze HPV byl detekovan v 93 % piipadt rakoviny
délozniho hrdla, bez vyrazné rozdilnosti viru HPV mezi studovanymi zemémi. HPV 16
ptredstavoval 50 % piipadt, HPV 18 se vyskytl v 14 % ptipadi. HPV byl pievladajicim
typem ve vSech zemich, az na Indonésii, kde byl HPV 18 castéjsi (Bosch et al., 1995).
HPV ma schopnost vyhnout se imunitnimu systému a proto metody, které jsou
vyuzivany imunitnim systémem, jsou proti viru netc¢inné (Stanley, 2006). HPV byl
vibec jako prvni oznacen ,nezbytnou ptiCinou” lidské rakoviny, coz znamena, ze
rakovina se bez jeho pfitomnosti vyvijet nebude (Bosch et al., 2002).

V Ceské republice se Ize od roku 2006 nechat proti HPV preventivné nao&kovat.

Ockovani je nutné provést pied zahdjenim sexudlniho Zivota. Ockovani je provadéno
13



ve tfech davkach 0., 2. a 6. mésic. Vakcina je zaloZena na podobnosti k viru, obsahuje
totiz viru podobné Castice tvofené kapsidovym proteinem L1. Vysledky ukazuji
na ochranu pied rakovinou délozniho c¢ipku, redukci cervikalnich 1ézi i rozvoji

genitalnich bradavic (Novotny et al., 2016).

2.3 Apoptosa

Spusténi apoptosy je kliCové pro Uspé€Sny boj s nadorovymi buinkami. Apoptosa je
definovana jako programovana bunécna smrt, pii které dochazi k aktivaci proteas
a endonukleas, jejimz vysledkem je destrukce bunky. Apoptotickymi fragmenty
nazyvame Casti buiiky, které vznikly Stépenim DNA a fragmentaci jadra. Diky apoptose
je vprenatalnim vyvoji davan vznik dutinam, anebo dochazi k oddé¢leni Casti téla
(Rosypal, 2003; Slaby et al., 2015). Lze ji zafadit k pravodnimu znaku vétSiny
nadorovych onemocnéni a vede ke spousté patologickych stavi (Klener et al., 2010).
Apoptosa zahrnuje dvé apoptotické drahy. Jedna z nich je oznacovana jako
receptorova vnéjsi a druhd je oznaCovana jako vnitini mitochondrialni. Obé tyto drahy
jsou spoustény caspasami. VnéjSi apoptosa je aktivovana shlukovanim ,receptort
smrti* napt. TNF-tumor nekrotizujici faktor a FAS/CD. Shlukovanim receptort dojde
ke vzniku komplexu indukujici bunéénou smrt (DISC), diky kterym dojde Kk aktivaci
vnéjsi mitochondridlni membrany, je spuSténa mitochondrialni apoptosa. Vznikne
efektorovy komplex apoptosom a dale se $tépi efektorové caspasy (Klener et al., 2010).
Proteiny, které jsou zapojeny do procesu apoptosy, jsou vice popsany

Vv nasledujicich podkapitolach.

2.3.1 Caspasy—-3a7

Patii mezi cysteinové proteasy, coZ jsou enzymy ze ttidy hydrolas, Stépici peptidové
vazby v bilkovinach, hrajici dilezitou roli pii apoptose (Lavrik et al., 2005). S ohledem
na své funkce se déli do tii kategorii: iniciaéni (caspasy -1,-2,-4,-5,-8,-9), efektorové
caspasy (-3,-6,-7) a zanétlivé caspasy (Wang el al., 2010; Slaby et al., 2015). Nejdtive
maji na starost caspasy efektorové (Slaby et al, 2015). Caspasy jsou V buice
Vv neaktivni formé&, proto jsou nejdiive vytvareny pouze jednofetézcové molekuly, které
musi byt nasledné rozstépeny, aby se staly proteolyticky aktivni (Riedl et al., 2001).
Vzhledem K jejich ustiedni roli v programované bunééné smrti je jejich vyskyt
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pozorovan u fady onemocnéni, vCetné infarktu myokardu ¢i Alzheimerovy choroby.
Léky inhibujici zanétlivé caspasy, by mohly ovliviiovat autoimunitni onemocnéni, jako
je napt. revmatoidni artritida (Lavrik et al., 2005).

Caspasa-3 je klicovym zprostiedkovatelem apoptosy, ktery je zodpovédny
za proteolytické $tépeni prislusnych proteinti (napt. PARP-1). Aktivni enzym je slozen
ze dvou podjednotek — 17 kDa a 12 kDa (Cohen, 1997). Procaspasa-7 je tvofena 303
aminokyselinami a pfi jeji aktivaci se vytvoii velky zbytkovy fetézec a maly fetézec

obsahujici praveé aktivni caspasu 7 (Riedl et al., 2001).

2.3.2 PARP-1 [Poly (ADP-ribosa) polymerasa-1]

Poly(ADP-ribosa)polymerasa-1 je jaderny enzym, ktery je slozen ze tii domén: na
N-terminalni doménu se vaze DNA, interakci protein-protein (napt. BRCA1) umoziuje
automodifikaéni doména a za enzymatickou aktivitu proteinu zodpovidd doména
katalyticka (Dulaney et al., 2017). PARP-1 je enzym pomahajici pfi opravé DNA
a zaroven je nejrozSifenéjSi enzym, jehoz struktura je celkové tvofena 6 doménami
(Plummer, 2014;Langelier et al., 2011). Na jeho N-konci (obrazek 3) jsou umistény dva
zinkové prsty Znl a Zn2 rozpoznavajici strukturu DNA. Znl se slab¢ vazné k DNA, ale
vazba je potfebna pro aktivaci PARP-1, na rozdil od Zn2, ktera se k DNA vazn¢ pevné,
ale pro aktivaci PARP-1 neni potiebna (Langelier et al., 2011). PARP-1 je substratem
pro caspasy (Cohen, 1997).

rrcealR 1 20 2 N 20 1 N D S
PARP-1

Obrazek 3: Schématicky nakres struktury poly(ADP-ribosa)polymerasy-1. Pfevzato a upraveno podle
Langelier et al., 2011

2.3.3 Bcl-2 (B-cell leukemia/lymphoma 2)

Antiapoptoticky protein Bcl-2 je protein o velikosti 26 kDa, ktery je vazan
k mitochondrialni i jaderné membrané bunky. Diky jeho sekvenci tvofi, spole¢né s geny
bax a bcl-X, genovou rodinu bcl-2, ktera je sloZena z inhibitorti i promotorti apoptosy.
Tyto geny maji antiapoptotickou a proapoptickou funkci a patii mezi vyznamné
regulatory apoptosy. Do antiapoptotickych proteinl patti Bel-2, Bel-X. a Mcl-1 a do
proapoptotickych proteinli patii napf. Bax, Bak a Bcl-Xs. Proapoptotické geny mohou

pusobit jako nddorové supresory a buiikka diky nim dokéze pfezit v neptiznivych
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podminkach. Diky této vlastnosti dochazi k vyvoji nadorti a rezistenci na mnoho
protinddorovych lé¢iv (Kolat, 2003).

Typické pro ¢leny této genové rodiny jsou homologni domény BH1-BH4, kdy
vétSina ¢lent obsahuje BH1 a BH2. Za jejich lokalizaci na vnéjsi stran¢ mitochondrialni
membrany je zodpovédny usek hydrofobnich aminokyselin nachazejici se

na C - termindlnim konci (Kolat, 2003).

O a4

2.3.4 Mcl-1 (myeloid cell leukemia 1, myeloidni bunééna leukemie 1)

Mcl-1 je antiapoptoticky protein, ktery fadime do genové rodiny Bcl-2, z divodu
podobnosti ve struktufe (Zhang et al., 2002). Protein Mcl-1 (40 kDa) je ovSem vétsi nez
ostatni proteiny v genové rodiné Bcl-2, zejména diky pfitomnosti aminokyselinovych
¢asti, nachazejicich se na jeho N-konci (Akgul et al., 2000).

Opferman a kolektiv (2005) zkoumali protein Mcl-1 a zjistili, Ze je nezbytny
K udrzeni homeostazy hematopoetickych kmenovych bunék. (Opferman et al., 2005).
Bylo také prokazano, ze protein Mcl-1 je potiebny pro vyvoj i udrZzovani
B a T-lymfocyta (Opferman et al., 2003). Dalsi dilezitou roli ma protein Mcl-1
piirozvoji nervového systému a pii akutnim poranéni neuront (Arbour et al., 2008).
Protein Mcl-1 byl také studovan v souvislosti s revmatoidni artritidou. Byla zkoumana
jeho exprese a porovnana s kontrolnimi buiikami. Vysledkem pozorovani bylo,

ze Mcl-1 je potencialnim terapeutickym cilem (Liu et al., 2005)

2.3.5 Protein p53

Protein p53 je hlavni nadorovy supresor, jehoz funkce je dilezita pfi obrané bunék proti
rakovin€. Protein p53 se da rozdélit na tfi ¢asti, mezi které patii, aminova doména
obsahujici aktivaéni doménu, centralni ¢ast obsahujici specifickou sekvenéni doménu
a multifunkéni karboxylovd doména (Ko et al., 1996). Patii mezi dilezité transkripcni
faktory, regulujici geny jdouci k 3' konci pfi zastavé bunééného cyklu, pti opravé DNA
a programované bunécné smrti, a proto je tato mutace ¢asto pozorovana pii malignich
nadorech (Ghobrial et al., 2005).

