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ABSTRAKT

Nédorovy supresorovy protein p53 patri medzi najddlezitejSie regulatory bunkového cyklu
pri poSkodeni DNA. Okrem zastavenia cyklu a opravy DNA, dokaze v krajnych pripadoch
navodit’ programovanu bunkovu smrt’ — apoptézu. Mutécie génu kodujucej p53 st pritomné
u viac nez 50 % pripadov rakovinovych ochoreni. T4to diplomova praca skiima alternativne
prirodné polyfenolické latky, ktoré by mohli zvySit' hladinu a expresiu proteinu p53
v nadorovych bunkach. Prave prirodné latky by mohli byt alternativou neSpecifickych
cytostatik, ktoré prindsaju mnoho neziadtcich vedlajsich G¢inkov pocas liecby.

V teoretickej Casti diplomovej prace je vysvetlend Struktira a vlastnosti proteinu p53 a st
popisané alternativne terapeutické pristupy so zameranim na polyfenolické latky. Cielom
experimentalnej cCasti bolo zistit vplyv kurkuminu a resveratrolu v porovnani s ¢asto
vyuzivanym cytostatikom, doxorubicinom, na viabilitu nddorovych buniek a hladinu proteinu
p53. Taktiez bol preskimany vplyv tychto latok na vézbu p53 na DNA v kvasinkovych
systémoch. Bolo zistené, ze u¢innost’ doxorubicinu je v porovnani s polyfenolickymi latkami
mnohokrat vysSia, avSak pouzité polyfenolické latky by mohli byt vhodnou alternativou pri
liecbe nadorov, vdaka schopnosti spustat’ apoptdézu. Pre resveratrol bola jednoznacne
preukdzana suvislost’ medzi navodenou programovanou smrtou a zvysenou expresiou proteinu
pS3.

KTlacové slova: protein p53, rakovina, kurkumin, resveratrol, doxorubicin

ABSTRACT

The tumor suppressor protein p53 is one of the major regulators of the cell cycle after DNA
damage. In addition to stopping the cycle and repairing DNA, it can, in extreme cases, induce
programmed cell death - apoptosis. Mutations in the gene encoding p53 are present in more
than 50% of cancer cases. This thesis examines alternative natural polyphenolic substances that
could increase the level and expression of p53 protein in tumor cells. These substances could
be an alternative to non-specific cytostatics, which bring many undesirable additional effects
during treatment.

In the theoretical part of the thesis the structure and properties of the p53 protein and
describes alternative therapeutic approaches with a focus on polyphenolic substances is
explained. The aim of the experimental part was to determine the effect of curcumin and
resveratrol in comparison with often used cytostatic drug, doxorubicin, on cell viability of
tumor cells and on p53 protein levels. The effect of these substances on the binding of p53 to
DNA in yeast systems was also examined. It was found that doxorubin efficiency is many times
higher than the examined polyphenolic agents, but resveratrol was showing some potential as
a suitable alternative in the treatment of tumors, thanks to the ability to activate apotosis. It was
clearly demonstrated that there is an association between induced programmed death and
increased p53 protein expression after resveratrol treatment.

Key words: p53 protein, cancer, curcumin, resveratrol, doxorubicin



BUSANSKI, Patrik. Vliv pfirodnich polyfenolickych ldtek na expresi proteinu p53 [online]. Brno,
2021 [cit. 2021-05-21]. Dostupné z: https://www.vutbr.cz/studenti/zav-prace/detail/131454.
Diplomové prace. Vysoké ugeni technické v Brng, Fakulta chemickd, Ustav chemie potravin a
biotechnologii. Vedouci prace Vaclav Brazda.

PREHLASENIE

Prehlasujem, Ze som diplomovt pracu vypracoval samostatne a ze vSetky pouzité literarne zdroje
som spravne a uplne citoval. Diplomova praca je z hl'adiska obsahu majetkom Fakulty chemickej VUT
v Brne a méze byt’ vyuzita ku komerénym tucelom len so stthlasom veduceho diplomovej prace a dekana
FCH VUT.

podpis Studenta

Pod’akovanie

Na tomto mieste by som sa rad pod’akoval svojmu vedicemu prace, doc. Mgr. Vaclavovi Brazdovi,
Ph.D., a tiez mojej konzultantke Ing. Otilii Porubiakovej za odborné vedenie, ochotu, cenné rady a cas,
ktory mi venovali pri vypracovani tejto prace. Tiez d’akujem za prijemné pracovné prostredie kolektivu
oddelenia Biofyzikalne chémie a molekulédrnej onkolégie biofyzikalneho ustavu Akadémie vied CR,
kde bola tato praca spracovavana.


https://www.vutbr.cz/studenti/zav-prace/detail/131454

Obsah

I UVOD ottt 7
2 TEORETICKA CAST ..ottt 8
2.1 PrOtein P53 .ottt e e eeeareeen 8
2.1.1  Struktira proteinu p53 a viizbova aktivita k DNA ........cccoooiureimeeeeeeeeeeenns 8
2.1.2  MUtacie Proteinu P53 ...ceiiiieiieie ettt et 9
2.1.3 Regulacia a aktivita proteinu pS3 v bunkach..........cccccoeeviiiiiciieniiecie e 10
2.2 MozZné terapeutiCKE PIiStUPY ...ccuveeiieriieeiieriieeiieite et ettt ere et et ebeeseaeeee s 11
2.2.1  ChemoterapeULIKA ..........cecvuiieeiiieeiieeciie ettt e e eree e s e e seaeeeeareeea 12
2.2.2  Polyfenolické latky s moznymi terapeutickymi u€inkami .........c..cceceeveerneenee. 13
2.3 Metddy testovania viability po pdsobeni chemoterapeutik a prirodnych toxinov. 17
2.3.1  Spektroskopicke testy viability.........ccccceeviierieriiiniieiiieieeieee e 17
2.3.2  Sledovanie viability pomocou prietokovej cytometrie..........cceeveuveeeveereenennns 19
2.4 Modelové systémy na testovanie vplyvu polyfenolickych latok ..............cceeenee. 20
2.4.1  Tkaninoveé Kultry MCF-7.........ccooiiiiiiieie ettt 20
2.4.2  Kvasinky Sacharomyces Cerevisiae........ccveruieriieriieriiieniienieeniieeieenieesveenanns 20

3 EXPerimentalna Cast'........ccuiieiiieiiieeiiie e eiee e iee et e et eeesereesaa e e et e e enra e e eae e e beeenreas 21
Bil CHL PLACE ...eeueieeieeiieee ettt ettt ettt et ettt et e e bt e s sbeebeesabeenbeeesreensaen 21
R IV \Y P11 g B | T o) 0 1] 1 (0 [ USSP 22
3.2.1  CREMIKALIC. ...cuiiiiiiiiiieiece e 22
3.2.2  Ostatné MAteIIaAlY ....cccveeeiiieeiiieeciee e eetee et et eeebee e 23
3.2.3  LaboratOrne PriStroje ......cceeeeeerieerieeiiieniieeieenieeeieesieeeteeseeesreeseessseenseesnneenne 23
3.3 IMEEOAY -ttt ettt et ettt et eere et e eneeeneenreas 24
3.3.1  Zlozenie roztokov, médii @ PUfEIOV........ccecuieriieiiieiiieiieie e 24
3.4 Testy viability na bunkovych linidch MCF-7 ........ccccooiiiiiiiiiiieeieeceeeee e, 25
3.4.1 Priprava bunkovych liniit MCF-7.......c.cccccooiiiniiniiiiiiiiceceeee e 25
3.4.2  Testy viability MTT.....coioiiiiieiieieeiee e e 25
3.4.3 Testovanie poOsobenia pouzitych latok pomocou spektralnej prietokove;j

[0 10) 10 1] /0 (<SR P PP 27
3.5 Analyza hladiny proteinu p53 v bunkovych linidch MCF-7 .........ccccocveiiinninnnn, 27
3.5.1  Priprava IyZATU .......oeoiie et 27
3.5.2 Stanovenie koncentracie celkovych proteinov v lyzate pomocou Bradfordove;j
1000101 | USSP 27
3.5.3 Analyza proteinov pomocou SDS-PAGE elektroforézy ............cccceevuvennnne. 28
3.5.4 Imunodetekcia proteinu pS3 Westernovym prenosom........c.eeeeeveeeeveeereveenne. 28
3.6  Priprava plazmidove] DINA........coooiiiiiiiiiee ettt 29
3.6.1 Priprava kompetetnych buniek ............ccccoeveeiiiieniiieiniiieicceece e 29
3.6.2 Transformacia plazmidovej DNA do Escherichia coli ..................ccceueun... 30
3.6.3 Izolacia plazmidove] DNA ......coooiiiiiieceeece et e 30
3.6.4 Analyza izolovanej DNA pomocou agarovej elektroforézy........................... 30
3.6.5 Transforméacia plazmidovej DNA do kvasinkovych expresnych systémov ... 31
3.6.6  Luciferazovy reporterovy teSt......ccuieruierieeiieiieeieeie e 32

4 Vysledky @ diSKUSIA.....c.uiieiiieiiiieciie ettt e sree e ree e snaeeesnaee e 33
4.1 Testy viability na bunekovej liniit MCF-7.......c.ccccoiiiiiiiiiiiiiieiiieeeeeeeee e 33
4.2 Analyza hladiny proteinu p53 v bunkovych liniach MCF-7 ..........cccccoevvvenenennnen. 39
4.2.1 Analyza celkovej koncentracie proteinov po oSetreni.........coceeveevverueevvennnenne. 39



4.2.2  Analyza hladiny proteinu p53.......c.ooeoiiiiiiieeiieeeee e 40

4.3  Priprava plazmidovej DNA pre transformaciu do kvasinkovych systémov.......... 43
4.4  Analyza transaktivaéného potencialu proteinu p53 ......ccccoevveevciiencieencie e, 45
S ZAVET ettt ettt e et e ettt e ettt e et e et te e e bt e e abeeenreas 55
6 ZOZNAM POUZITEJ LITERATURY ...oviuriirriiriieeieeiesiseeesseesessessesssee s seens 56



1 UVOD

Nadorové ochorenia patria dnes medzi najcastejSie priciny imrtia celosvetovo. Za ich vznik
mdze najcastejSie nespravny zivotny styl — zIé stravovacie navyky, fajcenie, alkohol, stres ¢i
nedostatok pohybu. Nadorovd bunka sa liSi od normalnej bunky predovSetkym svojou
naruSenou schopnostou nekontrolovatelného delenia [1]. U normdlnych zdravych buniek je
bunkovy cyklus vel'mi presne regulovany niekol’kymi mechanizmami. Jednym z kl"aCovych
regulacnych faktorov je protein p53, ktory pri poskodeni DNA moéze spOsobit’ zastavenie
bunkového cyklu, opravu DNA alebo navodenie programovanej bunkovej smrti, ¢ize apoptozy
[2], [3]- S rozdielnou afinitou sa viaze cielovll sekvenciu DNA a lokalne Struktiry DNA.
Mutaciou tohto proteinu méze dochadzat’ k stratdm schopnosti potlacat’ nadorové bujnenie
a naopak mutantné p53 moézu iniciovat’ vznik nadoru [4].

Reaktivacia povodnych funkcii v zmutovanych proteinoch p53 moze byt jedna z alternativ
pri liecbe rakovinovych ochoreni [5]. Momentalna liecba vyuziva neSpecifickych cytostatik,
ktoré vSak prinasaju mnohé neziaduce vedlajSie UcCinky, ako napriklad traviace poruchy,
znizenie imunity ¢i vypadavanie vlasov. Tieto vedl'ajsie uc€inky, ktoré mozu pretrvavat’ este
dlho po liecbe, predstavuji hlavny problém pri vybere a aplikacii cytostatik [6]. Je teda prioritou
najst’ alternativne zdroje protirakovinovych zlucenin, ktoré by boli schopné obnovit’ funkcie
p53. Okrem synteticky vytvorenych polypeptidov existuje niekol'ko prirodnych
polyfenolickych latok s moznymi terapeutickymi uc¢inkami [7]. Tieto latky st zname uz
niekol’ko storoci kvoli svojim blahodarnym ucinkom na zdravie a v poslednych rokoch sa stali
predmetom mnohych protirakovinovych $tadii. Niektoré polyfenolické latky, ako napriklad
kurkumin, resveratrol alebo epikatechiny, st schopné modulovat’ aktivitu onkogénov a maju
podobné vlastnosti ako protein p53, teda su schopné zastavit' bunkovy cyklus a navodit
apoptozu [8], [9].



2 TEORETICKA CAST
2.1 Protein p53

Protein p53 bol objaveny v druhej polovici 20. storocia pri skimani onkovirusov. V roku
1979 pri vyskume mysacej bunky transfekovanej virom SV40 bola zistena produkcia proteinu,
ktory tvoril komplex s velkym T antigénom tohto virusu. Trvalo skoro 10 rokov, kym vedci
prisli na to, ze protein p53 nie je onkogén, ale prave naopak, tumor supresorovy protein. Neskor
bolo presnejSie objasnené, ze protein p53 je sucastou signalnych drah, ktorymi bunka reaguje
na stres ajeho ulohou je minimalizovat Skody spdsobené nepriaznivymi podmienkami.
V skutocnosti sa jedna o transkripcny faktor so schopnostou navodit’ expresiu génov, ktorych
vysledkom je zastavenie bunkového cyklu, vdaka comu mé bunka dostatok casu na opravu
poskodenej DNA. V pripadoch, kde je poskodenie DNA prili§ vel'’ké moze protein pS3 pomdct’
navodit’ programovant bune¢nt smrt’, teda apoptozu. Tieto funkcie plni v spolupraci s d’alSimi
proteinmi p53 rodiny (p63, p73) vd’aka interakcii s DNA [10].

Protein p53 sa nachadza v jadrach buniek po celom tele a je kddovany génom 7P53, ktory
je lokalizovany na kratkom ramene chromozému 17, dlhym 22 kb. Bolo dokazané, Ze az 50 %
vSetkych l'udskych naddorov obsahuje 7P53 mutaciu a inaktivacia TP53 génu hra rozhodujicu
ulohu pri malignej transformécii. Povaha tychto genetickych zmien v rakovinovych bunkach je
najcastejSie mutacia so zmenou zmyslu (zmena kodénu spdsobi zaradenie inej, chemicky
znacne odliSnej aminokyseliny) v jednej alele, produkujuca chybny protein, ktory sa nasledne
v tychto bunkéch vyskytuje vo vysokych koncentraciach [11], [12].