Mnoho lidskych nadorli nese vyznamné mutace v kddujicim genu TP53, které
zaroven dodavaji zmutovanému proteinu nové aktivity, které mohou pfispivat
ke zvySené odolnosti k protinddorovym lécbam. Tato mutace se nazyva mutace zesileni
funkce a poskytuje novou nebo zvySenou aktivitu na proteinu. V piipadé postizené

nadorové bunky je protein p53 akumulovan v nadmérném mnozstvi (Oren et al., 2010).
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MDM2 je protein, ktery se vaze na protein pS3 a G¢inn¢ jej aktivuje. Aktivuje
I nékolik dal$ich zajimavych kritickych regulatort bunééného cyklu, jimiz jsou pRb,
E2F1/DP1 a pl9ARF, ¢ehoz vyplyva, ze je zapojen do komplexni sité¢ regulac¢nich
interakci. Pravé diky témto interakcim je jasné, ze plsobi na bunéény cyklus, apoptosu

a neoplastickou transformaci (Juven-Gershon et al., 1999).

2.3.6 Retinoblastomovy protein (Rb)

Retinoblastomovy protein, je tumor supresorovy gen, ktery je znamy svou funkci,
spocivajici Vregulaci bunéfného cyklu (Lipinski et al, 1999). Jeho molekulova
hmotnost je 110 kDa (Goodrich et al., 1991). Poprvé byl nalezen u pacientl trpicich
nadorem sitnice, neboli retiny (Kolat, 2003). Skupina Rb proteinti, zahrnuje tii ¢leny:
pl105, p107 a p130, které jsou souhrnné oznacovany jako ,kapesni proteiny* (Giacinti
et al, 2006). Protein Rb mize regulovat genovou expresi prostiednictvim
transkripéniho faktoru E2F, bud’ to pfimou inhibici pozitivni transkripéni aktivity jiz
navazanych E2F nebo pfemisténi transkripénich komplexi na promotory obsahujici
E2F. Regulace aktivity E2F také pravdépodobné hraje roli v ochrané diferencovanych
tkani pied apoptosou (Lipinski et al., 1999).

Retinoblastomovy protein vykazuje své Gcinky v Go/Gy fazi bunééného cyklu,
kde dochézi ke kontrole bunécné proliferace a kde prevazuje ve své nefosforylované
form¢ (Weinberg, 1995; Goodrich et al., 1991). Pokud by nastaly ptiznivé podminky
pro vstup buriky do G; faze, bude protein podléhat fosforylaci (Weinberg, 1995).
Fosforylace proteinu Rb je zodpovédna za postup do S-fdze za pomoci transkripénich
faktorti E2F, které jsou regulovany (Slaby et al., 2015).

Retinoblastomovy protein je inaktivovan cyklin-dependentnimi kindzami (CDK)
a spole¢né s rustovymi signaly vedou K pokracovani bunééného cyklu. E2F faktor se
po fosforylaci komplexem cyklin-CDK4/6 uvoliuje a translokuje se do jadra, kde je
spuSténa tfada gend slouzici po vstup do S-fize. V piipadé¢ potieby mize byt
fosforyla¢ni aktivita utlumena inhibitory cyklin-dependentnich kinadz (Slaby et al.,
2015).

2.4 Alkaloidy ¢eledi Amaryllidaceae

Diky svym zajimavym biologickym u¢inkiim pfitahuji alkaloidy celedi
Amaryllidaceae zajem védy, nebot’ jsou atraktivni pro vyvoj novych 1éCiv proti riznym
onemocnénim.

17



Celed” Amaryllidaceae zahrnuje 75 rodii a 1100 druhtl, které se ve svété nachazi
Vv tropickych a teplych mirnych oblastech (He et al., 2015). Zastupce rostlinnych druhti 1ze
nalézt i v Ceské republice, a jsou to narcisy (Narcissus), bledule (Leucojum) a snézenky
(Galanthus; Samuelsson et al., 2015). Alkaloidy celedi amarylkovitych se rozd€luji,
spole¢né se svymi derivaty, do péti strukturnich typt. Jsou to skupiny typu lykorinového,
lykoreninového, tazettinového, krininového a narciklasinového. Lykorin, ktery vykazuje
protinadorovou aktivitu, byl vyizolovan jako prvni alkaloid ¢eledi amarylkovitych. Od prvni
izolace lykorinu bylo izolovano pres 500 dal$ich druhti alkaloidt, které jsou rozdéleny podle
jiz zminénych struktur (Evidente et al., 2009).

Rozsahlejsi studie ukazaly, ze alkaloidy c¢eledi Amaryllidaceae vykazuji Sirokou
antifungalni, antimalarick¢ a analgetické (Fiirst, 2016; He et al., 2015). Antiproliferacni
ucinky jsou zfejm¢ zplsobeny narusenim biosyntézy eukaryotickych proteint.
Protinddorova aktivita siln¢ koreluje se schopnosti téchto alkaloidii indukovat apoptosu
v rakovinnych bunkach (Evidente et al., 2009). Tym Jimeneze dokazal, ze lykorin,
narciklasin, pretazettin a pseudolycorin zptsobuji zastaveni ristu bunék pii koncentracich
100 uM 1inizsich (Jimenez et al., 1976).

2.4.1 Lykorinovy strukturni typ

Prvni alkaloid ¢eledi amarylkovitych, lykorin, ma silné inhibi¢ni G¢inky rustu ve vysSich
pod tento typ alkaloidu, jsou pseudolykorin, norpluvin, amarbellisin, lykoren, galantamin
a ungeremin. VSechny zminéné slouceniny jsou na bazi pyrrolofenanthridinové chemické
kostry (Evidente et al., 2009). Reminyl je nazev pro galantamin hydromobromid, ktery je
prvnim alkaloidem amarylkovitych, pouzivanym jako I¢k (McNulty et al., 2007).

Protinadorova aktivita lykorinu byla studovana u vice druhti nddord. Yu a kolegové
(2017) zkoumali u¢inky lykorinu na hepatocelularni karcinom (HCC). Na zakladé vyzkumu
byly zjistény autofagické a apoptotické Gcinky lykorinu na hepatocelularni karcinom.
Lykorin ptedstavuje slibné terapeutické tcinky v 1é€bé HCC, ale mechanismus plsobeni
lykorinu na nadorové buiiky stale neni objasnén (Yu et al., 2017). Uginek lykorinu byl také
zkouman Vv karcinomu mocového méchyie. Lykorin totiz aktivoval vnitini apoptotickou
kaskadu, coz ve zkoumanych burnikach vedlo k jejich apoptose (Wang et al., 2017).
Na rakovinu prostaty mél lykorin taktéz vliv. Snizil proliferaci, migraci i invazi buné¢nych
linii rakoviny prostaty (Hu et al, 2015).
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Obrazek 4: Struktura lykorinu. Pfevzato z: Jin et al., 2019

2.4.2 Lykoreninovy strukturni typ

Na benzopyrano (3-, 4-) indolové chemické kostfe je zalozen lykoreninovy typ
alkaloidt celedi Amaryllidaceae. Patti sem lykorenin, klavonin, heppeastrin, klivimin
a nobilisitin A/B (Evidente et al., 2009). Vyskytuje se napiiklad vrodu Lycoris
(Miyasaka et al., 1980). U lykoreninového strukturni typu byla zjiSténa cytotoxicka,
antimalarni a antifungalni biologicka aktivita (Cedron et al., 2013). Lykorenin také snizuje

krevni tlak a tepovou frekvenci (Miyasaka et al., 1980).