2.1.1 Struktiira proteinu p53 a viizbova aktivita k DNA

Ludsky protein p53 je jadrovy fosfoprotein, ktory ma 393 aminokyselinovych monomérov.
Struktiru p53 je mozné rozdelit’ na niekolko funkénych domén, pri¢om kazdd doména ma
jedine¢n’l ulohu a tym padom i mutacie v réznych miestach maji rézny vplyv na funkénost’
proteinu. N-koncova doména (tvorena aminokyselinami 1-42) obsahuje vdzbové miesto pre
ubiquitin ligazu zodpovednej pre degradaciu proteinu p53 a transkripéne-aktivaénii doménu, na
ktoru sa viazu proteiny transkripéného aparatu bunky. Doména bohatd na prolin (tvorend
aminokyselinami 61-94) reguluje transaktivaciu apoptickych génov a preto je nevyhnutna pre
spustenie programovanej buneCnej smrti. Centrdlna DNA védzbova doména (tvorena
aminokyselinami 102-292) umoznuje Specifické rozpoznavanie cielovych sekvencii DNA
a C- koncova doména obsahuje termodynamicky stabilnt tetramerizaénti doménu (je tvorena
aminokyselinami 324-355) a zdkladnu regulacnt doménu (AMK 363-393). Priblizne 80%
mutacii spojenych s rakovinou u ¢loveka je lokalizovanych v centralnej doméne viazucej DNA.
Tieto mutacie znemoziuju vizbu na DNA a potlacuju tak tumor supresorové funkcie p53 [2],
[13], [14]. Schéma Struktiry proteinu p53 sa nachddza na Obrazku 1.

N- koncové domény Centilna doména C-koncove domény
1
1-42 61-94 102-292 324-355 | 363-393
transkripéne domeéna DNA vizbovi doména tetramerizaéna regulac¢na
-aktivaénd doména  bohata na domeéna domeéna
prolin

Obrazok 1: Struktira proteinu p53 [2].



Protein p53, ako transkripcny faktor, zohrava klIi¢ova tlohu vo viacerych signalnych
dradhach k ¢omu je potrebnd vysoka vézbova aktivita k DNA. Véizba p53 k DNA modze byt
sekvencne Specificka alebo nesSpecifickd. Za sekvencne Specificku vizbu zodpoveda centralna
DNA vizbova doména a za neSpecifickll vizbu sa povazuje védzba inej oblasti proteinu, napr. k
C-koncovej doméne [15]. Tato nespecificka vizba vyzaduje Specifické kombinacie kofaktorov
a posttransla¢nych modifikécii. Protein rozpozndva a viaze cielovu sekvenciu (konsenzudlnu
sekvenciu p53CON) pozostavajicu z dvoch opakujucich sa motivov oddelenych medzernikom
(RRRCWWGYYY, pricom R = purin (A alebo G); W = A alebo T; Y = pyrimidin (C alebo T)).
Kazda polovica konsezualnej sekvencie pri vdzbe interaguje s dimérom proteinu p53, pricom
kazdé baza ma dolezita tillohu v kanonickej konvencnej sekvencii [13], [16].

V porovnani s inymi transkripénymi faktormi, cielové miesta viazby proteinu pS3 DNA nie
st definované len konkrétnou konvencnou sekvenciou, ale st definované aj sekunddrnou
Struktirou DNA — nespecifickou viazbou. Dvojsribovica DNA sa mdze stocit’ do superhelixu
a tym vytvarat nadzavitnicové vinutia. Naviazanie proteinov na takéto vinutia moéze zvysit
stabilitu lokalnej konformécie a/alebo vyvolat’ konformacné zmeny, ktoré vedu k vzniku
roznych alternativnych Struktir DNA. Z tychto Struktar st najlepSie popisané krizové Struktury,
l'avotociva DNA (Z-DNA), triplexy, kvadruplexy a T-slucka (Obrazok 2.). Tieto miestne Struk-
tury DNA sa bezne vyskytujii v gendémoch vSetkych organizmov. Protein p53 ich rozpoznava
hlavne C-koncovou doménou a nésledne sa k nim viaze s vysokou afinitou [17]-[19].

Obrazok 2: Schéma miestnych DNA Struktir: A. krizova Struktira, B. triplex,
C. kvadruplex, D. slucka— T [11].

2.1.2 Mutacie proteinu p53

Divoky typ p53 (wtp53) je dobre zndmym nadorovym supresorom a je kriticky dolezity pre
normalny rast a vyvoj buniek. Mutécie alebo funk&né inaktivacie génu 7P53 su ¢astym javom
v nadorovych bunkach, kde prispievaji k premene, metastdzovaniu a k vzniku rezistencie voci
liecbe nddoru. V l'udskych naddoroch je vacSina mutécii génu kédujuceho protein p53 sposobena
zdmenou (,,missense” mutaciou), jedinou nukleotidovou substituciou prevazne v DNA
vizbovej doméne (centralnej doméne). Bodova mutidcia moze zmenit' ,,zmysel” kodonu, ¢im
dojde k zmene aminokyseliny v molekule proteinu atym aj kzmene funkcie takto
exprimovaného proteinu [20].



Podl'a toho ak4 aminokyselina je substituovana, mutantné p53 sa delia do dvoch skupin.
Nasledkom kontaktnych mutacii vznika protein s naruSenou schopnostou $pecifickej vézby na
DNA. Struktirne mutacie postihuju aminokyseliny, ktoré hraju klai¢ovu ulohu pri stabilizacii
Struktury proteinu. V oboch pripadoch je naruSend schopnost’ proteinu viazat' sa na DNA
a transaktivovat’ cielové gény. Pri Stidiu mutécii bolo lokalizovanych niekol’ko pozicii, kde sa
mutacia vyskytuje frekventovanejSie ako na inych miestach. Tieto miesta sa nazyvaju
rizikovymi miestami (,,hot spots*) a protein p53 ma 6 takychto miest — aminokyseliny v mieste
175, 245, 248, 249, 273 a 282. Proteiny s mutdciou v tychto miestach maji obvykle vyssiu
stabilitu (dlh8i polcas rozpadu) a v nadorovych bunkach st pritomné vo vysokych
koncentraciach [5], [21].

Vo vSeobecnosti sa daju zhrmut’ efekty mutacii proteinu p53 do dvoch kategorii. Mutécie,
ktoré spdsobuju stratu funkcie proteinu (,,loss of function* — LOF — strata schopnosti vizby na
DNA) a mutacie, ktoré zapric¢inuju ziskanie novych biologickych a biochemickych vlastnosti
(,,gain of function — GOF). Nové ziskané vlastnosti vac¢Sinou prispievaju k onkogénnemu
potencialu proteinu tym, Ze podporuju rozvoj nadoru a rezistenciu k liecbe. Okrem toho zmuto-
vany protein p53 negativne pdsobi pri heterooligomerizécii aj na ostatné proteiny rodiny p53
(p63, p73) a zamedzuje ich naviazaniu na ciel'ové sekvencie. Medzi mechanizmy GOF mozno
zaradit’ tieZ narudenie spatnovizbovej regulaénej slucky, ktoré vedie k prediZeniu polasu
rozpadu mutantov proteinu p53 a zaroven k zvyhodneniu oproti divokého typu p53 [18], [22].

St tiez zname pripady, ked’ sa funkcia p53 strati z dovodu interakcie s inym proteinom alebo
moduléciou signdlnych dréh stvisiacich s p53. Prikladom mézu byt interakcie s proteinmi
niektorych DNA virusov, ktoré Specificky viazu a inaktivuju protein p53. U niektorych nddorov
bola tiez sledovand zvySend hladina proteinu MDM?2, ktora funguje ako ubikvitin ligaza
a umoziuje ubikvitinaciu a néslednt degradaciu p53 [23]. V tychto pripadoch sa vyuzivaju
malé peptidové molekuly, ktoré dokazu uvolnit’ vizbu proteinu MDM?2 a reaktivovat’ funkciu
wtp53 [24].

Vo vSeobecnosti vSak plati, ze hlavnou pri¢inou vsetkych mutacii je oxidacny stres, ktory
modze byt vyvolany ziarenim alebo r6znymi toxickymi molekulami z prostredia ¢i stravy.
Ionizujuce ziarenie je schopné narusit’ vodikové vazby medzi nukleovymi kyselinami a zmenit’
ich chemicku konforméciu, o mdze spdsobit’ zmeny v regulacii normalnej expresie DNA.
Pokial’ ide o reaktivne formy kyslika, ako napriklad peroxid vodiku alebo hydroxylovy radikal,
ktoré st normalnymi metabolickymi produktmi, je popisané, Ze sposobuju poskodenie a zmeny
bunkovych membran, lipidov alebo DNA [21], [25], [26].

2.1.3 Regulacia a aktivita proteinu pS3 v bunkach

Protein p53 sa tiez nazyva ,,bunkovym strazcom* alebo ,,strdzcom genomu* kvoli svojej
ustrednej ulohe v koordinacii bunkovych reakcii na Siroku Skalu bunkovych stresovych
faktorov. Ak je bunka vystavena uréitym typom stresu, vedie to k akumulécii a aktivacii
proteinu p53. Nésledna p53-riadend transaktivacia cielovych génov je podstatnou ¢rtou kazdej
dréhy stresovej reakcie. Aktivita proteinu p53 je zavisla na vel'kom pocte signalnych drah, ktoré
reaguji na zmeny bunkovej homeostazy alebo mikroprostredia a vedu k modulacii hladiny
proteinu p53, k zmene potencidlu protein - protein interakcii a védzbovej afinity, resp.
Specifickosti k DNA. K modulacii signalnych drdh p53 dochédza hlavne prostrednictvom
posttranslaénych modifikécii samotného proteinu p53 [27]. Ako transkripény faktor, ktory
aktivuje a potlaca Siroku Skalu cielovych génov, vyzaduje p53 mimoriadne zloziti siet’ na
kontrolu a ,,doladenie* reakcii na rozne stresové signaly, s ktorymi sa bunky stretavaju [3], [28].
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Hlavnym regulaénym mechanizmom proteinu p53 je jeho posttranslacnad modifikacia, ako
pocas normalnej homeostazy, tak aj pri reakciach vyvolanych stresom. Prave pri stresovych
podmienkach sa pocet posttranstlacnych modifikécii zvysi, a tym sa niekol’konasobne zvysi aj
pol¢as rozpadu proteinu p53. ZvySenim polcasu rozpadu sa zvysi aj koncentracia proteinu
v bunkach, a tym sa zvysi aj vel'kost’ jeho transaktiva¢ného potencialu. Ukézalo sa, Ze az skoro
40 aminokyselin je modifikovanych prostrednictvom fosforylacie, ubikvitindcie ¢i acetylacie.
Podmienkou vézby proteinu p5S3 na DNA ako transkripény faktoru je jeho stabilizacia pomocou
fosforylécie, ktora je zabezpecend pomocou réznych kinaz. Stabilizdcia proteinu pomocou
fosforylacie je teda klI'i€ova pre spravnu funkciu p53 [29].

Samotny protein pS3 mé vel'mi kratku Zivotnost' kvoli velkému mnoZstvu negativnych
regulacnych drah, ako napriklad vys$Sie zmieneny protein MDM?2. Nadmerné a neregulované
mnozstvo proteinu p53 by mohlo mat’ negativne G¢inky a preto je jeho reguldcia nevyhnutna.
Biosyntéza proteinu MDM?2 je regulovana spédtnovidzebne pomocou hladiny p53, so zvySujucou
koncentraciou p53 sa zvysi aj hladina MDM2, ktora ma za ilohu degradovat’ p53. Struktiirnym
homologom MDM2 je protein MDM4, ktory vSak nedegraduje p53, ale posobi na jeho
transaktivacny potencial [23], [30], [31].

2.2 Mozné terapeutické pristupy

Jednou z vel’kych t'azkosti pri lie€be rakoviny je Specifickd likvidacia rakovinovych buniek
pri sicasnom chraneni zdravych buniek. V dnesnej dobe najrozsirenejSim pristupom lieCenia
nadorovych ochoreni je pouzitie radioterapie, operacii ¢i chemoterapie, presnejsie cytostatik.
Jedna sa o latky, ktoré maju toxicky charakter, priamo zastavuji rast a mnozenie buniek.
Cytostatika st neSpecifické a poskodzuju bunky v roznych fazach bunkového cyklu, hlavne
pocas mitozy. Na bunky, ktoré sa delia pomalSie tym padom nemaju velky vplyv, avSak
existuju aj tkaniva, kde maju bunky fyziologicky zvysenu replika¢nu frekvenciu a dochadza tak
k vedl'ajsim uc¢inkom lieCby. Tym su traviace poruchy, znizenie imunity, vypadavanie vlasov,
zniZenie tvorby erytrocytov, trombocytov a granulocytov [6].

Reaktivacia funkcii divokého typu v zmutovanych p53, najméd indukcia apoptozy,
poskytuje atraktivnu terapeutickl stratégiu na prekonanie tychto tazkosti. Za poslednych 15
rokov bolo zameranych mnoZstvo §tudii na vyvoj prostriedkov na obnovenie funkcie p53
divokého typu v bunkach. Pri mutaciach dochadza k zniZeniu stability proteinu p53, ktort ale
je mozné stabilizovat’ pomocou réznych ligandov. AvSak nie vSetky mutanty moézu byt
stabilizované na uroven wtp53 anie vsSetky mutanty s obnovenou funkciou vykazuju
transkripcnt aktivitu [32]. Bolo identifikovanych niekol’ko syntetickych polypeptidov a malych
molekul, ktoré by mohli mat’ schopnost’ obnovit’ funkcie divokého typu u mutantov p53. Medzi
tieto latky patria PRIMA-1 a CDB3, avsak ich presné mechanizmy este stale nie si vysvetlené
[5], [33], [34].