Obrazek 5: Struktura lykoreninu. Pfevzato z: Jin et al., 2019

2.4.3 Tazettinovy strukturni typ

Skupina alkaloidi, jejichz chemickou kostrou je 2 - benzopyrano-(3,4)indol (Dalecka
et al., 2013). Tazettinovy typ alkaloidd reprezentuji rody Crinum, Narcissus, Galanthus.
Radime sem tazettin a pretazettin. Tazettin vykazuje antiprolifera¢ni aktivitu proti
mysimu lymfomu. Pretazettin je ucinny proti Ehrlichové tumoru, karcinomu plic
a Rauscherové leukémii, jelikoz dokaze inhibovat rast Rauscherova viru (Hohmann

et al., 2001; Furusawa et al., 1976)
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Obrazek 6: Struktura tazzetinu. Pievzato a upraveno podle: Dalecka et al., 2013

2.4.4 Krininovy a haemanthaminovy strukturni typ

Jak uz napovida nazev, mezi alkaloidy krininového a haemanthaminového typu patti
krinin a haemanthamin, dale distichamin, augustamine, ambellin a bufanidrin (Nair
et al., 2012). Vychazeji ze stejné chemické kostry 5,10b-etanofenantridinu, ovSem
konfigurace 5,10b-etano mustku je opacna. Z toho vyplyva, ze tyto alkaloidy jsou
enantiomery (Bastida et al., 2011; Andrade de et al., 2014). Skupiny téchto alkaloida
muzeme najit v rodech Crinum, Narcissus, Lycoris ¢i Nerine (Kornienko et al., 2008).
Bylo prokazano, ze heamanthamin cili naribozom za ucelem zastaveni
elongacni faze translace. Pokud je tato regulace naruSena, dochdzi k odumieni bunék

(Pellegrino et al., 2018).

Obrazek 7: Struktura krininu. Pfevzato a upraveno podle: Jin et al., 2019

2.4.5 Narciklasinovy strukturni typ

Narciklasin (1, 3, 4, 5- tetrahydro- 2, 3, 4, 7- tetrahydroxy [1, 3] dioxolo [4, 5]
fenanthridin-6 (2H)- on) byl vyizolovany =z cibulek rodu Narcissus (z celedi
Amaryllidaceae) vroce 1967. V roce 1967 byl zaroven popsan jeho protinadorovy
ucinek (Ceriotti, 1967). Fenanthridonovou chemickou kostru maji také alkaloidy
pankratistatin, a cis- a trans-dihydronarciklasin (Evidente et al., 2009). Alkaloidy
narciklasinového typu lze nalézt v rodech Galanthus, Haemanthus, Leucojum, Sprekelia
a Vallota (Hu et al., 2015).

20



Narciklasin, vzhledem kjeho vysoce ucinnému cytotoxickému wc¢inku
na rakovinné buiiky, byl intenzivné zkouman jako protinddorova slou¢enina jak in vitro,
tak in vivo (First, 2016). Divodem protinadorové aktivity mize byt silny inhibi¢ni
ucinek narciklasinu na syntézu proteind v ribozomech. Tento ucinek je zpisoben
interakci s transferazou, nachazejici se na velké podjednotce ribozomu (Jimenez et al.,
1976).

Za zminku urcité stoji protizanétliva aktivita narciklasinu. Jako prvni zkoumal
protizanétlivou aktivitu Mikami s kolektivem vroce 1999, kdy bylo zjisténo,
ze narciklasin interaguje s kalprotektinem. Kalprotektin je hojny v cytosolu neutrofilt,
coz znamena, ze pii zanétu je jeho koncentrace zvySena (Mikami et al., 1999). Extrakt
z rostliny Haemanthus coccineus blokoval aktivaci leukocyti ve dvou mysSich
modelech. V této studii byl narciklasin vyhodnocen jako G¢inna latka (Fuchs et al.,
2015; Fiirst, 2016).

Obrazek 8: Struktura narciklasinu.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Materialy

3.1.1 PouZité pristroje

Experimentalni Cast bakalafské prace byla uskuteénéna za pouziti nasledujicich

ptistroju:

Aparatura pro vertikalni elektroforézu

Aparatura pro western blotting
Centrifuga
CO; inkubator MCO-17AIC

Fluorescenéni detektor Fluoroskan Ascent

Chemiluminiscen¢ni kamera LAS4000

Kyvacka

Laminarni box VBH Compact
Magnetickd michacka

Opticky mikroskop CK2
Pritokovy cytometr Facs Verse
Termoblok

Ultrazvukova vana
Ultrazvukovy homogenizator
UV-VIS spektrofotometr UV-1800
Vakuova pumpa Vacusafe
Vodni lazen

Vortex

Zdroj napéti PowerPac Basic

Vyrobce/stat

Bio-Rad

Bio-Rad

Thermo Fisher
Sanyo

Labsystem
Fujifilm

Biosan

Steril

VELP Scientifica
Olympus

Becton Dickinson
Thermo Fisher
VWR

Bandelin

Shimadzu

Integra Biosciences
GFL

Heidolph Instruments
Bio-Rad

Bio-Rad (USA), Thermo Fisher Scientific (USA), Sanyo (Japonsko), Labsystem
(Finsko), Fujifilm (Japonsko), Biosan (Lotyssko), Steril (Italie), VELP Scientifica
(Italie), Olympus (Japonsko), VWR (USA), Bandelin (Némecko), Shimadzu
(Japonsko), Integra Biosciences (Svycarsko), Gesellschaft fiir Labortechnik — GFL
(Némecko), Heidolph Instruments (Némecko), Becton Dickinson (USA)
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3.1.2 Pouzité chemikalie

Experimentalni Céast bakalafské prace byla uskuteénéna za pouziti nasledujicich

chemikalii:

Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-7-amido-4-metylkumarin (ac-oevb-amc)  Sigma-Aldrich

Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-aldehyd (Ac-DEVD-CHO)

Akrylamid

Aprotinin

Bis akrylamid

Butanol

Dimetylsulfoxid (DMSO)

Dithiothreitol (DTT)

Dodecylsiran sodny (SDS)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
Etanol 70 %

Etanol 96 %

Etylenglykoltetraoctova kyselina (EGTA)
Fenylmetylsulfonylfluorid (PMSF)
Fetalni teleci sérum (FBS)

Fluorid sodny (NaF)

Glycin

Chemiluminiscen¢ni ¢inidlo luminol-peroxid (1:1)

Laemmliho pufr (4x)
Leupeptin

L-Glutamin

Penicilin

Peroxodosiran amonny (APS)
Ponceau S

Propidium jodid

Proteinovy marker (Precision Plus, Protein Dual color Standards)

Streptomycin

Tetrametyletylendiamin (TEMED)

Tris (hydroxymetyl) aminometan (TRIS)
Triton X-100
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Sigma-Aldrich
Calbiochem
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Lach-Ner
Panreac Applichem
Roche
Lach-Ner
Sigma-Aldrich
Lach-ner
Lach-ner
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Biowest
Lach-ner
Sigma-Aldrich
Thermo Fisher
Bio-Rad
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Bio-Rad

Serva
Sigma-Aldrich
Bio-Rad
Sigma-Aldrich
Bio-Rad

Serva
Sigma-Aldrich



Trypsin Sigma-Aldrich
Tween 20 Sigma-Aldrich

Vyrobce/ Stat

Sigma-Aldrich (USA), Thermo Fisher Scientific (USA), Serva (Némecko), Bio-Rad
(USA), PanreacApplichem (Némecko), Biowest (Francie), Lach-Ner (Ceska republika),
Roche (Némecko)

3.1.3 PouZité roztoky

Experimentalni ¢ast bakalarské prace byla uskutecnéna za pouZiti nasledujicich roztoka:
1 M TRIS/ HCI pH 6,8: 24,23 g TRIS/ 200 ml pH 6,8
1 M TRIS/HCI pH 8,8: 48,46 g TRIS/ 400 ml pH 8,8
10 % APS: 0,1 g/ 1 ml H,O
10 % DMEM: 10 % fetalni sérum, L-glutamin (2 mM), streptomycin (0,1 mg/ml) a
penicilin (100 U/ml)
10 % SDS: 5 g SDS /50 ml H,O
5 % susené mléko: 2,5 g suSen¢ho mléka, 50 ml TBS s Tweenem
AA+BiIs: 30 % Akrylamid (AA) + 0,8 % Bisakrylamidu (Bis AA): 58,4 g AA + 1,6
N’'N Bis AA/200ml
Caspasovy lyza¢ni pufr: 10 mM KCI, 5 mM Hepes pH 7,4; 1 mM EDTA; 1 mM
EGTA a 0,2 % CHAPS; pied pouzitim ptidat | mM DTT; 0,5 pg/ml leupeptin; 2 pg/ml
aprotinin; 1 mM PMSF
Caspasovy reakéni pufr: 25 mM PIPES/KOH, pH 7,3; 2 mM EGTA, 2 mM MgCly;
pied pouzitim piidat 1 mM DTT, substrat Ac-DEVD-AMC: 10 mM roztok v DMSO
Cinidlo Bradford: 0,01 % Coomassie brilliant blue; 95 % etanol; 85 % kyselina
o-fosforec¢na
Elektroforeticky pufr: 37,8 g TRIS, 180 g Glycin, 12,5 g SDS do 2,51 H,0
PBS: 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 10 mM Na;HPO, . 12 H,0; 2 mM KH,PO,4 pH 7,4
Ponceau S: 0,1 g rozpustit v 0,5 ml 98 % CH3;COOH a doplnit do 50 ml H,O
Pufr na western blotting 10x: 30,3 g TRIS, 144 g Glycin do 1 litru H,O
RIPA pufr: 20 mM TRIS-HCI pH 7,4; 100 mM NaCl; 5 mM EDTA; 2 mM EGTA,
0,2 % Nonidet P-40 (pH = 7,4) doplnit do 50 ml, pfed pouzitim pfidano: 1 mM DTT;
1 mM PMSF; 0,5 pg/ml leupeptin, 2 ng/ml aprotinin, 2 mM NaF
TBS s 0,1 % Tweenem 20: 500 ml TBS + 500 ml 0,1 % Tween 20
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TBS: pH 7,6; 24,29 TRIS, 80 g NaCl
Trypsin/EGTA (1:1) : 0,1 % trypsin, 0,25% EGTA

3.1.4 PouZzité protilatky
Experimentalni Cast bakalafské prace byla uskuteénéna za pouziti nasledujicich

protilatek:

Primarni protilatky

Tabulka 1: Piehled primarnich protilatek

zdroj klon fedéni vyrobce
anti-PARP kralik 46D11 1:250 Cell Signaling
anti-p53 mys DO-1 1:10 dr.  Vojtések
z MOU v Brné
anti-p-actin mys$ C4 1:2500 Santa Cruz
anti-caspasa-7  kralik - 1:250 Cell Signaling
anti-pRb kralik - 1:1000 Cell Signaling
anti-totalRb mys 4H1 1:500 Cell Signaling
anti-Mcl-1 kralik D35A5 1:500 Cell Signaling
anti-Bcl-2 mys - 1:250 Sigma-Aldrich

Sekundarni protilatky

RAM/Px (krali¢i proti mysi oznacena kienovou peroxidasou , fedéni 1:1000), Sigma-
Aldrich

SWAR/Px (veptova proti krali¢i oznac¢ena kienovou peroxidasou, fedéni 1:500), Cell

Signaling

Vyrobce/Stat
Sigma-Aldrich (USA), Cell Signaling (USA), Santa Cruz (USA).

3.1.5 Pouzita bunééna linie

V experimentalni Casti byla pouZita adherentni lidskd nddorovd bunécna linie HeLa
odvozena od nadoru délozniho hrdla (ECACC, Velka Britanie).
Tato bunécnd linie byla kultivovana ve sterilnich plastovych Petriho miskach

(TPP, Svycarsko), Vv kultivainim médiu DMEM, obohacené 10 % telecim fetalnim
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sérem, penicilinem (100 U/ml), streptomycinem (100 pg/ml) a L-glutaminem (2 mM).
Kultivace probihala v inkubatoru (Sanyo, Japonsko) pii 37 °C v atmosféie obsahujici
5,5 % oxidu uhli¢itého a 100 % vlhkosti. Bunky byly pasazovany 3x tydné, aby nebyl
stresovan jejich rist nedostatkem mista na misce a v novém médium jim byly dodany

ziviny pro rust.
3.1.6 Testované derivaty narciklasinu

Vychozi struktura narciklasinu byla rizné modifikovana v poloze 2, 3, 4 a 7 pro zvySeni
biologické aktivity na naddorovych bunkach a sniZeni toxicity na normalnich lidskych
bunkach (obrazek 8). Modifikaci narciklasinu provedl za ucelem studie Jerald J. Nair
(University of Kwazulu - Natal, Pietermaritzburg, Jihoafricka republika).

V experimentalni Casti bakalaiské prace byly testovany derivaty narciklasinu
JJ34 (derivat narciklasinu), JJ35 (derivat narciklasinu), JJ37 (narciklasin — obrazek 8).
Proti buitkdm HelLa odvozenych od lidského nddoru dé€loZniho hrdla vykazovaly
po 72 hodinach od aplikace nasledujici hodnoty cytotoxicity: JJ34 - 1Cso 0,61 + 0,01
uM, JJI35 - 1Cs0 0,63 £ 0,08 uM a latka JJ37 - I1Csq 0,18 + 0,02 uM. Cytotoxicita byla
meéfena v Laboratofi rastovych regulatort Piirodovédecké fakulty Univerzity Palackého
v Olomouci.

Na zakladé vyslednych hodnot cytotoxicity 1Cso byla stanovena koncentrace,
ktera byla pouzita v experimentalni ¢asti po dobu 24 hodin. Zvolena koncentrace latek,

naifedéna do kultiva¢niho média, byla 0,1 uM a 1 uM.

3.2 Metody

Experimentalni ¢ast bakalaiské prace byla provedena pomoci nize uvedenych metod.

3.2.1 Ovlivnéni bunécéné linie testovanou litkou a jeji nasledné sklizeni

Kultivace buné¢né HelLa linie byla provedena na Petriho misce o priméru 100 mm pii
teploté 37 °C v atmosféie 5,5 % oxidu uhli¢itého. Na Petriho misku byla linie vysadzena
do média o objemu 10 ml. Pro ziskani dostate¢ného poctu bun€k pro pokus bylo nutno
vysazet alespon Ctyfi misky, které byly nédsledné splachnuty do jedné zkumavky. Pro
urceni poc¢tu bunék byla pouzita Biirkerova komirka a opticky mikroskop, kdy po jejich
spo¢itani, byly vysety na misku 0 objemu 10 ml s poZadovanou koncentraci 7 x 10°
bun¢k. Misky s touto koncentraci bunék byly 24 hodin inkubovany v inkubatoru a po
uplynuti této doby bylo médium odsatou sklenénou pipetou a naneseno piedem
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ptipravené médium (5 ml), které obsahovalo testovanou latku (JJ34, JJ35, JJ37)
o zvolené koncentraci (0,1 uM; 1uM). Na dvé misky, které slouzily jako kontrolni, bylo
na prvni ptidano pouze kultivaéni médium (10 % DMEM) a na druhou kontrolni misku,
kultivaéni médium s obsahem DMSO (stejny objem jako objem pfidavanych latek).
DMSO bylo do misek pfidano za ucelem ovéteni, ze buiiky neovliviiuje. Testované
misky byly inkubovany dalSich 24 hodin a sklizeny pro pfislusnou metodu — western
blotting, test aktivity caspas a pritokovou cytometrii.

Bunky sklizené nize popsanym zptsobem byly pouZity pro metodu Western
blotting a test aktivity caspas. Pfed samotnym sklizenim bun¢k byl zapsan jejich vzhled,
tvar a mnozstvi mrtvych ¢i zivych bunék v misce. Pfi sklizeni bylo nejdilezitéjsi
vSechny kroky provést na ledu, aby se co nejvice eliminovala denaturace proteint,
taktéz musela byt vychlazena pouzivana centrifuga na teplotu 4 °C. Misky byly
seSkrabany Skrabkou a obsah byl pomoci automatické pipety pienesen do pifedem
piipravené popsané zkumavky a zbylé pfichycené buiiky na misce byly oplachnuty 1 ml
PBS a pteneseny do zkumavky. Bunécna suspenze byla centrifugovdna 10 min pii
1000 x RPM a 4 °C. Ziskany supernatant byl opatrné¢ odsat a pelet byl promyt 1 ml
PBS, protfepan a promichan na vortexu. Po dalsi centrifugaci, kdy byly dodrzeny stejné
podminky, byl odsan supernatant, pelet resuspendovan v 1 ml a pienesen do 1,5 ml
mikrozkumavky. Mikrozkumavky byly zcentrifugovany, supernatant odsan do sucha
a pelet byl uloZzen do mrazaku do -80 °C.

Pti sklizeni vzorka pro pritokovou cytometrii se postupuje pii sklizeni stejné
jako na Western blotting Ci caspasovy test, ovSem nepouziva se metoda vyuzivajici
Skrabku, ale metoda trypsinizace. Automatickou pipetou bylo odsano vSechno
kultivaéni médium do piipravené zkumavky. Miska byla oplachnuta 2 ml roztokem
EGTA a obsah z misky byl pienesen do zkumavky. Dale byl nanesen roztok
trypsin/EGTA na pfiblizn€é 5 min, aby se uvolnily pfilepené buiiky na dné misky.
Uvolnéné buiiky byly oplachnuty 5 ml kultivatniho média, byly pfeneseny
do zkumavky a miska oplachnuta 1 ml filtrovanym PBS. Zkumavka byla
centrifugovdna 10 min pii 4 °C a 1000 x G (rychlost zvolena pro stoceni vSech
apoptotickych télisek). Ziskany supernatant byl odsan a pelet resuspendovan v 1 ml
filtrovaného PBS. Po dalsi centrifugaci, kdy byly dodrZeny stejné podminky, byl odsan
supernatant a pelet opét rozpustén v 1 ml filtrovaného PBS. Po centrifugaci a odsani
supernatantu, byl pelet dikladné rozmichan v 100 pl filtrovaného PBS za ucelem

ziskani jednotlivych bunck. Zkumavky se vzorky byly postupné dobfe michany
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na vortexu a po kapkach bylo ptidavano 1 ml 70 % vychlazeného etanolu. Diky etanolu
dochazi k permeabilizaci membrany, aby byl umoznén snadny prichod DNA sondy

do bunky. Zafixované vzorky byly uskladnény v mrazaku pii -20 °C.