DalSou moznostou je v€asna detekcia mutantnych proteinov p53. Prikladom je mutant p53-
R2498, ktory sa tvori posbenim afaltoxinov. Tento mutant je mozné detekovat prostrednictvom
krvného testu zaloZen¢ho na plazmatickej DNA. AvSak aj v tomto obore je potrebné spravit’
pokrok s cielom posudit’ ako, a v akom kontexte moze byt mutant ako biomarker pouZzitel'ny.
Jednak by sa mohol pouzit’ na monitorovanie prebiehajicej expozicie aflatoxinu alebo by sa
mohol pouzit’ na v€asné zistenie rakoviny pecene [35].
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2.2.1 Chemoterapeutika

Chemoterapeutika su latky produkované synteticky a vyuzivaju sa najcastejSie ako lieCiva.
Do tejto skupiny latok patria napr. antibiotika, antipyretika, virostatika, ¢i cytostatikd. Pri
bakteridlnych a parazitdrnych infekciach sa najcastejSie vyuzivaji sulfonamidy, ktoré
zabranuju syntéze kyseliny listovej, ktora je nevyhnutna pre rast mikroorganizmov, a tym
prispieva k zastaveniu rastu buniek. Medzi d’alSie u¢inné latky, ktoré sa prevazne pouzivaju
proti gram-negativnym baktéridm, patria inhibitory gyrazy. Enzym gyrdza je nevyhnutna pri
replikacii DNA, pri ktorej zabezpecuje jej rozvinutie a nasledné zavinutie. Derivaty chinolinu
—fluochinoly, kyselina nalidixova a kyselina oxolinova inhibuju tento enzym a zabraiuju
vytvoreniu audrzaniu sprivnej priestorovej Struktiry DNA. Daldimi vyznamnymi
chemoterapeutickymi latkami s antibakteridlnymi vlastnosti st nitrofurany, sulfasaliziny,
chlorchinolinoly, ¢i fluorochinolény [36], [37].

Pod pojmom chemoterapia sa historicky mysli liecba nadorovych ochoreni pomocou

cytostatik. Cytostatika mézeme rozdelit’ podl'a posobenia na bune¢ny cyklus:

a) fazovo Specifické — zasahuju a inhibuji danti fazu v bunkovom cykle (vinka alkaloidy,
hydroxyurea 5-fluorouracyl ...),

b) cyklus sSpecifické — pdsobia pocas vsetkych faz cyklu — fazovo nespecifické (alkylacné
¢inidl4, doxorubicin),

c) cyklus nespecifické — nezavislé na bunkovom cykle a proliferacnej aktivite (bleomycin,
derivaty nitrozourei).

Cytostatika mozu poOsobit’ réoznym mechanizmom uc¢inku, moézu inhibovat syntézu
nukleovych kyselin, poSkodit’ Struktiru nukleovych kyselin alebo mikrotubuldrnych proteinov
sluziacich na spravne delenie buniek, alebo m6zu inhibovat’ proteosyntézu ¢i poskodit’ bunecné
membrany. Ako prvé cytostatikd sa zacali pouzivat' alkylujice latky ako napriklad
oxazafosforiny, chlorambucil, B-chlorethylaminy, ethyleniminy, derivaty nitrosomocoviny a
dalsie. Mechanizmus ucinku spociva v prenose a naviazani alkylového zvySku na molekulu
DNA, vd’aka comu dochadza k inhibicii jej funkcie prenéasat’ genetickt informéciu.

Cytostatika, ktoré blokuju syntézu (doxorubicin) alebo priamo nahradzuju prekurzory
nukleovych kyselin, sa nazyvaji antimetabolity. Ich delenie stvisi so Struktirou, na zaklade
ktorej su zabudované do molektill DNA alebo inhibuju syntetické procesy danych prekurzorov.
Analogy kyseliny listovej (raltitrexed, methotrexat) inhibuju syntézu nukleovych kyselin.
Analdgy purinu (6-merkaptopurin, kladribin) inhibuju biosyntézu purinovych baz. Pre inhibiciu
pyrimidovych baz sa pouzivaju analégy pyrimidynu (cytarabin, 5-fluorouracil).

Dnes sa Coraz CastejSie vyuzivaju prirodné cytostatika, ktoré st vacSinou rastlinného pévodu.
S to najcCastejsie alkaloidy, ktoré poSkodzuju cytoskelet, konkrétne bunecné mikrotubuly, ¢im
bréania spravnemu rozdeleniu buniek. Najznamejsie alkaloidy s cytostatickymi ucinkami st
ziskavané z katarantu ruzového (Vinca rosea).

Struktarne odlisnymi latkami su protinadorové antibiotika, ktoré boli ziskané z roznych
druhov Streptomyces. Tieto lie€iva maji vel'mi silny az toxicky antibakteridlny Gc¢inok a preto
sa CastejSie pouzivaju ako cytostatikd, nez na lieCenie infekcii. Medzi tieto latky zarad'ujeme
antracykliny, bleomycin, mytomicin C a daktinomycin.

Medzi najmodernejSie cytostatické lieCivda sa zarad’uju platinové cytostatika, ktoré
sposobuju interkalaéné vizby DNA ,cross-links®“. V stcasnej dobe sa v klinickej praxi
pouzivaju cisplatiny, karboplatiny a oxaloplatiny [38]-[40].
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2.2.1.1 Doxorubicin

Doxorubicin je cytostatikum s antracyklinovou zakladnou Strukarou, ktord mé schopnost’
interkalovat’ sa do jadrovej DNA. Interkaldcia je nekovalentnd vidzba cytostatika medzi
dvojsrobovicu DNA, kde sa naviaze pomocou vodikovych mostikov. Vd’aka tejto schopnosti
inhibuje funkciu topoizomerazy II atym zastavuje replikdciu DNA, transkripciu atym
isyntézu RNA zavisley na DNA. Zchemického hladiska sa jedna o 3-
hydroxyacetyldaunorubicin hydrochlorid (Obrazok 3), ktory je izolovany zo Streptomyces
peucetius. Povodne sa doxorubicin vyuzival ako antibiotikum voc¢i gram-negativnym
baktériam, dnes sa vyuZziva hlavne ako cytostatikum pri lieCeni rakovinovych ochoreni. Okrem
interkala¢nych ucinkov, redukciou doxorubicinu vznikaju kyslikové radikaly, ktoré poskodzuju
rozne intracelularne Struktiry, hlavne mitochondrie a endoplazmatické retikuld. Pri
terapeutickom pouziti u ¢loveka tieto radikaly tiez poskodzuji myokard skrz peroxidaciu
lipidov, nakol’ko myokard obsahuje malo antioxidaénych enzymov. Studie ukazali, Ze
doxorubicin je €inny pocas celého bunkového cyklu hlavne u rychlo proliferujuch tkanivéch,
napriklad nadorové tkanivo, ale aj kostna dreii, gastrointestindlne sliznice ¢i vlasové bunky,
a preto ma typické vedl'ajsie ucinky [41], [42].
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Obrazok 3: Struktirny vzorec doxorubicinu [41].
2.2.2 Polyfenolické latky s moZnymi terapeutickymi u¢inkami

V rakovinovych bunkach sa bezne vyskytuje abnormaélna reguldcia bunkového cyklu a
inhibicia signalnych drah apoptozy. Pri liecbe rakoviny sa Siroko pouziva chemoterapia
zamerana na rakovinové bunky s abnormalnym profilom bunkového cyklu alebo indukciou
apoptozy. Vacsina chemo- a hormonalne terapeutickych latok ma silné vedl'ajSie ucinky, ku
ktorym prispela ich cytotoxicita. Preto je skuto¢ne dolezité vyhl'adavat alternativne cytotoxické
latky, ktoré sa zameriavaju na progresiu bunkového cyklu a indukuju apoptéozu konkrétne
nadorovych buniek bez poSkodenia normalnych buniek. Potencidl rastlin ako zdrojov
protirakovinovych zlu¢enin je v sucasnosti dobre zaznamenany v tradi¢nej medicine aj v
experimentalnych nalezoch. V niekolkych pripadoch boli fytochemické zluceniny priamo
pouzité alebo chemicky upravené na vyvoj chemikélii pouzivanych v modernej medicine
vratane protirakovinovych liekov [43], [44].
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Jedna zo skupin prirodnych latok s moznymi terapeutickymi G¢inkami st polyfenolické
latky, ktoré disponuju velkou Skélou biologickych ucinkov, ako antibakterialne, antivirotické,
analgetické, antialergénne, cytostatické, apoptotické, estrogénové a mnohé d’alSie. Vd'aka
svojim u¢inkom su intenzivne Studované ako terapeutické latky proti nddorovym ochoreniam
ako alternativy k cytostatikdm. Je zndmych niekol’ko mechanizmov, ktorymi prirodné
polyfenolické latky ovplyviuju rast nadorov, z ktorych najvyznamnejsie su modulacie aktivity
onkogénov a nadorovych supresorov. Okrem toho maju podobné vlastnosti ako protein p53,
teda moézu zastavit bunkovy cyklus anavodit’ apoptézu buniek. Medzi najvyznamnejSie
induktory apoptozy polyfenolickej povahy patria epikatechiny, genistein, resveratrol c¢i
kurkumin [7], [9], [45].

U tychto latok je vSak problematickd takzvana biologickda dostupnost, ktora definuje
mnozstvo stravenych, absorbovanych a metabolizovanych Zivin normélnymi biochemickymi
cestami. Metabolicka aktivita polyfenolickych latok zavisi od vnutornej aktivity, relativnej
absorpcie z Creva, rychlosti metabolizmu a eliminacie. Véac¢Sina polyfenolov je v potravinach
pritomna vo forme esterov, glykozidov alebo polymérov a metabolizuje sa beznou cestou. Pred
absorpciou musi byt’ polyfenolicka latka hydrolyzovana traviacimi enzymami alebo ¢revnou
mikroflorou pritomnou v hrubom c¢reve. Nésledne pocas absorpcie prechadzaja polyfenoly
rozsiahlou modifik4ciou vd’aka konjugécii v ¢revnych bunkéach a d’al§im spracovanim v peceni
metylaciou, sulfataciou ¢i glukuronidaciou. Preto sa ich formy zistené v krvi a tkanivach liSia
od tych, ktoré s pritomné v potravinach. Navyse, biologicky najaktivnejsSie polyfenoly nie su
nevyhnutne najbeznejsimi v strave. Porozumenie biologickej dostupnosti polyfenolov je teda
dolezité pre urcenie ich G¢inkov na zdravie. Jednym z moznych rieSeni je vhodna kombinacia
niekol’kych polyfenolov alebo kombinacie polyfenolov s inymi prirodnymi latkami zamerané
na definované biologické ciele. Spravne kombindcie mikrozivin navySe umoznuju pouZzitie
niz8ich davok jednotlivych zloziek bez toho, aby sa znizila ich G¢innost’. Tento novy pristup
otvara moznost’ vyvinut’ ucinnejsie stratégie proti réznym l'udskym chorobam vratane rakoviny
[8], [46].

2.2.2.1 Kurkumin

Kurkumin je Zlto-oranzovy vo vode nerozpustny prasok produkovany rastlinou Kurkuma
dlha (Curcuma longa), ktoré rastie prevazne v juznej ¢asti Azie. V nastrithanej podobe sa asto
vyuziva v gastronémii ako zIt¢ palivé korenie snazvom ,kurkuma®“ s obsahom
77 % kurkuminu. Okrem toho sa kurkuma casto vyuziva ako farbiaca latka v potravinarstve
a v textilnom priemysle. Samotnd molekula kurkuminu ma hmotnost’ 368,37 Da a obsahuje dva
aromatické kruhy s dvoma hydroxilovymi a dvoma methoxylovymi skupinami spojené a, -
nenasytenymi karbonylovymi skupinami (Obrazok 4) [47], [48].
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o) N P o)
H3C/ \CH3
HO Curcumin OH

Obrazok 4: Chemicka Struktura kurkuminu [47].
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Kurkumin sa dlhodobo pouziva ako prirodny liek pri lie€be mnohych chorob. Niekol'ko
klinickych testov ukazalo, Ze kurkumin ma pri nizkych koncentraciach potencialne terapeutické
a preventivne uc¢inky voci kardiovaskularnym ochoreniam, roznym druhom rakoviny, zapalom
¢i cukrovke. Tiez u€inne znizuje cholesterol v krvi, inhibuje tromboézu a vyuZziva sa ako zlozka
liekov proti kasli ¢i anorexii. Napriek tomu ma kurkumin kvoli svojej nizkej rozpustnosti vo
vode zIu biologicku dostupnost’ a jeho klinickd u€¢innost’ je zna¢ne obmedzend. Za poslednych
niekol'ko rokov problémy s biologickou dostupnost’ou stiviseli so zlou absorpciou, distribuciou,
metabolizmom a vyluCovanim kurkuminu v sérovych hladinach a jeho pouzitie bolo
obmedzené. Tieto problémy moézu cCiastone vyrieSit chemicky syntetizované derivaty
kurkuminu [49].

Schopnost’ kurkuminu indukovat’ apoptézu v rakovinovych bunkéch prispieva k pochopeniu
jeho protirakovinového potencialu. Kurkumin spdsobuje zvySenu hladinu reaktivnych foriem
kyslika (ROS) a peroxidaciu lipidov, ¢o napomaha k navodeniu programovanej bunecnej smrti.
Téato apoptdéza je sprostredkovand mitochondriami pomocou aktivacie kaspaz (cysteinové
proteazy). Studie ukazali, ze apoptotické uéinky prirodného kurkuminu nestvisia so zvy$enim
hladiny proteinu p53 divokého typu (WTp53), avSak pri pouziti chemicky syntetizovaného
derivatu  kurkuminu DKI1 ((£)-3-hydroxy-1-(2-hydroxyfenyl)-3-fenylprop-2-en-1-on —
(Obrazok 5) bolo zistené vyznamné navySenie hladiny p53 uz po 24 hodinovom oSetreni [43],
[50].

Je vSak potrebné¢ poznamenat, Ze dlhodobé uZzivanie vysokych davok kurkuminu moze
pOsobit’ nepriaznivo na zdravie a moze vyvolat’ aj poSkodenie DNA a s tym stuvisiace mutacie.
Navyse niekol’ko stadii [51] preukézalo, ze vysoka koncentracia kurkuminu méze inhibovat
apoptozu indukovant chemoterapeutikami [S1]-[54].