3.2.2 Lyzovani bunék

Lyze bunék byla provadéna za ucelem naruseni vnéj$i membrany, aby se proteiny
Z buiiky uvolnily do roztoku. Lyzace bunek pro SDS-PAGE elektroforézu a western
blotting se provadi za pouziti lyza¢niho pufru RIPA (na ptipravu 1 ml RIPA pufru bylo
tésné pied pouzitim ptidano 1 pl leupeptinu, 1 pl aprotininu, 10 ul PMSF, 10 ul DTT
a 2 ul NaF). Lyzaci bylo nutno opét provést na ledu z ditvodu eliminace denaturace
proteini. Mikrozkumavky se vzorky byly vytdhnuty z mrazaku a nechany roztat
na ledu. Podle velikosti peletu byly bunky resuspendovany v lyzacnim pufru RIPA
(cca 30-40 ul). K lyzaci vnéj§i membrany byla pouZzita ponorna ultrazvukova sonda
(10 s, 3 cykly, 30 % max). Mikrozkumavky byly centrifugovany 20 minut pfi
14 000 x RPM a 4 °C. Ziskany lyzat byl pfenesen do nové mikrozkumavky, kdy byl
pomoci pipety odmétfen presny objem pienesen¢ho lyzatu. Pro dalsi kroky bylo nutno
zjistit koncentraci proteini ve vzorku Bradfordovou metodou. Do sklenénych
mikrozkumavek bylo aplikovano ¢inidlo Bradford a 1 pl vzorku. Kazdy vzorek byl
v duplikatu a po jeho pfidani do Cinidla byla provedena 10 minutovd inkubace pii
laboratorni teploté. Po inkubaci bylo stanoveno celkové mnozstvi proteini ve vzorku pti
595 nm na spektrofotometru. Podle nejmensi naméfené hodnoty proteinti bylo
vypocitdno mnozstvi lyza¢niho pufru a 5x SDS, ktery ptsobi jako detergent a dochazi
tak denaturaci proteinli a zarovén zruSeni disulfidické vazby. SDS jim dava stejny
zéporny naboj, migrace proteinti pii elektroforéze tedy zavisi pouze na jejich
molekulové hmotnosti. Ziedéné vzorky byly zamichany a zahiaty na 98 °C po dobu
2 minut. Néasledné ulozeny do -80 °C.

U caspasového testu se pfi lyzaci postupovalo stejné€, jen byl pouzit jiny lyzacni
puft, a to caspasovy lyza¢ni pufr (na pfipravu 1 ml caspasového lyza¢niho pufru bylo
tésné pred pouzitim pfidano 1 pl leupeptinu, 1 pl aprotininu, 10 ul PMSF, 10 pl DTT
a 2 pl NaF). Koncentrace proteinii byla fedéna na 3 pg/ul, neptidaval se 5x SDS

a vzorky nebyly zahtivany na 98 °C. Po lyzaci vzorky ulozeny do mrazaku do -80 °C.
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3.2.3 SDS-PAGE, Western blotting a imunodetekce proteint

vvvvvv

elektroforetické komuirky a dostate¢né ztuhnuti polyakrylamidového gelu. Pro déleni
proteini byl zvolen 10 % délici gel a 5 % zaostiovaci gel (tabulka 2). Pro zarovnani
déliciho gelu byl pouzit butanol, nasledovalo tuhnuti po dobu 45 minut, proplachnuti
po butanolu, naneseni zaostfovaciho gelu a okamzité vlozeni hiebinku pro vytvofeni
jamek. Pfed nanesenim vzorkid do jamek bylo dulezité provéfit tésnost komirky.
Do prvni jamky bylo naneseno 3 ul molekulového markeru (Precision Plus, Bio-Rad)
a byl nanasen vzorek s obsahem 40 pg proteint (vzorky nanaseny zleva doprava a pied
pouzitim rozehtaty 2 minuty na 98 °C). Pro dobu béhu vzorki v zaostiovacim gelu bylo
aplikovano napéti 80 V. Po vstupu vzorkl a hlavné molekulového markeru do déliciho
gelu, bylo nastaveno napéti 120 V na ptiblizné€ 1,5 hodiny. Zaostfovaci gel se pouziva
pro sjednoceni vzorku pti jeho pohybu. Po dobéhu vzorkl na konec déliciho gelu byla
elektroforéza ukoncena, aby nedoslo ke ztraté potfebnych proteind.

Zaosttovaci ¢ast gelu byla odiezana a délici gel byl pfenesen na nitrocelulosovou
membranu, kterd musela byt uzaviena v blotovaci kazeté spole¢né s porézni podlozkou
a filtratnimi papiry. Dulezitym krokem bylo odstranéni bublin z kazety. Kazeta byla
ulozena do nadoby s vychlazenym blotovacim pufrem, ledem a umisténa
na elektromagnetickou michaCku. Western blotting probihal po dobu 2 hodin pti napéti
230 mA. Po ukonéeni western blottingu byla membrana vyjmuta z kazety a nabarvena
v roztoku Ponceau S po dobu 5 minut z divodu vizualizace proteind, oplachnuta
Vv destilované vod¢ a dikladn€ vysusena na filtracnim papiru.

Obarvena membrana po pienosu proteinti byla nejdiive nafezéna dle potieby
a prouzky oplachnuty v TBS do tplného odbarveni. Prouzky byly pfeneseny do 5 %
mléka s Tweenem a blokovany 1 hodinu na kyvacce pti laboratorni teploté. Pouzitim
5 % mléka doSlo k zablokovani nespecifickych vazeb na membrané v mistech, kde
nebyly navdzany proteiny. Detekce proteinii byla provedena nafedénim ptislusné
primarni protilatky (tabulka 1) v5 % mléku s Tweenem celou noc v lednici.
Po ukonceni inkubace druhy den byly prouzky promyvéany na kyvacce v tomto poradi:
5 minut v TBS, 5 minut v TBS s Tweenem, 5 minut v TBS a 10 minut v TBS, aby
se omyly nenavazané zbytky primarni protilaitky. Na proplachnutou a osuSenou
membranu byla nanesena nafedéna sekundarni protilatka (tabulka 1) obsahujici

kfenovou peroxiddzu, ktera plsobila 1 hodinu pfi laboratorni teploté. Po ukonceni
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inkubace byly prouzky opét promyvany v nasledujicim potadi: 10 minut v TBS, 5 minut
v TBS s Tweenem, 5 minut v TBS a 10 minut v TBS. Nyni byla provedena detekce
chemiluminiscenci za pomoci chemiluminiscen¢niho ¢inidla luminol-peroxid v poméru
1:1, kdy dochazi k reakci substratu a enzymu, ktery katalyzuje oxidaci luminolu
za vzniku svételného signalu. Svételny signal byl detekovan pomoci
chemiluminiscen¢ni kamery (Fujifilm, Japonsko) a snimky byly nasledn¢ analyzovany

v programu Image Reader.

Tabulka 2: Chemikalie a jejich mnoZstvi pro pFipravu 10 % déliciho gelu a 5 % zaostfovaciho gelu

Chemikalie 10 % délici gel Chemikalie 5 % zaostrovaci gel
2 gely 2 gely

AA+Bis 3,125 ml AA+BIs 840 ul

H.O 2,67 ml H.O 3,51 ml

TRIS pH 8,8 3,5ml TRIS pH 6,8 630 pl

SDS 10 % 94 ul SDS 10 % 50 ul

TEMED 6,25 ul TEMED 5ul

APS 37,5 ul APS 30ul

3.2.4 Fluorimetrické stanoveni aktivity caspasy 3/7

Podstatou této metody je hydrolyza substratu 7- amido- 4- metylkumarinu (Ac-DEVD-
AMC), jehoz produktem je 7- amino- 4- metylkumarin (AMC), ktery umoznuje
kvantifikovat prubéh reakci po excitaci zafenim (346 nm) a nasledné emisi
fluorescen¢niho spektra (422 nm).

Vzorky o objemu 5 pl a pfedem ptipravené koncentraci 3 pg/ul, byly
napipetovany do titrani desticky v triplikdtech pod sebou. Do kazdé jamky v prvni
a druhé ftadé¢ bylo pfidano 100 pl reakéniho pufru s fluorescenéné znacenym
peptidovym substratem (25 mM PIPES/KOH, pH 7,3; 2 mM EGTA, 2 mM MgCl,
a pied pouzitim ptidano 5 mM DTT a 100 uM substrat Ac-DEVD-AMC v DMSO).
Do tfeti fady byl navic pfidan inhibitor caspas (1 mM Ac-DEVD-CHO v DMSO). Jako
blank byl v triplikatu pouzit caspasovy lyzacni pufr. Titracni destiC¢ka byla ponechana
na tmavém misté pii laboratorni teploté a prvni meéteni bylo provedeno po 1 hoding
od aplikace a poté kazdou dalsi nasledujici hodinu na fluorimetru Fluoroskan Ascent
(Labsystems, Finsko) pii 346/442 nm (ex/em). Data byla analyzovana pomoci programu

Ascent a Microsoft Excel. Vyhodnocena do grafu byla Sestihodinova inkubace.
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3.2.5 Pritokova cytometrie — analyza bunécného cyklu

Pritokova cytometrie je metoda analyzujici mnozstvi bunééné DNA oznacené vhodnou
DNA sondou (napft. propidium jodid). Pti prichodu bun€k oznac¢enych DNA sodnou
dochazi k excitaci fluorochromu navdazané DNA sondy (488 nm) a emisi zafeni
(610 nm) odpovidajici mnozstvi DNA v buiice. Emise je zachycovana detektorem
pratokového cytometru.

Vzorky bunc€k urcené k analyze pritokovou cytometrii, ulozené v mrazéku pii
-20 °C, byly centrifugovany pii 4 °C a 1000 x G po dobu 8 minut. Supernatant byl
odsan vakuovou pumpou a ziskany pelet rozpustén v 1 ml PBS, které bylo filtrované.
Po dalsi centrifugaci, kdy byly dodrzeny stejné podminky, bylo k peletu ptidano 500 pl
PBS (obsahuje 0,1 % Tritonu X-100 a 1 % propidium jodidu). Inkubace probihala
30 minut ve tmé pii laboratorni teploté. Vzorky byly aplikovany do vialek

a analyzovany prutokovym cytometrem.
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4 VYSLEDKY

Antiproliferacni uc¢inky novych derivat narciklasinu na lidské nddorové bunééné linii
HeLa byly zkoumany pomoci tfi laboratornich metod. Imunodetekci byly sledovany
hladiny pro- a antiapoptotickych proteinii souvisejicich s apoptosou. Pro detailni
analyzu bunééného cyklu bunécné linie HeLa, po ovlivnéni derivaty narciklasinu, byla
pouzita pratokova cytometrie a aktivita caspas byla testovana pomoci biochemického

testu.

4.1 Western blotting
Metoda Western blotting byla vyuzita na detekci pro- a antiapoptotickych proteind,
které hraji dileZitou roli pti apoptose a souvisi S poSkozenim DNA. Bunéc¢na linie HelLa
odvozena od nadoru dé€lozniho hrdla byla po dobu 24 hodin ovlivnéna derivaty
narciklasinu s oznacenim JJ34, JJ35 a JJ37. Kazda z latek byla aplikovana ve dvou
koncentracich (0,1 uM a 1 uM). Byly porovnany zmény hladin exprese proteint
S kontrolnimi neovlivnénymi bunikami, oznaCenych jako K a s Kkontrolnimi
neovlivnénymi bunikami s ptidavkem DMSO, ozna¢enych jako K+DMSO (obrazek 9).
Caspasy se nachazeji v buiice jako neaktivni procaspasy, které jsou Stépeny pfii
apoptose na své aktivni fragmenty. Stépeni caspasy 7 (velikost 35 kDa) na aktivni
fragment caspasy 7 (velikost 20 kDa) byl pozorovan po ovlivnéni latkami JJ34, JJ35
a JJ37 v koncentraci 1 uM. V koncentraci 0,1 uM nebyly pozorovany vyrazné zmeny.
Protein PARP-1 je substratem pro caspasy. Tim, Zze byla aktivovdna caspasa,
doslo ke Stépeni substratu PARP-1. Byl detekovan fragment proteinu PARP-1
o velikosti 89 kDa, ktery je dulezitym markerem indukce apoptosy. Fragment byl
indukovan po 24 hodinovém ovlivnéni studovanymi derivaty JJ34, JJ35 a JI37 pii
koncentraci 0,1 uM, ale pti koncentraci 1 uM byla hladina exprese exprimovéna daleko
siln€ji. Nejsiln€jsi hladina exprese proteinu byla pozorovana v bunikdch ovlivnénych
latkou JJ37 o koncentraci 1 uM, nebot substrat PARP-1 byl caspasou zcela rozstépen.
Déle byly detekovany snizené hladiny exprese antiapoptotickych proteind
genové rodiny Bel-2. Genova rodina Bel-2 ma antiapoptotickou funkci a je vyznamnych
regulatorem vnitini mitochondridlni drahy apoptosy. Pokud dojde k roztrZeni
mitochondrialni membrany, je spusténa apoptosa. Hladina exprese antiapoptotického
proteinu Bcl-2 byla beze zmén u vSech latek JJ34, JJ35 a JJ37 v obou studovanych
koncentracich. Naopak hladina exprese proteinu Mcl-1 klesala se zvySujici se

koncentraci studovanych latek JJ34, JJ35 a JJ37. Ke sniZené hladin€ exprese by mohla
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prispét i prave aktivovana caspasa, ponévadz muiize $tépit protein Mcl-1 (Snowden et al.,
2003).

Protein p53 je naddorovy supresor, pro ktery je typické sjednocovat bunécné
odpovédi na stres, hypoxii, poSkozeni DNA a telomer (Slaby et al., 2015). ZvySena
hladina proteinu p53 se nachazela hlavné u kontrolnich neovlivnénych bunék, coz
poukazuje na stres bun¢k pfi jejich pasazovani ¢i nasledném sklizeni.

Funkci retinoblastomového proteinu je regulace buné¢ného cyklu.
Retinoblastomovy protein pievazuje v Go/G; fazi ve své nefosforylované formé a pokud
dojde k fosforylaci, mize bunika vstoupit do S-faze (Weinberg, 1995; Slaby et al.,
2015). Defosforylovany Rb protein byl pozorovan po aplikaci latek JJ34, JJ35 a JJ37
v koncentraci 1 uM, coz poukazuje na fakt, Ze v piipadé¢ defosforylace dojde
k zablokovani buriky, v ptipad¢ studovanych latek ve fazi S, a aktivuji se kontrolni
mechanismy ve snaze opravit DNA. U¢inek latky byl natolik silny, Ze byla spuiténa
apoptosa. Zaroven byla pozorovana i snizena hladina exprese Rb, coz je dikaz silné
cytotoxicity latek, zpisobujici rozpad bunék. Po aplikaci latek JJ34, JJ35 a JJ37

v koncentraci 0,1 uM zména hladiny exprese pRb i Rb proteinu pozorovana nebyla.

K DMSO _Ji34 J135 J137
0 o+ 01 1 01 1 0,11 HM
116kDa —| S8 - A e PARP -1
89 kDa — — - - $t&pny PARP -1
p53
53 kDa —|
35 K02 > | ———————————— caspasa - 7
20 kDa — — fragment caspasy - 7
110 kDa —>| *H— S S — — pRb
110kDa —| M. . botel
40kDa = s v - - Mel-1
26 kDa | S S e . . e — Bcl-2

45 KDa | - — ——— —— " B-actin

Obrazek 9: Imunodetekce pro- a antiapoptotickych proteinii na membrané. Buiiky HeLa byly ovlivnény 24
hodin derivaty narciklasinu JJ34, JJ35 a JJ37 v koncentracich 0,1 pM a 1 pM.
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4.2 Biochemicky test aktivity caspas

Jednim z charakteristickych znakl apoptosy je aktivace caspas, a to stépenim neaktivni
procaspasy na aktivni caspasu. Za ucelem potvrzeni apoptosy u bunék byl proveden
biochemicky test aktivity caspas. Stanoveni aktivity caspas bylo provedeno na vzorku
ovlivnénych bunék Hela studovanymi latkami JJ34, JJ35 a JJ37 v koncentraci 0,1 uM
a 1 uM po dobu 24 hodin. Byl pouzit substrat caspas Ac-DEVD-AMC a inhibitor
Ac-DEVD-CHO. Ke stanoveni aktivity, byl méfen fluorescencni signal vznikly pfti
Sté€peni substratu caspasou 3/7, Vintervalu jedné hodiny po dobu 6 hodin. Posledni
méfeni probéhlo po 24 hodinach od prvniho méteni. Do grafu byla vyhodnocena 6 - ti
hodinova inkubace (graf 1). Hodnoty fluorescence byly dany do poméru s hodnotou
kontrolniho vzorku a pfevedeny na relativni hodnoty aktivity caspasy.