Obrazok 5: Chemicky syntetizovany derivat kurkuminu DK1 ((Z2)-3-hydroxy-1-(2-hydroxyfenyl)-
3-fenylprop-2-en-1-on [43].

2.2.2.2 Resveratrol

Dal$ou latkou s moznymi terapeutickymi u¢inkami patriace medzi polyfenoly je resveratrol.
Jedna sa o derivat stilbenu produkovany u vyssich rastlin (vinna réva, olejnice, borovice) ako
odpoved na stres alebo infekciu. Resveratrol sa vyskytuje v cervenom vine, ato
v koncentraciach od 0,2 az 15 mg/l v zavislosti na odrode. Zakladnu Struktaru tvori trans-
resveratrol (3,5,4'-trihydroxystilben) (Obrazok 6), ktoré¢ho naslednou izomerizaciou mdze
vznikat’ menej stabilny cis-izomér. Vd’aka hydroxylovym skupindm ma resveratrol vysoké
antioxida¢né ucinky, nakol'ko hydroxylové skupiny vykazuju afinitu k neparovym elektronom
radikélu a tym znizujt ich reaktivitu. Predpoklada sa, Ze resveratrol moZze pozitivne vplyvat’ na
spomalenie starnutia, prave preto sa Coraz CastejSie vyuziva ako potravinovy doplnok [55], [56].
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Obrazok 6: Chemicka Struktura trans-resveratrolu [55].

Resveratrol z roznych zdrojov, vratane hrozna, cucoriedok, brusnic, moruse a arasidov, je
aktivne Studovany ako potencialny terapeuticky liek. Resveratrol ma Siroku skélu biologickych
ucinkov vratane antioxidacnych, protizapalovych, protirakovinovych a antidiabetickych. Je
pravdepodobné, Ze resveratrol posobi inhibi¢ne v troch hlavnych $tadiach karcinogenézy, a to
pocas iniciacie, propagacie a progresie nadoru. Molekuldrne mechanizmy, ktoré¢ prispievaju k
protirakovinovej aktivite resveratrolu, vSak nie s Gplne pochopené. Ukézalo sa, ze inhibicia
rastu vyvolana resveratrolom je spojena hlavne so zastavenim bunkového cyklu a indukciou
apoptotickej smrti v rakovinovych bunkovych liniach rézneho povodu. Stadie preukazali, Ze
resveratrol indukuje apoptozu zévisla na p53 v T'udskych rakovinovych bunkovych liniach
[571-[59].

2.2.2.3 Extrakty zo zeleného caju

Extrakt zo zeleného ¢aju, bohaty na katechiny, bol podrobeny mnohym §tidiam a ukézalo
sa, ze patri medzi latky modulujtce rast rakovinovych buniek [60], [61]. Katechiny patria medzi
flavonoidy, o je Siroka skupina polyfenolovych zlucenin, ktoré rastliny produkuji ako
produkty svojho sekundarneho metabolizmu. Katechiny a epikatechiny su latky odvodené od
flavan-3-olu s vysokymi antioxidacnymi vlastnostami. Rovnako ako jednoduché monoméry,
aj flavan-3-oly sa nachadzajua v ovoci, v korach, listoch a semenadch mnohych rastlin a v inych
potravinach, ako su orechy, fazul'a, obilniny, korenie, kari a Skorica, v kakau a v niektorych
tmavych Cokoladach. Kvoli ich vysokej koncentracii v zelenom ¢aji sa niekedy tieto latky
nazyvaju extraktom zo zelené¢ho ¢aju. Medzi ich ulohy v rastlinach patri ochrana pred r6znymi
stresovymi faktormi (napr. ultrafialové svetlo, toxiny alebo oxidacny stres); prenos signalu;
modulacia farby a aromy kvetov a ovocia; a interakcia s okolitymi rastlinami, zvieratami
a mikroorganizmami [62]

Pocetné studie z poslednych dvoch desatroci zistili, Ze vysoky prijem flavan-3-olov, vratane
epikatechinu, moze poskytovat ochranu pred kardiovaskularnymi ochoreniami a
metabolickymi poruchami. Okrem toho polyfenoly zo stravy mdzu ovplyviiovat’ a modulovat’
rozne biochemické procesy a cesty zicCastitujiice sa karcinogenézy [8], [62]. Ukazalo sa, ze tri
katechinové estery tvorené kyselinou gallovou (epikatechyn-3-galat (ECQG), epigalokatechyn
(EGC) a epigalokatechyn-3-galat (EGCG)) maju protirakovinovu preventivnu aktivitu, a ze ich
kombinacia mé synergicky U¢inok na rakovinové bunky vyvolanim apoptoézy a inhibiciou
proliferacie. Pri tychto Stadiach bol zisteny aj signifikantny ndrast apoptotickych proteinov,
medzi ktorymi bol aj protein p53 [7], [63], [64].
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2.2.2.4 Extrakty 7 kapustovitych rastlin a kvercetin

Kapustovité zeleniny, ako je brokolica, kapusta ¢i karfiol, obsahuju mnozstvo vyzivnych
latok a fytochemikalii s preventivnymi vlastnostami proti rakovine, vratane karotenoidov,
chlorofylu a vldkniny. Ich jedinecnd protirakovinova vlastnost’ stvisi s vysokym obsahom
prirodnych zlucenin obsahujucich siru znamych ako glukozinolaty, ktoré po hydrolyze tvoria
bioaktivne izotiokyanaty. Ukazalo sa, Ze tieto bioaktivne zlozky mdzu ulahéit’ detoxikaciu a
vylu¢ovanie karcinogénov, chranit pred oxidaénym stresom, inhibovat mnoZenie
rakovinovych buniek a zvySovat’ apoptozu, ¢o vedie k inhibicii rastu nadoru [65].

Kvercetin je rastlinny flavonol patriaci do skupiny polyfenolov. Nachadza sa v mnohych
druhoch ovocia, zeleniny, listov, semien a obilnin. Cervena cibula a kel s beZné potraviny
obsahujuce znacné mnozstvo kvercetinu. Kvercetin ma horku prichut’ a pouziva sa ako prisada
do doplnkov vyzivy, napojov a jedal. Medzi preventivne G¢inky kvercetinu voci rakovine patri
indukcia zastavenia bunkového cyklu, apoptéza a antioxidacné funkcia. Indukcia apoptdzy
kvercetinom v rakovinovych bunkach pocas rdéznych faz bunkového cyklu bez ovplyvnenia
normalnych buniek bola dokumentovana u r6znych druhov rakoviny in vivo a in vitro. Uvadza
sa, ze kvercetin znizuje riziko a progresiu rakoviny prostrednictvom aktivity zachytavania
vol'nych radikéalov. Stadia [66] tieZ ukazala, Ze injekcia kvercetinu priamo do nadorov prsnika
viedla k vyznamnému zniZeniu ich hmotnosti. Stadie [67] tieZ preukazali, e kvercetin moze
zosilnit’ G¢innost stibezne podavanych liekov zvySenim ich biologickej dostupnosti a
akumulécie a senzibilizdciou rakovinovych buniek na tieto chemoterapeutika [68].

2.3 Metody testovania viability po posobeni chemoterapeutik a prirodnych
toxinov

Testy viability urCuji schopnost’ organu, tkaniv ¢i buniek udrzat alebo obnovit
zivotaschopnost’. Sledovanie viability in vitro sa obSirne pouziva v biomedicinskom vyskume
avo vyvoji lie¢iv na uréovanie toxicity latok alebo ucinkov latok na zmiernenie U¢inkov
toxickych latok. Casto sa tato technika vyuZiva pre zistenie G¢innosti kryokonzervécie alebo
Gispesnosti transformaénych technik. Zivotaschopnost mozno pozorovat prostrednictvom
fyzikalnych vlastnosti buniek, tkaniv ¢i organov. Niektoré z nich zahfiiaju mechanicku aktivitu,
pohyblivost’, ako napriklad u spermii a granulocytov, kontrakciu svalového tkaniva alebo
buniek, mitoticku aktivitu a mnohé d’alSie [69].

2.3.1 Spektroskopické testy viability

Tieto testy vyzaduju inkubéciu ¢inidla s populdciou Zivotaschopnych buniek, kde prebiecha
premena substratu na farebny alebo fluorescencny produkt, ktory je mozné detekovat
spektroskopicky. Za vicSiny Standardnych kultivaénych podmienok bude mat’ inkubacia
substratu so Zivotaschopnymi bunkami za nasledok generovanie signalu, ktory je umerny poctu
pritomnych zivotaschopnych buniek. Akondhle bunky odumrt, rychlo stracaju schopnost
premienat’ substrat na produkt. Tento rozdiel predstavuje zaklad pre mnoho bezne pouzivanych
testov zivotaschopnosti buniek.

Medzi testy Zivotaschopnosti, ktoré st zalozené na premene substratu na chromogénny
produkt zivymi bunkami, je najrozSirenejSi a najuniverzalnejsi test MTT. MTT je vo vode
rozpustna zIta zlucenina (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid), ktora sa
vplyvom mitochondridlnych reduktdz premienia na modro-fialovy krystalicky formazan
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(Obrazok 7). Formazan sa néasledne rozpusta a koncentracia sa stanovuje spektroskopicky pri
vinovej dizke 570 nm. Vysledkom je citlivy test s vynikajiicou linearitou az do 10° buniek na
jamku. I malé zmeny v metabolickej aktivite buniek moézu generovat velké rozdiely
v koncentrécii formazanu, ¢o umoziuje detekovat’ aj bunkovy stres po vystaveni toxickému
¢inidlu bez priamej bunkovej smrti [70], [71].
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Obrazok 7: Struktira substratu MTT a produktu formazanu [71].

Medzi d’alSie spektroskopické testy zivotaschopnosti patria testy redukcie resazurinu, ktoré
su vel'mi podobné testom na tetrazolium, az na to, ze vyuzivaji redoxnu energiu. Na stanovenie
poctu zivotaschopnych buniek pritomnych v bunkovej suspenzii sa pouziva test vylucenia
farbiva z bunky. Plati, Ze ak zivé bunky obsahuju neporuSené¢ bunkové membrany, ktoré
vylucuju urcité farbiva, ako je trypdnovd modrd, eozin alebo propidium, tak mftve bunky
nemaju tato schopnost’. V tomto teste sa bunkova suspenzia jednoducho premiesa s farbivom a
nasledne sa vizualne skiima, ¢i bunky absorbuju alebo vylucuju farbivo [72].

Dal$ou technikou, ktora je zaloZena na spektroskopickom merani je meranie aktivity proteaz.
Ukézalo sa, Ze meranie konzervativnej a konstitutivnej aktivity protedz v zivych bunkéch sluzi
ako ,,marker* Zivotaschopnosti buniek. Bunkovo priepustny fluorogénny proteazovy substrat
(glycylfenylalanyl-aminofluérokumarin; GF-AFC), ktory selektivne detekuje aktivitu proteazy
obmedzeni na viabilitu buniek, moze prenikat Zzivymi bunkami, priCom aktivita
cytoplazmatickej aminopeptidazy odstraiiuje glycin a fenylalanin za GUc¢elom uvolnenia
aminofluérokumarinu (AFC) a generovania fluorescencného signalu umerného poctu
zivotaschopnych buniek (Obrazok 8) [73].
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Obrazok 8: Bunkou priepustny glycylfenylalanyl-aminofluoroumarinovy (GF-AFC) substrat sa
premeni cytoplazmatickou aminopeptidazovou aktivitou na fluorescen¢ny aminofluérokumarin
(AFO)[73].
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2.3.2 Sledovanie viability pomocou prietokovej cytometrie

Prietokova cytometria je narocnd, napriek tomu rychlo rozvijajica sa pristrojova metoda,
vyuzivana ako v klinickej praxi, tak vo vyskumnych laboratoriach. Je zalozena na merani
pohybu buniek cez prietokovi komdrku, do ktorej je vzorka pod tlakom nastriekand do nosného
média. Pomocou hydrodynamickej fokusacie je prad vzorku postupne zizeny az na tol’ko, aby
bunky prechéadzali prietokovou komoérkou po jednom. Samotna analyza je prevedena pomocou
luca svetla stretdvajiiceho sa s bunkami (Obrazok 9). Technologia je unikéatna kvoli svojej
schopnosti poskytovat’ rychle, kvantitativne a multiparametralne analyzy jednotlivych zivych
alebo mftvych buniek. Jej dalSou vyhodou je, Ze je mozné analyzu vlastnosti na irovni bunky
vykonavat’ vo vzorke o vel'kom pocte buniek pocas vel'mi kratkeho ¢asového useku [74], [75].

nosne
médium

prad
vzorkn

Obrazok 9: Zakladna schéma prietokovej komorky, kde prebicha analyza pomocou 1G¢i svetla [74].

Konvenc¢na prietokova cytometria vyuziva dichroické (dvojfarebné) zrkadla a pasmové filtre
na vyber Specifickych pasiem optického spektra na detekciu pomocou bodovych detektorov,
ako su fotonasobiCe. Tento pristup bol vel'mi efektivny na detekciu signalu zo Specifickych
fluoroforov, ale vzorkovanie optického spektra s nizkym rozlisenim obmedzuje jeho uzito¢nost’
pre zlozitejSie optické analyzy. Postupne sa vyvijali nové techniky zaloZzené na
spektrofluorimetrii, ktoré su schopné zhromazdit' kontinudlne optické spektrum s vysokym
rozliSenim z jednotlivych castic. Posledné pokroky v optike a detektoroch umoznili
uskutociiovat’ uplné spektralne merania v Casovych Skalach pod milisekundu, v ktorych sa
obvykle vyskytuji merania prietokovou cytometriou. Na tom je zalozena spektralna prietokova
cytometria, ktora obsahuje namiesto klasickych optickych filtrov a zrkadiel spektrograf. Jedna
sa o pristroj, ktory rozdel'uje svetlo na frekvencné spektrum a zaznamendva signal pomocou
fotoaparatu. Modernd spektradlna prietokova cytometria predstavuje niekol’ko moznosti
nastavenia a analyzy dat, ktorych vyber je nakoniec ureny potrebami biologickych aplikacii.
Vo vSeobecnosti v§ak pomocou tejto techniky je mozné detegovat’ signal s vysokym rozliSenim
rychlejsie ako u konvenénych technik [76].