Z relativnich hodnot aktivity caspas byl sestaven graf (graf 1). Z grafu lze
pozorovat, ze aktivita caspasy 3/7 byla nejvyssi po aplikaci latky JJ37 s koncentraci
1 uM. V porovnani s kontrolnimi neovlivnénymi buikami, byla aktivita celkové
4,1 krat vys$si. V bunkach HeLa odvozenych od nadoru délozniho hrdla se po aplikaci
latek JJ34 a JJ35 zvySovala aktivita caspas v obou studovanych koncentracich. Latka
JJ34 méla pii koncentraci 0,1 uM aktivitu 1,7 krat vyssi a pii koncentraci 1 uM byla
aktivita vyssi 2,5 krat. Latka JJ35 zptsobila pfi koncentraci 0,1 uM aktivitu 1,1 krat
vysSi a ve své vyssi koncentraci (1 uM) byla aktivita vyssi 1,8 krat.

Zvysena aktivita caspas po aplikaci latek JJ34, JJ35 a JJ37 v koncentraci 1 uM,
koreluje s vysledky =z Western blottingu, kdy dochazelo ke S$tépeni proteinu
PARP-1 (kap. 4.1; Obrazek 9). Z vysledki vyplyva, ze v bunkéach byla aktivovana

caspasa a probihala apoptosa.
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Graf 1: Vysledna relativni aktivita caspasy 3/7, urlena pomoci biochemického testu, v buiikach Hela
ovlivnénych derivaty narciklasinu po dobu 24 hodin v koncentraci 0,1 pM a 1 pM.

4.3 Pritokova cytometrie (analyza buné¢ného cyklu)

Poslednim experimentem, ktery byl proveden, byla analyza buné¢ného cyklu. Derivaty
narciklasinu JJ34, JJ35 a JJ37 byly aplikovany ve dvou koncentracich (0,1 uM
a 1 uM) a ovlivnéni bunééné linie HeLa studovanymi latkami probihalo po dobu
24 hodin. Poté byly bunky sklizeny pomoci trypsinizace, byl aplikovan propidium jodid
za ucelem oznaCeni DNA a nasledné byla provedena analyza pomoci pritokového
cytometru.

Obsah DNA, ziskany méfenim pomoci prutokové cytometrie, byl piepocitan
na procentudlni obsah bunc¢k ve fazich bunééného cyklu. Procentualni obsah byl
nasledné¢ vyhodnocen do grafu, znéhoz vyplyva, ze vliv studovanych derivatl
narciklasinu se lisil obsahem buné€k v jednotlivych fazich bunécného cyklu (graf 2).
Studované derivaty narciklasinu ovliviiuji bunéény cyklus sniZzenim poctu bunck ve fazi
Go/G; a zvySenim poctu bunék ve fazi S a G,/M, a zaroven narust bunééné populace
v subG; fazi (graf 2 a 3, obrazek 10). Jestlize je pocet bunék v Go/G; fazi snizen,
a zvySen v S fizi, bunky nemiizou vstoupit do dalsi faze bunécného cyklu a jsou
iniciovany kontrolni mechanismy nebo apoptosa. Po aplikaci latky JJ37 v1 uM

koncentraci dochazelo k vyraznému bloku bunék v S fazi, coz je v souladu s vysledky
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z imunodetekce, jelikoz byl defosforylovan Rb protein. Z toho vyplyva, Zze DNA byla

V bufice zmnozena, ale bunika nemohla vstoupit do faze Go/M a rozdélit se. Pocet bunék

ve stadiu apoptosy, spolecné s jejich fragmenty je zaznamenan ve fazi subGj, kdy

s

nejvyssi

procento apoptotickych bunék odpovida latce JJ37 v koncentraci 1 uM (graf

3), z ¢ehoz vyplyva, ze latka JJ37 v koncentraci 1 upM byla pro bunky pfili§ toxicka.

Latkami JJ34 a JJ35, pii koncentraci 1 uM, bylo zptisobeno zvyseni zastoupeni bunék

ve fazi S a také pfi této koncentraci nartistala hodnota faze subGi, ovSem ne tolik

vyrazné jako pro jiz zminovanou latku JJ37 (graf 3).
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Graf 2: Procentualni zastoupeni bunék cervikalniho karcinomu HeLa ve fazich bunééného cyklu (Go/Gy; S;
G,/M) zméiena priitokovym cytometrem. Bunééna linie byla ovlivnéna studovanymi latkami po dobu 24 hodin
(koncentrace 0,1 pM a 1 pM).
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Graf 3: Procentualni zastoupeni apoptotickych bunék a jejich fragmenti v subG; fazi bunééného cyklu,
zméiené pritokovym cytometrem. Ovlivnéni bunééné linie HeLa derivaty narciklasinu trvalo 24 hodin.
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Obrazek 10: Histogramy z priitokové cytometrie, zobrazujici i¢inek studovanych latek na bunéény cyklus
v nadorové bunééné linii HeLa odvozené od lidského cervikdlniho karcinomu (A - kontrolni buiiky;
B - kontrolni buiiky s DMSO; C — 0,1 uM JJ34; D — 1 uM JJ34; E — 0,1 pM JJ35; F — 1 pM JJ35; G — 0,1 uM
JJ37; H-1uM JJ37)
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5 DISKUZE

Cilem experimentdlni casti bakalaiské prace bylo stanovit antiprolifera¢ni G¢inky
novych derivati narciklasinu na lidskou nadorovou bunécnou linii HeLa odvozenou
od nadoru de€lozniho hrdla in vitro, metodou western blotting, biochemickym testem
aktivity caspas a pratokovou cytometrii. Studovana koncentrace 0,1 uM a 1 uM byla
vybrana na zakladé¢ cytotoxicity K buné¢né linii HeLa. Alkaloidy ¢eledi amarylkovitych
antivirotické, antibakterialni, antifungdlni, antimalarick¢é a analgetické¢ (Fiirst, 2016;
He et al., 2015) a proto jsem se v této bakalaiské praci zabyvala studiem antiproliferacni
aktivity novych derivath narciklasinu.

Nejdiive byla provedena imunodetekce, pomoci které byly sledovany hladiny
exprese proteintt souvisejicich s apoptosou. Apoptosa ma dveé signalni kaskady: vnéjsi
(receptorovou) a vnitini (mitochondrialni; Klener et al., 2010). Iniciaéni caspasy (8, 9)
jsou na zacatku aktivacni kaskady apoptosy a na konci signalni kaskady jsou caspasy
efektorové (3, 7; Slaby et al., 2015), které se vbuice vyskytuji jako neaktivni
zymogeny. Neaktivni zymogeny caspas jsou po jejich aktivaci Stépeny na aktivni
fragmenty caspas (Hengartner, 2000). Hladiny exprese caspas byly studovany
v bunikach HelLa po ovlivnéni studovanymi latkami JJ34, JJ35 a JJ37 v koncentracich
0,1 uM a 1 uM po dobu 24 hodin. V experimentu se procaspasa 7 Sté€pila na aktivni
fragment caspasy 7, po aplikaci vSech studovanych latek v 1 uM koncentraci.
Nejvyraznéjsi Stépeni procaspasy 7 bylo po aplikaci latky JJ37 (1 uM), coz bylo
potvrzeno i biochemickym testem aktivity caspas, ktery vykazoval aktivitu caspas 3/7,
V porovnani s kontrolnimi neovlivnénymi buiikami, 4,1 krat vyssi. V praci Dumonta
a jeho kolektivu v roce 2007, byl detekovan aktivni fragment efektorové caspasy 3,
po aplikaci narciklasinu v koncentraci 1 uM. Ovlivnéni bunék probihalo po dobu 16-24
hodin, v bunkach PC-3 odvozenych od rakoviny prostaty (Dumont et al., 2007). V mé
praci byl pozorovan stejny efekt v buiikkach HeLa po 24 hodinovém plisobenim latky
JJ37 (narciklasin) v 1 uM koncentraci.

Substratem pro caspasy je poly(ADP-ribosa)polymerasa-1. Jelikoz byla
aktivovana caspasa 7, bylo pozorovano $tépeni PARP-1. St&peni PARP-1 probihalo
u vSech studovanych latek v jejich vysSi koncentraci v bunkdch HeLa. Nejucinnéji
pusobila latka JJ37 o koncentraci 1 uM. Podobny vysledek byl pozorovan i ve vyzkumu
Van Goietsenovenové a jejiho kolektivu (2010). Fragment proteinu PARP-1 byl
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pozorovan v buiitkich VM-48 po aplikaci narciklasinu o koncentraci 1 pM a dale
v buiikkach VM-21 o koncentraci 500 nM. Bunky VM jsou odvozené od kozniho
melanomu (Van Goietsenoven et al., 2010). Stépeni fragmentu PARP-1 bylo
pozorovano i v buikach Hela, kter¢ byly 24 hodin ovlivnény alkaloidem
distichaminem o koncentraci 10 a 20 uM (Nair et al., 2014).