FACS (,,Fluorescent Activated Cell Sorting*) je Specializovany typ prietokovej cytometrie.
Poskytuje sposob na triedenie jednotlivych buniek heterogénne zmesi biologickych buniek do
dvoch alebo viacerych nadob, na zaklade Specifického rozptylu svetla a fluorescenénych
vlastnosti kazdej bunky. RozlisSenie medzi apoptickymi a nekrotickymi bunkami sa vykonava
pomocou dudlneho farbenia, a to Annexinem V a propidium jodidom (PI). Zdravé bunky
s hydrofobnou povahou exprimuji na svojej vnutornej membrane fosfatidylserin. Pri prechode

19



apoptozou dochadza k obrateniu membran, ¢im sa na povrch dostdva fosfatidylserin. Ten je
detekovany annexinom V a PI zafarbi nekrotické bunky, ktorych povrch je poskodeny [77].

2.4 Modelové systémy na testovanie vplyvu polyfenolickych latok

2.4.1 Tkaninové kultary MCF-7

Bunkové a tkanivové kultury dnes patria medzi najpouzivanejSich biologické modely
pouzivané vo vyskume. Bunkova kultara sa zaklada izolaciou urcitého typu buniek zo zvierata,
cloveka ¢i rastliny — tzv. ,,primokultara®. K izolécii sa najCastejSie pouzivaju techniky zalozené
na mechanickom rozruseni buniek a naslednom enzymatickom natraveni. Bunky sa kultivuja
najcastejSie na prilnavych hydrofébnych povrchoch, ale je moznéa i1 submerzna kultivacia
v suspenzii. Pri adhéznej kultivacii bunky rastu exponencidlne do momentu, kym sa nezacnti
navzajom dotykat’, ich rast sa spomali a vytvori sa jedna vel'ké vrstva buniek (,,monolayer®).
Odlepenie od kultivaéného povrchu je mozné pomocou pridania proteaz, odstranenim idonov, ¢i
znizenim teploty. Nariedenie a nasadenie kultiry do novej kultivacnej nadoby sa nazyva
pasdzovanie, ktoré je mozné opakovat’ len limitovane. Kultivacné podmienky st najcastejSie
nastavené na podmienky zhodné in vivo. Experimentalne sa kultivacia buniek in vitro pouziva
najmi pre vyvoj a testovanie novych liekov. Ako bunkové kultiry sa vyuZzivaji jednotlivé
sucasti rastlinného, l'udského, alebo 1 zvieracieho organizmu. Kultivécia je vSak neoddelitelnou
sucastou aj v klinickej praxi, napriklad pri hodnoteni kvality Stepu pre transplantaciu kostnej
drene. Sluzi tiez ako zdroj materidlu pre biotechnologické aplikacie napr. pri produkeii
monoklondlnych protilatok [78], [79].

Pévodna MCF-7 bunkova linia karcindbmu prsnika bola ziskana v roku 1970 od 69-ro¢ne;j
zeny, ktora pocas piatich rokov podstipila dve mastekémie — odstranenie prsnych zliaz. Dnes
je bunkova linia MCF-7 ziskavana z r6znych zdrojov, najCastejSie od NIH (National Institutes
of Health — ,Narodné ustavy zdravia®“) ¢i ATCC (americkd zbierka typovych kultur).
Porovavnim karotypov, rastovych kriviek, rastu v médiu, obsahu estrogénového a
progesterénového receptoru a rastu nadoru, mozno ndjst’ urcité rozdiely v jednotlivych linidch
z roznych zdrojov. MCF-7 maju tendenciu rast’ v kolénidch. M6zu rast’ na mékkom agare alebo
na pevnych povrchoch s tekutym médiom. /n vitro maji bunky MCF-7 nizku invazivnu
schopnost’. Pre kultivaciu je najCastejSie vyuzivané kultivatné médium s pridavkom
hovédzieho séra (FBS), v mnohych pripadoch obohatené o r6zne aminokyseliny, antibiotika a
tlmivé roztoky [80], [81].

2.4.2 Kvasinky Sacharomyces cerevisiae

Na preskumanie proteinu p53 sa pouziva mnozstvo modelov, ¢i uz vysSie popisané
tkaninové bunky alebo jednoduchsie eukaryotické organizmy ako kvasinky ¢i prokaryotické
baktérie. Najviac vyuzivanou kvasinkou je Saccharomyces cerevisiae, ktorej nazov je
odvodeny od latinského nézvu ,Saccharata® (cukor) a ,myces“ (huba). Kvasinky rodu
Saccharomyces patria medzi jednobunkové eukaryotické mikroorganizmy (huby). Ide o
jednoduchy a odolny organizmus, ktory sa pri dostato¢nom prisune potravy dokaze rychlo
rozmnozovat. Bunky sa pri deleni vac¢Sinou Uplne oddel'uju, a tvori teda po vyseve na platne
monoklonélne kolonie (klony vzniknuté z jedinej bunky), ¢o ul'ah¢uje napr. izolaciu mutantov.
Kvoli jednoduchej genetickej manipulovatelnosti a schopnosti posttranslacne modifikovat
proteiny sa vyuziva ako modelovy eukaryoticky systém. [82].
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3 Experimentalna Cast’
3.1 Ciel’ prace

Ciel'om experimentalnej Casti tejto diplomovej prace bolo:

e Literarna reSers k vybranej téme,

e Testovanie viability buniek po posobeni chemoterapeutik a prirodnych polyfenolickych
latok,

e Sledovanie vplyvu prirodnych polyfenolickych latok na tieto bunky a na level proteinu p53,

e Sledovanie vplyvu prirodnych polyfenolickych latok na vizbu p53-DNA v kvasinkovom
izogénnom systéme.
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3.2 Materialy a pristroje

3.2.1 Chemikalie

Agar biotechnologicky (Serva)

Ampicilin (Biotika)

Bradfordovej ¢inidlo (Serva)

DMEM médium (PAA)

DMEM médium (PAA)

Doxorubicin (Sigma)

Farbivo GelRed Nucleic Acid Gel Stain 10 000x (Biotium)

Fetéalne bovinné sérum (Biosera)

fetalne bovinne sérum (PAA)

Glukoza (Lach:ner)

Glycerol (Lach:ner)

Glycin (Penta)

HCI, 35% (LACHEMA)

inhibirory proteaz cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail (SigmaAldrich)
KCI (Lach:ner)

KH2PO4 (Lach:ner)

Kvasinkovy Extrakt (HIMEDIA)

L-glutation, redukovany >98% (Sigma-Aldrich)

lyza¢ny pufor 1x,,RIPA lysis buffer*

Lyzozym (Sigma-Aldrich)

Metanol (Penta)

MgCl - 6 H2O (Sigma-Aldrich)

MgSO4 - 5 H,0O (Sigma-Aldrich)

NayCOs3,bezvody (Lach:ner)

NaxHPOg4 (Lach:ner)

Na»S»0; (Sigma-Aldrich)

NaCl (Lach:ner)

Penicilin (Thermo Scientific)

Persiran aménny (APS) (Sigma)

Propidium iodid (Sigma)

Proteinovy rebricek Precision Plus Protein Dual Xtra Protein Standards 2—250 kDa (Bio-
Rad)

protilatka DO-1 — monoklonalni my3i (Akademie véd CR — biofyzikalny ustav)
SDS (Sigma-Aldrich)

Streptomycin (Thermo Scientific)

TEMED (Sigma-Aldrich)

Tris (Serva)

Trypton (Serva)

Zéklad pre kompletné kvasinkové médium (YPD broth) (Difco)

Zakladné médium s dusikom bez obsahu aminokyselin — Yeast NitrogeneBase (Difco)
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3.2.2 Ostatné materialy

e detekcny kit ,,supersignal West Pico™ (Thermo Scientific)

e Kmene Sacharomyces Cereviseae: TT, PU21, PUMA (Akademie véd CR —
biofyzikalny tstav)

e Izola¢ny kit E.Z.N.A. Plasmid DNA Mini Kit (OMEGA BIO-TEK)

e nitrocelul6zova membrana (Pall Corporation)

e Plazmidova DNA s pAG414GAL-p53a inzertom (Akademie véd CR — biofyzikalny
ustav)

e Plazmidova DNA s pAG415GPD-p53a inzertom (Akademie véd CR — biofyzikalny
ustav)

e Plazmidova DNA s pRS314 inzertom (Akademie véd CR — biofyzikalny tstav)

e Plazmidova DNA s pRS315 inzertom (Akademie véd CR — biofyzikalny tstav)

e Polyklonalna protilatka Anti Mouse IgG — Peroxidaza produkovand v kozach (SIGMA)

3.2.3 Laboratdrne pristroje

e Autoklav Microjet Personal Microwave Autoclave (Enbio)

e centrifuga 5804R (Eppendorf)

e Dokumentacny systém na fotenie gélov Amersham Imager 680 (GE Helathcare)
e Elektroforeticka aparatira Mini Protean Tetra Cell System (Bio-Rad)

e ELISA reader - Synergy H1 Hybrid Multi-Mode Microplate Reader (Bio Tek)
e Inkubator 1000 (Heidolph)

e Laminarny box Aura Mini (Bioair Instruments)

e MiniSpin plus (Eppendorf)

e Prietokovy cytometer SP6800 (SONY)

e Sada mikropipet (Gilson)

e Spektrofotometer Nanodrop 2000 (Thermo Scientific)

e Spektrofotometer (Implen)

e Termoblok Termo-Shaker TS-100C (Biosan)

e Trepacka Mini Shaker (VWR Life Science)

e Vaha analitycka (A&D INSTRUMENTS LTD)

e Vaha stolna Scout Pro SPU 402 (Ohaus)

e Vortex Genie 2 (MoBio Laboratories)

e Zdroj napetia PowerPac 300 (Bio-Rad)
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3.3 Metody
3.3.1 ZloZenie roztokov, médii a puferov

3.3.1.1 Média pouZité na kultivaciu bakteridlnych kultiur

LB médium
1 % trypton, 0,5 % kvasinkovy extrakt, 1 % NaCl, pH 7,0, (pridavok 1,4 % agaru pre pripravu
agarovych misiek)

SOC médium
2 % tryptén, 0.5 % kvasinkovy extrakt, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCI, 10 mM MgCl2, 10 mM
MgSO04, 20 mM glukoza.

3.3.1.2 Meédia pouZivané pri kultivacii kvasinkovych kultur

Kompletné tekuté neselektivne médium (YPDA)
50 g/l YPD, 200 mg/1 adenin.

Kompletné pevné neselektivne médium (YPDA)
50 g/l YPD, 40 ml/1 0,5 % adenin, 2 % agar.

Syntetické leucin a tryptofan selektivne médium (ItA)
6.7 g/l zékladné¢ YNB médium, 2 % dextroza, 40 ml/1 0,5 % adenin, 2 ml/l 1% histidin, 3 ml/l
3 % lyzin, 2 ml/1 1 % uracil, 2 % agar.

Syntetické selektivne médium (SRItA)
6.7 g/l zédkladné YNB médium, 0,2/ 2% rafin6za, 200mg/l adenin, 20mg/1 histidin, 30 mg/1
lyzin, 20 mg/1 uracil

3.3.1.3 Meédia pouZité na kultivdaciu tkanivovych buniek

Kultiva¢né médium DMEM
DMEM High Glucose s L-glutaminom a sodium pyruatem (Biosera), ktoré obsahovalo
100 pg/ml penicilinu a 100 pg/ml streptomycinu a 10 % fetalne bovinné sérum.

3.3.1.4 Roztoky

e 10 % APS: 1 g peroxodisiranu amoénneho, 10 ml destilovanej vody.

e blokovaci roztok — 5% susené mliecko v 1x PBS

e Blotovaci pufor 10x, 1 1 - 10 g SDS, 30,3 g Tris, 144,2 g Glycin, 100 ml metanolu,
doplnenie do 1 1: Milli-Q voda

e lyzaény pufer — 1x RIPA 10x (Millipore), 1x inhibtor proteaz (Complete, Roche)

e NanaSaci pufer CSB 5x - 100 mM Tris (pH 6.,8), 20 % glycerol, 4 % SDS, 200 mM B-
merkaptoetanol, 0,1 % bromfenolova modra.

e PBS 10x,11-2 gKCI, 2,4 g KH2PO4, 14,4 g Na2HPO4, 80 g NaCl, doplnenie do 1 1:
Milli-Q voda
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e PEG+LiAc+TE (1 ml: 100 pl 10xTE, 100 ul 1M LiAc a 800 pl 50% PEQG)

e Rozpustaci roztok MTT — 0,2 ml NP40, 0,8 ml 1 M HCI, doplnenie do 200 ml: 100 %
isopropanol

e FElektroforeticky pufer pre PAGE-SDS 10x, 1 1- 10 g SDS, 30,3 g Tris, 144,2 g Glycin,
doplnenie do 1 1: Milli-Q voda

e TAE 50x, 11-242 g Tris p.a., 18,6 g EDTA, 57,1 ml kyselina octova, doplnena Milli-Q
H20

e Zasobny roztok - 5% akrylamid: 12,5 ml 40% akrylamid:bisakrylamid 19:1, 12,5 ml 1 M
Tris (pH 6,8), 1 ml 10% SDS, doplnenie do 100 ml: Milli-Q voda

e Zasobny roztok - 10% akrylamid: 75 ml 40% akrylamid:bisakrylamid 19:1, 112 ml 1 M
Tris (pH 8,8), 3 ml 10% SDS, doplnenie do 300 ml: Milli-Q voda

3.4 Testy viability na bunkovych liniach MCF-7
3.4.1 Priprava bunkovych linii MCF-7

MCF-7 je nadorova linia adenokarcinomu prsnika. Bunky su epitelidlne, narast tvori na
pevnom povrchu iba jednu vrstvu. Pre kultivaciu buniek MCF-7 bolo pouzité komercne
dostupné DMEM médium, do ktorého bolo pridanych 50 ml fetalneho hovidzieho séra a 5 ml
100x koncentrovanej zmesi antibiotik penicilinu a streptomycinu. Bunecné kultary boli
pripravované a inkubované v kultivaénych nadobach TPP 75 cm (P-LAB) v objeme 10 ml
DMEM média. Bunky v kultivacnych nadobach boli inkubované v inkubatore pri 37 °C
(odchylkou 0,2°C), 5 % vlhkost'ou a s 5% CO> po dobu priblizne 7 dni. Po€as inkubéacie bol
optickym mikroskopom kontrolovany stav buniek.

3.4.2 Testy viability MTT

Testovanie viability sa sklada zo Styroch po sebe nasledujicich dioch, pricom cely postup
bol uskuto¢neny v UV sterilnom ,,flow boxe* a vSetky inkubacie prebiehali v inkubatore pri
37°C s 5% vlhkostou a 5% COa.

3.4.2.1 Prvydeii

Kultivacnd nadoba bola po priblizne siedmich diloch vybranad z inkubétoru a pomocou
optického mikroskopu bol skontrolovany stav MCF-7 buniek. V sterilnom flowboxe bolo
z nadoby odsaté médium v naklonenej polohe. Bunky boli premyté pridanim 5 ml 1x PBS,
ktory bol nasledne opét’ odsaty. Nasledne boli pridané 3 ml 1x trypsinu pre uvolnenie buniek
z povrchu kultivaénej nddoby a po 5 minttovej inkubécii boli pre neutralizaciu reakcie pridané
3 ml DMEM média. Vzniknutym roztokom bolo omyté dno naddoby (pre uvolnenie buniek
z celého povrchu nddoby) a 5 ml suspenzie bolo prenesenych do sterilnej ¢ 10 cm Petriho
misky. Ta bola ponechana 24 h v inkubatore. Nova kultivacna nadoba bola pripravend pridanim
zvysnej suspenzie do 10 ml nového média. Takto zalozena kultiva¢nd nadoba s bunkovymi
liniami bola pripravena na d’alsi tyzden.
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3.4.2.2 Druhy der

Po uplynuti kultivacnej doby bolo médium sterilne odsaté a bunky boli premyté 1x PBS
rovnako ako v prvy den. K bunkdm bolo pridanych 1,5 ml 10 mM EDTA apo 5 mintovej
inkubécii bol roztok sbunkami preneseny do 15 ml centrifugacnej skiimavky a bol
centrifugovany 5 minut pri 300 x g a4 °C. Supernatant bol odstraneny a pelet bol
resuspendovany v 5 ml nového média. Pomocou Biirkerovej komorky boli bunky spocitané pod
mikroskopom. Po spocitani buniek bola pripravena suspenzia s koncentraciou
7 500 buniek/ml. Do kazdej jamky v 96-jamkovej mikrotitracnej dosticke bolo napipetovanych
100 ul nariedenej suspenzie a dosticka bola inkubovana d’alSich 24 hodin v inkubétore.

3.4.2.3 Treti den

Po inkubécii bolo médium opatrne odsaté z bocnej strany jamiek tak, aby nebola narusena
vrstva buniek prilnutd ku dnu jamiek. Nasledne boli podla Tabulky 1 nariedené pouzité
cytostatika (doxorubicin) a polyfenolické latky (resveratrol a kurkumin).

Tabul’ka 1: Riedenie na pripravu roztokov cytostatik/polyfenolickych latok.

L . Objem pouzitych Objem
Koncentracia e, , . . ,
(M) zluc,emn(ktl) + [koncentracia pr}df/meho
zasobného roztoku uM] média [ul]
50 125 [200 uM] 365
30 75 [200 pM] 425
20 50 [200 uM] 450
10 25 [200 uM] 475
5 12,5 [200 uM] 487,2
1 50 [10 uM] 450
0,1 510 uM] 495

Do jamiek 96-jamkovej mikrodosti¢ky boli postupne pridané pouzité latky v objeme 100 pl
v troch opakovaniach so zvySujucou sa koncentraciou v smere zhora nadol. Treti riadok bol
pouzity pre kontrolu — médium s pritomnost’ou buniek, médium bez pritomnosti buniek a 50
uM DMSO. Takto pripravend dosticka bola ponechané v inkubatore do druhého dna.

3.4.2.4 Stvrty deii

Na analytickych vahach bolo navazenych 10 mg MTT, ktoré bolo rozpustené v 2 ml 1x PBS.
K tomuto roztoku bolo pridanych 10 ml média. Z jamiek mikrodosticky bolo odsaté¢ médium a
kazd4 jamka bola premyta 100 ul 1x PBS, ktoré bolo opédt’ odsaté. Potom bolo do kazdej jamky
napipetovanych 120 pl roztoku MTT a mikrodosti¢ka bola inkubovana 3 hodiny v inkubatore.
Po ukonceni inkubécie bol roztok odsaty a pre rozpustenie kryStalov formazanu bolo pridanych
150 pl "MTT solution". Mikrodosti¢ka bola umiestnend na trepacku, kde bola inkubovana
v tme po dobu 15 min. Nakoniec bola merana absorbancia v jednotlivych jamkach pri 595 nm
pomocou ELISA ,readeru. Vysledky boli po spracovani vynesené do grafu a z vyslednych
hodndt boli vypocitané hodnoty LD10, LD50 a LD90.
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3.4.3 Testovanie posobenia pouzitych latok pomocou spektralnej prietokovej cytometrie

Pomocou tejto metddy bol zisteny stav buniek po posobeni chemickych latok na zéklade
MTT analyzy. Bunky boli pripravené podla postupu z kapitoly 3.4.2.1. ariedenie bolo
spocitané podla postupu 3.4.2.2. na koncentraciu 500 000 buniek na 800 pl. Pripravené bunky
boli napipetované do 6 jamkovej dosticky (P-LAB) v objeme 800 ul aboli inkubované
24 hodin v inkubatore. Po uplynuti inkuba¢nej doby bolo médium odsaté a bunky boli premyté
I ml 1x PBS. V medzicase boli pripravené roztoky resveratrolu a kurkuminu v koncentracii
odpovedajucej LD10, LD50 a LD90 zistenych z MTT analyz. Ako pozitivna kontrola bol
vyuzity roztok peroxidu vodiku v koncentracii 100 uM a 250 uM. Bunky boli inkubované 12
hodin pri rovnakych podmienkach. Nasledne bolo do jamiek pridanych 290 pl 10 mM EDTA
apo 5 min. inkubacii bola zmes prenesena do vopred oznaCenych 15 ml centrifugacnych
skamaviek. Tie boli centrifugované 5 minut pri 1500 rpm a 4 °C. Supernatant bol odsaty a pelet
bol resuspendovany v 800 ul 1x ,assay bufferu”. Bolo odobranych 100 pl suspenzie do
skamaviek urcenych pre prietokovi cytometriu a nasledne bolo pridanych 10 ul PI (propidium
iodid) a 1 pul Annexinu V. Ako negativna kontrola bola pouzitd bunecna linia s médiom bez
pridanych latok. Do prvej negativnej kontroly bol pridany len annexin V, do druhej len PI a do
tretej obe latky. Tieto vzorky boli pouzité na kalibraciu metdody pred meranim samotnych
vzoriek. Do merania boli vzorky ponechané v tme na 'ade. Samotna analyza bola uskuto¢nena
pomocou spektralneho analyzatoru buniek SP6800 (SONY) a data boli vyhodnotené pomocou
programu FCS Express 6 Flow (Research edition). Percento apoptotickych buniek sa stanovilo
podrla protokolu vyrobcu pomocou kitu na detekciu apoptézy Annexin V: sc-4252 AK.

3.5 Analyza hladiny proteinu p53 v bunkovych liniach MCF-7
3.5.1 Priprava lyzatu

Pre zistenie vplyvu doxorubicinu, resveratrolu a kurkuminu na hladinu proteinu p53
v bunkovej linii MCF-7 bol pouzity podobny postup ako pre analyzu viability. Bunky boli
pripravené a oSetrené¢ zmienenymi latkami podl'a postupu z kapitol 3.4.2.1.,3.4.2.2. a 3.4.2.3,
pricom namiesto 96-jamkovej dosticky bola pouzita 6-jamkova dosticka s vyslednym objemom
2 ml (mnoZzstvo buniek bolo prepocitané na plochu jamky). Po 12 hodinovom oSetreni boli
bunky prenesené do 2 ml skimaviek znacky Eppendorf a bola uskutocnena 1yza buniek v 50 ul
roztoku s obsahom 1x ,,RIPA lysis buffer a 1x ppi (zmes inhibitorov protedz) na l'ade za
obCasného premiesania pomocou vortexu. Po 30 minttach bola zmes centrifugovana pri
1 500 x g a supernatant s obsahom proteinov bol preneseny do novej skumavky. Koncentracia
proteinov v lyzate bola stanovena pomocou metody Bradfordove;.

3.5.2 Stanovenie koncentracie celkovych proteinov vlyzate pomocou Bradfordovej
metody

Ako kalibra¢na rada bola pouzitd rada roztokov BSA (,,hovidzi serum albumin® — hovidzi
sérovy albumin) v pouzitom lyza¢nom pufri (1x RIPA a 1x ppi), a to v rozmedzi koncentracii
0 - 4,0 mg/ml. Vzorky kalibrac¢nej rady a proteinovych lyzatov boli pripravené zmieSanim
100 ul Bradfordového ¢inidla, 396 ul vody a 4 ul vzorku - roztoku BSA ¢i proteinového lyzatu.
Ako blank bol pouzity samotny lyzany pufer. Koncentracna rada a vzorky lyzatov boli
nanesené¢ v dvoch opakovaniach po 200 ul na 96-jamkovou dosticku, ktora bola 10 minut
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inkubovana pri laboratornej teplote a potom umiestnena do ELISA ¢itacky, kde bola zmerana
absorbancia pri vinovej dizke 595 nm.

3.5.3 Analyza proteinov pomocou SDS-PAGE elektroforézy

3.5.3.1 Priprava gélu na SDS-PAGE elektroforézu

Pred pripravou gélu boli skld a hrebienky dokladne umyté saponitom a nésledne boli
oplachnuté destilovanou vodou a vylestené etanolom. Skla boli zostavené k sebe a boli zaistené
stojanom, ktory bol nasledne vlozeny do pripravenej aparatiry na pripravu gélu.

Spodna cast’ gélu bola pripravend zmieSanim 10 ml 10% akrylamidu so 45 ul 10 % APS
(persiran amoénny) a 15 ul TEMEDu. Po pridani TEMEDu bol roztok ihned premiesSany
a naliaty medzi pripravené sklé tak, aby horny okraj gélu bol 2,5 cm od vrchného okraja skla.
G¢él bol potom prevrstveny butanolom pre vyrovnanie hladiny naliateho gélu a aby sa zabranilo
diftzii kysliku, ktory by mohol potlacit’ polymerizaciu. Gél bol ponechany vo vertikalnej
polohe cca 15 minut. Po stuhnuti gélu bol butanol odliaty a nadbyto¢né kvapky boli vysusené
pomocou filtracného papiera.

Nasledne bola pripravena vrchna koncentracna vrstva gélu zmieSanim 3 ml 5% akrylamidu,
15 ul 10% APS a 4,5 ul TEMEDu. Tento roztok bol po zmieSani okamzite naliaty medzi skla
k pripravenému separatnému gélu a do vrchnej casti bol umiestneny hrebienok. Gél bol
ponechany vo vertikdlnej polohe do uplného zatuhnutia. Po stuhnuti bol gél vloZeny do
elektroforetickej aparatary a bol zaliaty 1x elektroforetickym pufrom. Pod hladinou pufru bol
odstraneny hrebienok a aparatira bola pripravena na nandSanie vzoriek.

3.5.3.2 Priprava a nanesenie vzoriek

K testovanym lyzatom v objeme 40 ul bolo pridanych 7,5 pl 5x CSB nanasacieho pufru.
Obsah skumaviek bol dokladne premieSany, centrifugovany a nésledne inkubovany pri 95 °C
po dobu 5 minut. Po inkubécii boli vzorky premieSané vortexovanim a do jamiek nanesené
v objeme 35 pl. Po naneseni vSetkych vzoriek bol naneseny rebricek do Startu ¢.1 o objeme 3 pl
a do startu ¢.10 o objeme 0,5 pl.

3.5.3.3 Elektroforéza SDS-PAGE

Elektroforeticka aparatura bola zapojena do zdroja a napétie bolo nastavené na 50 V. Po 15
minutach bolo napétie zvySené na 100 V a po uplynuti d’alSich 15 minut bolo nastavené napitie
na 150 V, na ktorom elektroforéza prebiehala 1 hodinu. Po ukonceni programu boli vzorky
rozdelené na géloch podrobené western blotu (WB).

3.5.4 Imunodetekcia proteinu pS3 Westernovym prenosom

Pre imunodetekciu proteinu p53 bol vyuzity Westernovy prenos proteinov z
polyakrylamidového gélu na nitrocelulozovii membranu. Westernovy prenos je zakladna
biochemickd metdda, ktora sa vyuziva na detekciu pritomnosti Specifického proteinu vo vzorke
pomocou Specifickej protilatky. Zmes proteinov sa najprv rozdeli na zaklade vel’kosti a / alebo
naboja pomocou gélovej elektroforézy. Takto rozdelené proteiny sa nasledne prenesu z gélu na
membranu a na membrane sa Specificky protein zviditeI'ni reakciou s protilatkou.
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3.5.4.1 Prenos proteinov 7 gélu na nitrocelulézovi membranu pomocou WB

Po skonceni SDS-PAGE bol gél s proteinmi ponoreny do sklenenej vane zaliatej 1x
blotovacim pufrom. Nasledovalo umiestnenie komponentov do Specialnej aparatury pre
Westernovy prenos, tzv. "sendvic¢u". Komponenty boli do aparatury ukladané v 1x blotovacom
pufti a v zadanom poradi zospodu nahor. Najskor bola na spodnt ¢ast’ umiestnend molitanova
podlozka, d’alej dva kusy filtra¢ného papiera a gél. Na gél bola poloZzena navlhéend membrana,
2 filtratné papiere a opat’ molitanova podlozka. Z celého systému boli odstranené vzduchové
bubliny a aparatira bola spolo¢ne s chladiacim ¢lankom umiestnena do elektroforeticke;j
blotovacej vane, ktora bola zaliata 1x blotovacim pufrom. Aparatira bola do vane uloZena tak,
aby gél sa zaporne nabitymi proteinmi (obalenymi SDS) smeroval k an6de. Westernovy prenos
prebiehal pri 150 mA po dobu 90 minnt.