Mezi vyznamné regulatory apoptosy patii antiapoptotické a proapoptotické
proteiny z genové rodiny Bcl-2, které slouzi jako inhibitory a promotory apoptosy.
V mé praci byl detekovan vliv studovanych latek na proteiny Bcl-2 a Mcl-1. Hladina
exprese proteinu Bcl-2 nebyla zménéna, ale hladina exprese proteinu Mcl-1 klesala se
zvySujici se koncentraci vSech studovanych latek. Snizeni Mcl-1 muze kooperovat
s aktivovanou caspasou, nebot’ ta jej muze Sté€pit (Snowden et al., 2003). V praci Lia
a jeho tymu (2009) bylo pozorovano snizeni proteinu Mcl-1 po aplikaci lykorinu
v koncentraci 5 a 10 uM po 24 hodinach ovlivnéni bunék myeloidni leukémie (K562)
lykorinem. V této praci byly taktéZ pozorovany aktivni efektorové caspasy 3 a 7,
a zaroven i $tépeni PARP (Liu et al., 2009). Mizeme tedy predpokladat, ze narciklasin
a lykorin maji stejny mechanismus ucinku. Studované latky byly ovSem ucinnéjsi nez
lykorin, jelikoz vySe popsané vysledky byly pozorovany po aplikaci nizsich
koncentraci.

Nefosforylovany retinoblastomovy protein reguluje Go/G; fazi a v ptipadé
fosforylace proteinu Rb buiika vstoupi do faze S (Weinberg, 1995; Goodrich et al.,
1991; Slaby et al., 2015). Pomoci imunodetekce byl pozorovan defosforylovany Rb
protein po pusobeni vSech studovanych latek (JJ34, JJ35 a JJ37) v jejich vyssi
koncentraci (1 uM). Studované latky byly natolik u¢inné, Ze zpusobily defosforylaci Rb
proteinu, coz znamend, ze bunéény cyklus nebyl poté spravné regulovan. Nebylo tedy
zastaveno dé€leni bunék ve fazi Go/G;, naopak doslo ke sniZeni po¢tu bunék v této fazi,
ale zvySeni bun¢k ve fazi S, na coz poukazuji i vysledky z pritokové cytometrie
(kap. 4.3).

Pomoci biochemického testu aktivity caspas, byla stanovena aktivita caspas 3/7.
Stanoveni aktivity caspas bylo provedeno za ticelem potvrzeni apoptosy, nebot aktivace
caspas je specifickym krokem apoptosy. Test aktivity caspas vysel v souladu
s imunodetekci (kap. 4.1; obrazek 9). Nejucinné;jsi latkou, zpiisobujici aktivitu caspas,
byla latka JJ37 v koncentraci 1 pM. Aktivita caspasy byla porovnana s kontrolnimi
neovlivnénymi buiikami, z ¢ehoz vyplynulo, Ze po ovlivnéni je aktivita vySsi 4,1 krat.

Nair se svym kolektivem (2014) popisuje ve své praci experiment s distichaminem,
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ktery zpusobil aktivitu caspas v buitkdich HeLa v 10 i 20 uM koncentraci (24 hodin).
V ptipadé¢ 10 pM koncentrace byla aktivita 1,5 krat vyssi a v pfipadé¢ 20 pM
koncentrace byla aktivita vyssi 3 krat (Nair et al., 2014). Latky studované v této praci
jsou vytvoiené pravé Nairem a V porovnani s vysledky aktivity caspas po ovlivnéni
distichaminem, byly studované latky u¢inng&jsi nez distichamin.

Jako posledni, byl studovan bunécny cyklus pomoci pritokové cytometrie.
Po 24 hodinovém puisobeni latek JJ34, JJ35 a JJ37 bylo pozorovano rtizné procentudlni
zastoupeni bun¢k v jednotlivych fazich bunééného cyklu. S rostouci koncentraci
studovanych latek bylo zvySeno procentudlni zastoupeni bun€k ve fazich S a G,/M,
naopak ve fazi Go/G; doslo ke snizeni po¢tu bunék. Nejvyssi éinek méla latka JJ37
Vv koncentraci 1 uM (graf 2). Pro srovnani, stejny efekt byl pozorovan v bunikach GL19
odvozenych od nadoru mozku, po aplikaci narciklasinu o koncentraci 100 nM,
nejvyraznéji po 72 hodinové aplikaci (Lefranc et al., 2009). Narciklasin (JJ37) byl v mé
praci testovan ve stejné koncentraci po krat§si dobu (24h), ale vysledek koreluje
s Lefrancem (2009), jelikoz v obou piipadech doslo ke zvySeni poétu bunék ve fazi S.
Pankratistatinové derivaty, které maji stejnou fenanthridonovou kostru jako narciklasin,
vykazuji taktéz vliv na bunécny cyklus. Progrese bunécného cyklu do ovlivnéni
pankratistatinovych derivatii byla studovana v bunikach fibroblastii embryi krys (3Y1)
a v bunkach promyelocytarni leukémie (HL-60RG). Na zaklad¢ zminéného vyzkumu je
naznaceno, ze alkaloidy ¢eledi Amaryllidaceae blokuji buné¢ny cyklus na urovni fazi
Go/G; a S (Mutsuga et al., 2002). Vliv na bunéény cyklus byl zkouman u distichaminu,
po jeho aplikaci na bunky lymfoblastické leukémie (CEM) v koncentraci 20 uM
na dobu 24 hodin, doslo ke zvysSeni poctu bunék ve fazi Go/M a subG; a snizeni poctu
bunék ve fazi Go/G; a S. Snizeni bunék ve fazi S je v souladu s vysledkem Mutsugy
(2002). Bylo stanoveno, zZe distichamin narusuje buné¢ny cyklus a indukuje apoptosu
v bunkach CEM (Nair et al., 2012), z ¢ehoz vyplyva, ze u narciklasinu nefunguje
podobny mechanismus uc¢inku na bunéény cyklus.

Nové derivaty narciklasinu (JJ34 a JJ35) substituované v poloze 2, 3, 4 a 7, byly
na zakladé tfi experimentl vyhodnoceny v porovnani s latkou JJ37, pfedstavujici
narciklasin, jako podobné biologicky aktivni. Nevyhodou je stejna cytotoxicita jako
u narciklasinu vii¢i normalnim koznim bunkédm. Bylo by vhodné hledat nové derivaty
narciklasinu, které budou mit podobnou U¢innost v nadorovych bunkéch, ale zaroven

nebudou toxické vuc¢i buttkdm normalnim.
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V soucasné dobé je narciklasin zkouman spiSe pro jeho protizanétlivé ucinky.
V nejnovejsi publikované praci Rarové a kolektivu (2019) byl zkouman extrakt

z cibulek rostliny Cyrtanthus contractus, a bylo zjisténo, ze aktivni slozkou extraktu je

-----

v nanomolarnich koncentracich (Rarova et al., 2019).
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6 ZAVER
V této bakalaiské praci byly studovany antiproliferaéni ucinky novych derivati
narciklasinu na nadorové bunécné linii HeLa odvozené od lidského cervikalniho
karcinomu in vitro. Studovana série latek z oznacenim JJ34, JJ35 byla zaloZena
na struktufe narciklasinu, ale derivaty se od sebe lisily modifikaci poloh 2, 3, 4 a 7.
Latka s oznacenim JJ37 je narciklasin. Na zaklad¢ cytotoxicity latek, byla zvolena
studovana koncentrace 0,1 uM a 1 uM, ktera byla aplikovana po dobu 24 hodin.

Experimentalni ¢ast byla provedena pomoci tii laboratornich metod, za ucelem
zjisténi antiprolifera¢nich UCinkti derivatl narciklasinu na nadorovou bunécnou linii
HelLa. Zvysledki je patrné, Ze antiproliferacni aktivita u novych modifikovanych
derivatu narciklasinu, je podobna jako pro samotny narciklasin. Po ptsobeni latky JJ37
0 koncentraci 1 uM, byla pomoci imunodetekce pozorovana aktivni caspasa 7, coz bylo
nasledné i potvrzeno dalsi experimentalni metodou, a to biochemickych testem aktivity
caspas. Aktivita caspasy byla, v porovnani s kontrolnimi neovlivnénymi buikami,
4,1 krat vyssi. Poslednim provedenym experimentem byla pritokova cytometrie.
Studované latky zapiiCinily vyss§i zastoupeni bunék ve fazi subGy, S a G,/M, a naopak
snizené mnozstvi bun¢k fazi Go/G;. Nejsilngji pusobila latka JJ37 naristem pocétu bunék
v subG; fazi a vyraznym blokem bunék ve fazi S.

Vysledky mohou poslouzit pro studium novych modifikaci narciklasinu, tedy

vytvofeni jeho dalSich derivati, za ucelem zvysSeni antiproliferacni aktivity, ale zdroven

-----

zajimava, a do budoucna piedstavuje pro védecky vyzkum slibnou perspektivu.
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