3.5.4.2 Blokovanie membrany a aplikdacia protilatok

Po skonceni prenosu bola membrana vybratd z aparatiry a bola premiestnend do sklenenej
vane s blokovacim roztokom. Membrany boli nechané na trepacke 30 mintt pri 160 rpm. Ako
primarna protilatka bola pouzita monoklonélna protilatka ,,DO-1%, protilatka rozpoznavajica
protein p53 na aminokyselinach 21-25, v 5% suSenom mlieku v pomere 1:1 000. Po aplikacii
bola membrana ponechand cez noc pri 4 °C a 160 rpm. Nasledujuci den bol roztok s obsahom
protilaty odstraneny a membrana bola premyta celkom pitkrat v 1x PBS, vzdy 5 minut pri
160 rpm. Po premyti bola vana zaliata 10 ml blokovacieho roztoku obsahujiceho polyklonalnu
sekundarnu protilatku Anti-mouse IgG s peroxidazou ako reportérovym enzymom, riedenie v
blokovacim roztoku bolo 1:10 000. Vana bola nechana 1 hodinu pri 160 rpm.

3.5.4.3 Analyza membrany

Po odstraneni roztoku so sekunddrnou protilditkou a opdtovnom péatnasobnom premyti
1x PBS bola membrana prevrstvena pripravenou zmesou roztoku A (West Pico Stable Peroxid
Solution) a roztoku B (West Pico Luminol Enhancer solution) v pomere 1:1 z detek¢ného kitu
,supersignal West Pico®. Chemiluminiscencia bola okamzite snimand na pristroji Amersham
Imager 680.

3.6 Priprava plazmidovej DNA
3.6.1 Priprava kompetetnych buniek

Pre pripravu kompetetnych buniek boli pouzité komeréné bunky Escherichia Coli STBL3.
Do 50 ml centrifuga¢nych sktimaviek bolo pripravenych 10 ml LB média, ktoré boli
zaoCkované bunkami STBL3. Kultary boli inkubované cez noc pri 37 °C a 300 rpm.

Do vopred pripravenych 500 ml sterilnych Erlenmeyerovych baniek s 50 ml LB médiom
zahriateho na 37 °C bol pridany 1 ml bakteridlnej kultury inkubovanej cez noc a kultara bola
d’alej inkubovana pri 37 °C a 300 rpm do doby, kym opticka hustota nedosiahla hodnot
v rozmedzi 0,5-0,7. Po dosiahnuti ziadanej optickej hustoty boli kultury prenesené do
vychladenych 50 ml centrifugacnych sktimaviek. Kultiry boli inkubované 10 minut na l'ade
a nasledne boli centrifugované pri 6 000 x g a 4 °C po dobu 10 mintt. Supernatant bol odliaty
a pelet bol resuspendovany v 10 ml 0,2 M CaCl,. Po 25 minttovej inkubdcii boli kultary opat
centrifugované pri 6 000 x g a 4 °C po dobu 10 minut a nasledne bol pelet resuspendovany
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viml 02M CaCl; a0,2 ml 80% glycerolu. Takto pripravené kompetentné bunky boli
napipetované po 100 pl do sterilnych 1,5 ml skimaviek, zmrazené v tekutom dusiku a ulozené
v hlboko mraziacom boxe pri -80 °C.

3.6.2 Transformacia plazmidovej DNA do Escherichia coli

K 50 pl pripravenych kompetentnych buniek Escherichia Coli STBL3 bolo pridanych 80 pug
plazmidovej] DNA a zmes bola inkubovana 30 minit na lade. Ako negativna kontrola bola
pouzita jedna skiimavka s kompetentnymi bunkami bez vlozenej plazmidove; DNA. Po
inkubacii boli vzorky podrobené teplotnému Soku pri teplote 42 °C po dobu 45 sekund. Po
teplotnom Soku boli vzorky znovu inkubované 2 minuty na l'ade a k zmesi bolo pridanych
250 pl predhriatého SOC média. Takto pripravené vzorky boli inkubované 1 hodinu pri 37 °C
a 250 rpm. Na vopred pripravené LB misky s obsahom 1% ampicilinu bolo rozotrenych 100 pl
kultary a misky boli inkubované cez noc pri 37 °C. Nasledujuci dent boli transformanty
skontrolované a boli rozotrené¢ pomocou krizového rozteru.

3.6.3 1zolacia plazmidovej DNA

Z narastenych krizovych rozterov bola odobratd jedna kolonia a preoCkovand do 5 ml
tekutého LB média s rovnakym obsahom antibiotika. Vzorky boli inkubované po dobu 16-18
hodin pri teplote 37 °C a 140 rpm. Po uplynuti inkubac¢nej doby boli bunky postupne prenesené
do 2 ml skiimaviek a sto¢ené pri 10 000 x g po dobu 1 min. Po odliati supernatantu bola
z bunkovych peletov vyizolovand plazmidovda DNA pomocou E.Z.N.A. Plasmid DNA Mini
Kitu od firmy OMEGA BIO-TEK. K bunkovym peletom bolo pridanych 250 pl roztoku I
s pridanou RNazou, zmes bola dokladne resuspendovand pomocou vortexu a nasledne boli
roztoky prenesené do novych 1,5 ml skimaviek. K vzorkam bolo pridanych 250 pl roztoku II
a vzorky boli opatrne premiesané pomalym otd¢anim skumaviek 6-8x. Lyza bola ukonc¢ena
pridavkom 350 pl roztoku III a vzorky boli premieSané jemnym pootdcanim skimaviek az do
ziskania bielej zrazeniny. Lyzat bol nasledne klarifikovany 10 mintatovou centrifugaciou pri
maximalnych otackach centrifugy (14 000 x g). Koloéna Spin Column bola vloZena do 2 ml
zbernej skimavky a cely objem supernatantu bol opatrne preneseny na kolonu tak, aby sa pelet
neuvolnil. Centrifugdciou po dobu 1 min pri maximalnych otackach a laboratornej teplote bol
lyzat prefiltrovany a plazmidovda DNA bola naviazand na silikagélovi membranu. Obsah
zbernej skumavky bol vyliaty a membrana bola premyta 500 ul HBC puferu s pridanym 100 %
izopropanolom. Po opakovanoej centrifugacii a zliati odpadného roztoku bolo pridanych 700 pul
DNA Wash Bufferu s pridanym 100 % etanolom a vzorky boli znovu centrifugované pri
maximalnych otaCkach po dobu 30 s. Membrana bola vysuSena od premyvacieho pufru
dvojminutovou centrifugaciou pri maximalnych otackach pri laboratornej teplote. Kolony boli
premiestnené do novej skimavky a na vysuSeni membranu bolo pridanych 50 ul elu¢ného
pufru. Po 1 minute bola ziskand izolovana plazmidova DNA centrifugaciou a ziskané vzorky
boli podrobené stanoveniu koncentracie a Cistoty spektrofotometricky na pristroji NanoDrop.

3.6.4 Analyza izolovanej DNA pomocou agarovej elektroforézy

Na analyzu izolovanej plazmidovej DNA bola vyuzita -elektroforetickd metoda
v agardzovom géle. Bolo pripravenych 40 ml 1 % roztoku agardzy v 1x TAE puferu a nasledne
bol roztok zahrievany az do doby, kym nebol ziskany uplne Ciry roztok. Mnozstvo odparene;j
vody bolo sledované pomocou merania. Agardzovy gél bol schladeny pri laboratornej teplote za
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staleho miesania na teplotu priblizne 55 °C a boli pridané 4 pl interkalacného ¢inidla 10 000x
GelRed. Tento gél bol vyliaty do dopredu pripravenej elektroforetickej vane s hrebetiom a bol
ponechany tuhntt’ 30 minut pri laboratornej teplote. Vzorky DNA boli pripravené na nanesenie
nariedenim koncentracie na 20 ng/ul s vyslednym objemom 10 pul pomocou miliQ vody a
pridanim 2 pl nanésacieho puferu ,,Loading Buffer 6x*. Vzorky boli nanesené na gél pomocou
mikropipety. Ako elektrolyt bol pouzity 1x TAE a gél bol vystaveny napétiu 100 V po dobu 40
minut. Po dobehnuti elektroforézy bol gél vizualizovany pod UV svetlom.

3.6.5 Transformacia plazmidovej DNA do kvasinkovych expresnych systémov

Zo zasobnych hlbokozmrazenych kultar Saccharomyces cerevisae bolo sterilne odobrané
pre zaloZenie rozterov danych kvasinkovych kmeniov na YPDA misky, ktoré boli inkubované
cez noc pri 30 °C. Ztychto misiek boli pripravené krizové roztery, z ktorych bola po
dostatoc¢nej inkubdcii prenesend jedna koldnia do 10 ml tekutého YPDA média. Tato suspenzia
bola inkubovana cez noc pri 30 °C a 210 rpm. 3 ml kultary kultivovanej cez noc boli prenesené
a centrifugované v 1,5 ml skiimavkach znacky Eppendorf. Pripravené pelety boli premyté
sterilnou vodou aznovu centrifugované. K precistenému peletu bolo pridanych 300 ng
plazmidu (kombinécie: p53a v pAG415GPD + pRS315; p53a v pAG414GAL + pRS314;
negativna kontrola pRS314+pRS315) a 5 pl nosi¢ovej DNA (,,salmon sperm*) s koncentraciou
10 mg/ml, ktory bol pred pridanim denaturovany pri 100 °C po dobu 10 minut. Nosi¢ova DNA
ma za ulohu zabranit’ neSpecifickej hybridizacii pocas transformacie. Zmes kvasinkovych
buniek, plazmidovej a nosicovej DNA bola riadne vortexovana a potom bolo pridanych 300 pl
roztoku, ktory obsahoval polyetylénglykol, octan litny a TE pufer (1 ml: 100 pul 10xTE, 100 ul
IM LiAc a 800 pl 50% PEG) a 35 pl dimetylsulfoxidu (DMSO). Vzorky boli inkubované
v naklonenej rovine po dobu 30 minut pri teplote 30 °C a 120 rpm. Po uplynuti tejto doby boli
vzorky premiestnené do termobloku s teplotou 42 °C, kde prebiehal teplotny Sok po dobu
45 minut. Po uplynuti tejto doby boli vzorky centrifugované, polyetylénglykol bol odstraneny
a pelety boli rozpustené v 350 ul ultracistej vody. 80 ul transformovanych buniek bolo
rozotrenych na vopred pripravené selektivne 1tA misky ainkubované pri 30 °C po dobu
72 hodin. Nésledne boli na miskach s ItA médiom pripravené obdiznikové roztery jednotlivych
kultar a boli inkubované 2-3 dni pri teplote 30 °C (Obrazok 10).

Obrazok 10: Obdiznikové roztery transformovanych kmefov Saccharomyces cerevisiae -TT.
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3.6.6 Luciferazovy reportérovy test

Pre luciferdzovy reportérovy test boli pouzité kvasinkové kultiry transformované podla
postupu v kapitole 3.3.5.1. Do 96-jamkovej dosticky bolo napipetovanych 120 pl SRItA média,
ku ktorym bola pridand a riadne resuspendovana vzdy rovnaka &ast’ rozotreného obdiznika
v piatich opakovaniach. Do novej 96-jamkovej dosticky bolo prenesenych 60 pl suspenzie
z prvého kroku a do vysledného objemu 120 pl bolo pridanych 60 pl média s pozadovanym
pridavkom galakt6zy. VSetky takto pripravené dosticky boli obalené paratilmom a inkubované
pri 30°C/160 rpm/ 6-24 hodin. Po uplynuti stanovenej inkuba¢nej doby bola stanovena opticka
hustota v jednotlivych bunkach pomocou citacky pri 600 nm. Nésledne bolo 20 pul homogénne;j
kultary prenesenych multikanalovou pipetou do 384-jamkovej dosticky. Do kazdej jamky bolo
pridanych 20 ul 2x koncentrovaného lyza¢ného puferu ,,Passive lysis buffer. Tato zmes bola
inkubovana na 300 rpm po dobu 15 min pri izbovej teplote. Tesne pred analyzou bolo pridanych
20 ul luciferazovej reagencie ,,Bright Glo Luciferase assay systema®. Bioluminescencia bola
nasledne merand na pristroji Synergy Hybrid Multi-ModeMicroplate Reader.
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4 Vysledky a diskusia
4.1 Testy viability na bunekovej linii MCF-7

Primédrnym krokom pri testovani viability buniek MCF-7 a vplyvu cytostatik, toxinov
a polyfenolickych latok bolo zistit’ letadlnu davku jednotlivych zlt€enin pre 50 % buniek — tzv.
LD50. Vyuzili sme spektrofotometricky test viability pomocou zliceniny MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid). Zivé bunky s schopné toto farbivo
premenit’ na modro-fialovy krystalicky formazan, ktorého absorbanciu je mozné detekovat pri
595 nm [70]. Pre zistenie toxicity doxorubicinu, resveratolu a kurkuminu boli pouzité
koncentracie od 0 po 50 uM zluceniny. Na zdklade nameranych dat boli vypracované grafy
(Graf 1, Graf 2 a Graf 3) so zavislostou zivych buniek v percentdch na logaritme koncentracii
sledovanej latky po 12 hod oSetreni.
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Graf 1: Zavislost’ poctu zivych buniek v percentach na dekadickom logaritme koncentracie
doxorubicinu po 12 hod osetreni. LD50 doxorubicinu bola urc¢end na 1,47 pM.
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Graf 2: Zavislost’ po¢tu zivych buniek v percentach na dekadickom logaritme koncentracie
resveratrolu po 12 hod oSetreni. LD50 resveratrolu bola ur€ené na 5,66 M.
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Graf 3: Zavislost’ po¢tu zivych buniek v percentach na dekadickom logaritme koncentracie
kurkuminu po 12 hod oSetreni, LD50 bola ur¢end na 10,50 uM.

Z tychto grafov a pomocou programu Prisma sme nésledne zistili letdlnu davku pre 10 %
buniek - LD10, 50 % buniek - LD50 a 90 % buniek - LD90. Zistené hodnoty pre jednotlivé
zluceniny st uvedené v Tabulka 2. Z vysledkov je jednoznacné, Zze cytostatikum doxorubicin
ma najvyssi vplyv na viabilitu buniek. Oproti tomu prirodné polyfenolické latky vykazuju asi
5 az 10-krat niz$iu toxicitu. Tiez bolo zistené, ze resveratrol ma silnejSie toxické ucinky na
bunky MCF-7 ako kurkumin. Pomocou MTT testu vSak nebolo mozné urcit’ stav buniek. Tieto
latky vykazuji vysoké apoptotické vlastnosti a preto bola nasledne vyuzita metoda prietokove;j
cytometrie.

Tabulka 2: Ziskané koncentracie LD10, LD50 a LD90 pomocou programu Prisma

Doxorubicin Resveratrol [uM] Kurkumin [uM]
[uM]
LD10 0,12 0,62 1,62
LD50 1,47 5,66 10,50
LD90 13,24 51,62 68,21

Pomocou prietokovej cytometrie bolo mozné sledovat stav jednotlivych buniek po
12 hodinovom oSetreni buniek so zliceninami v koncentraciach uvedenych v Tabul'ka 2. Je
zname, ze nekrotické bunky prepustaju propidium jodid (PI) [83] a pri analyze sa nachadzaju
v lavom hornom kvadrante grafov. Zvysky fosfatidylserinu pritomné pri apoptoze su
detekované anexinom V [83] a nachddzajii sa v pravom dolnom kvadrante. Bunky, ktoré
vykazuju sekundarnu nekrézu, st pozitivne na anexin V aj na propidium jodid a nachadzaju sa
v pravom hornom kvadrante. Zivé bunky st negativne na oba fluorochromy a su detekovatel'né
v 'avom dolnom kvadrante [75].

Primérnym krokom analyzy bolo zistit’ stav buniek kultivovanych v ¢istom médiu, vd’aka
c¢omu bolo mozné nastavit’ zakladné parametre merania. Toto meranie tiez sluzilo ako negativna
kontrola pre porovnanie so stavom buniek, u ktorych bolo pouzité oSetrenie vybranymi latkami.
V Graf 4 su zaznamenané data pre bunky kultivované v ¢istom médiu. Z celkového poctu bolo
zistenych 96,29 % zivych buniek. Bolo mozné eliminovat’ 3,34 % bunkovych zhlukov a vySe
57 % pozostatkov buniek a bunkového odpadu.
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Graf 4: Negativna kontrola prietokovej cytometrie — bunky MCF kultivované v ¢istom médiu.
Nastavenie osi v grafu (A), eliminacia bunkovych zhlukov (B) a rozpadnutych buniek (C).

Prietokova cytometrickd analyza s anexin V / PI farbenim ukazala, ze po 12 hodinovom
vystaveni buniek MCF-7 doxorubicinom s koncentraciou LD50, podiel nekrotickych buniek
vyrazne stipol oproti kontrole. Podiel nekrotickych buniek sa zvySil na 51,54 %. Pocet
apoptotickych buniek stipol na hodnotu 12,35 %. Ziskané déta priblizne odpovedaju hodnote
LD50 ziskanej pri MTT analyze, Co znamen4 letalny vplyv pre 50% buniek.
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Okrem doxorubicinu bol pouzity, ako pozitivna kontrola, aj peroxid vodiku, ktory sposobuje
oxidativny stres buniek a pri vySSich koncentraciach spdsobuje buneénu smrt’ [84]. Bunky
MCEF-7 boli kultivované 12 hodin v médiu s pridavkom 100 pM a 250 uM peroxidu vodiku.
Vysledky analyzy st znazornené v grafoch Graf 6 a Graf 7. Vplyv peroxidu vodika na smrt’
buniek bol jednoznacne preukazany, pri koncentracii 100 uM H>O; podiel nekrotickych buniek
stupol z kontrolnych 2,59 % na 9,94% pri koncentracii 250 uM stipol az na 26,62 %.
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Graf 6: Bunky MCF-7 po posobeni 100 uM
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Graf 7: Bunky MCF-7 po p6sobeni 250 uM

H0..

analyzované vzorky buniek kultivovanych v médiu s kurkuminom

a resveratrolom s koncentraciou LD10, LD50 a LD90. Vysledky posobenia resveratrolom su
uvedené v Graf 8. Pritomnost’ resveratrolu v médiu s koncentraciou LD10 nemal vyznamny
negativny vplyv na viabilitu buniek. Pri malych koncentracidch sa resveratrol pouziva prave
ako potravinovy doplnok, kvoli svojim pozitivhym G¢inkom na spomalenie starnutia [56]. So
zvySujucou sa koncentraciou vSak dochadza k premene pozitivnych ti¢inkov na miernu toxicitu.
Po 12 hodinovom oSetreni resveratrolom s pouzitim koncentracie LD50 sa podiel zivych buniek
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znizil z kontrolnych 96,29 % na 54,88 % a pri LD90 na 0,42 %. Pri pouzitej koncentracii LD50
je mozné sledovat’ okrem primdrnej nekroézy aj apoptdzu pri 27,28% buniek a po pdsobeni
resveratrolu s LD90 po 12 hodinach vykazovala vdcSina buniek sekundarnu nekrozu. Tieto
vysledky naznacuju nesporne vyvolanu apoptézu resveratrolom.
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Graf 8: Bunky MCF-7 po 12 hodinovom pdsobeni LD10, LD50 a LD90 resveratrolu.

Vysledky analyzy vzoriek oSetrenych s kurkuminom st znazornené v Graf 9. Pri pouzitej
koncentracii LD10 doslo k 4 % nérastu nekrotickych buniek oproti kontrolnému meraniu,
u buniek oSetrenych s koncentraciou LD50 pocet Zivych buniek klesol o 10,12 % a pri LD90
az 0 90,69 %. Tieto hodnoty potvrdzuji spravnost’ spektrofotometrickej analyzy. Pri analyze
stavu jednotlivych buniek oSetrenych s kurkuminom bolo mozné sledovat’ okrem primarne;j
nekrdzy aj programovanu bunecnt smrt’ — apoptdzu a sekundarnu nekrozu.
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Graf 9: Bunky MCF-7 po pdsobeni LD10, LD50 a LD90 kurkuminu.

Na zédklade vysledkov bolo mozné so zvySujucou sa koncentraciou pridavanych latok
predpokladat’ pritomnost’ apoptotickych proteinov. Pozornost’ bola zamerana na protein p53,
ktory je jednym z faktorov navodzujtcich apoptdzu pri bunkovom strese [65]. Bunky po pouZziti
danych latok boli lyzované a podrobené Specifickej imunochemickej analyze Westernovym
prenosom.
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4.2 Analyza hladiny proteinu p53 v bunkovych liniach MCF-7
4.2.1 Analyza celkovej koncentracie proteinov po oSetreni

Po 12 hodinovej inkubacii buniek s cytostatikami a polyfenolickymi latkami boli bunky
podrobené lyze a celkova koncentracia proteinov bola stanovena pomocou Bradfordovej
metody (Obrazok 11: Analyza koncentracie celkovych proteinov podl'a Bradforda (Riadky AB
— kalibra¢na rada, riadky CD — kurkumin, riadky EF — resveratrol, riadky GH — doxorubicin,

vSetky zluceniny v koncentraciach pouzitych pri MTT teste viability).).
g

Obrazok 11: Analyza koncentracie celkovych proteinov podl'a Bradforda (Riadky AB — kalibra¢na
rada, riadky CD — kurkumin, riadky EF — resveratrol, riadky GH — doxorubicin, vSetky zluceniny
v koncentraciach pouzitych pri MTT teste viability).

Tabulka 3 obsahuje jednotlivé absorbancie a vypocitané koncentracie proteinov
v jednotlivych lyzatoch pomocou kalibracnej krivky (Graf 10). Z tabul’ky je vidiet’, ze celkova
koncentracia proteinov po lyze oSetrenych buniek sa signifikantne nezmenila.
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Graf 10: Kalibra¢na krivka pre urcenie celkovych proteinov podl’a Bradforda.
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Tabulka 3 Namerané absorbancie a vypocitané koncentracie celkovych proteinov podl'a Bradforda
v dvoch opakovaniach.

Koncentracia
cytostatik [uM]

Absorbancia pri
595 nm

Doxorubicin 1 Blank 595

3,052 | 3312 | 3,668 2487 | 3,616 | 3,356 | Koncentracia
proteinov [pg/pl]

Absorbancia pri
595 nm

Doxorubicin 2 Blank 595

3222 | 3207 | 3,663 | 4,075 | 3,867 | 2,657 | 3,525 | 3,347 Konc,entrac1a
proteinov [pg/pl]

Absorbancia pri
595 nm

Resveratrol 1 Blank 595

3,013 | 2,995 | 3,427 | 3,449 | 3,636 | 3,256 | 3,469 Konc,entrfwla
proteinov [pg/pl]

Absorbancia pri
595 nm

Resveratol 2 Blank 595

3202 | 3,198 | 3.635 | 3,604 | 3,626 | 3326 | 3445 | 3,303 | Koncentracia
proteinov [pg/pl]

Absorbancia pri
595 nm

Kurkumin 1 Blank 595

2881 | 3367 | 3,123 | 3437 | 3,559 | 3337 | 3045 | 235 |Koneeniricia
proteinov [pg/pl]

Absorbancia pri
595 nm

Kurkumin 2 Blank 595

Koncentracia
proteinov [pg/ul]

2,998 | 3,284 | 3,183 | 3,644 | 3,57 | 3,753 | 3,112 | 2,279

4.2.2 Analyza hladiny proteinu p53

Pre overenie vplyvu cytostatik a fenolickych latok na hladinu proteinu p53 boli jednotlivé
lyzaty podrobené proteinovej analyze. Najprv boli proteiny separované podla ich velkosti
pomocou elektroforézy v polyakrylamidovom géle v pritomnosti dodecylsufatu sodného.
Nasledne bol protein p53 preneseny na nitrocelul6zovi membranu pomocou metddy ,,western
blotting*. Po prenose proteinov z gélu na membranu bol protein p53 viazany Specifickou
monoklondlnou protilatkou DO1, ktord sa viaze na centrdlnu doménu proteinu p53 [85]. Na
tato primarnu protildtku bola nasledne aplikovand sekundarna protilatka Anti-mouse IgG
s peroxiddzovou aktivitou, vd’aka ktorej bolo mozné sledovat’ pritomnost’ proteinu p53
prostrednictvom chemiluminiscen¢ného signalu.

Na Obrazok 12 sa nachédza nitrocelul6zova membrana s prenesenymi proteinmi, ktoré boli
ziskané lyzou bunieck MCF-7 po pdsobeni doxorubicinu a peroxidu vodika. V Starte 2 sa
nachadzaju proteiny ziskané zbuniek oSetrenych 100 uM peroxidom vodiku. Pri tejto
koncentracii sme prietokovou cytometriou zistili 0,8 %-ny podiel buniek v Stadiu sekundarne;j
nekrézy. Jedna sa o kombinovany stav nekrézy a apoptozy, a preto sme mohli predpokladat’
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Ciastocné zvySenie hladiny proteinu p53. Tato hypotéza bola potvrdena, nakol’ko pri velkosti
50 kDa sme zaznamenali vidite'ny signal po chemiluminescen¢nej detekcii. Pri koncentracii
250 uM peroxidu vodika bol tento signal o nieCo mensi, pravdepodobne doslo k usmrteniu
vyssieho podielu buniek. V Starte ¢.4 sa nachddza doxorubicin s koncentraciou 0,1 pM.
Pre doxorubicin bola LD10 stanovend na 0,14 uM. Prave pre vzorku s koncentraciou 0,1 uM
doxorubicinu sme zaznamenali najsilnej$i signal. U doxorubicinu s koncentraciou LDS50
(1,4 uM) sme predpokladali mierne zniZenie hladiny p53, vplyvom degradécie proteinu, Co sme
aj potvrdili westernovou analyzou — viditeI'ny signal v Starte 5, kde sa nachadzal lyzat buniek
oSetrenych s 1 uM doxorubicinom. So zvySenim koncentracie doxorubicinu (Start 6, 7 ,8 ,9)
dochadzalo k zniZzovaniu intenzity signalu. V Starte ¢.9, s najvySSiou koncentraciou
doxorubicinu bol prekvapivo viditelny chemiluminiscencny signal. Zaverom je fakt, ze
doxorubicin ma vplyv na hladinu proteinu p53, a so zvySujucou sa koncentraciou doxorubicinu
dochadza k jeho degradacii (polCas rozpadu len niekol’ko hodin [29], pripadne mutéaciam, ktoré
nie su detekovatel'né pouzitou protilatkou.

1 2 3 4 5 6 7 8 910

- 50 kDa

. s -

- 37kDa

-25kDa

Obrazok 12: Nitroceluldzova membrana po westernovom prenose a detekcii chemiluminiscencie. Start
&.1 a ¢.10 rebricek - Bio-Rad Precision plus protein 250 KDa. Start ¢.2 — lyzat po osetreni 100 uM
peroxidu vodiku; Start &.3 — lyzat po oSetreni 250 uM peroxidu vodiku; Start &.4 — lyzat po oSetreni
0,1 uM doxorubicinu; Start &.5— lyzat po oSetreni 1 pM doxorubicinu; Start &.6 — lyzat po osetreni 5 uM
doxorubicinu; Start &.7 — lyzat po oSetreni 10 uM doxorubicinu; Start &.8 — lyzat po oSetreni 20 uM
doxorubicinu, Start ¢.9 — lyzat po osetreni 50 uM doxorubicinu.

Na Obrazok 13 sa nachédza nitrocelul6zova membréana s prenesenymi proteinmi ziskanymi
lyzou buniek oSetrenych zvySujucou sa koncentraciou resveratrolu. Po imunochemickej
analyze a detekcie proteinu p53 modZeme usudit’, Ze protein p53 v detekovatel'nej koncentracii
sa vyskytoval vbunkdch MCF-7 oSetrenych 30 uM a 50 uM resveratrolom. Jedna sa
o koncentraciu pribliznej LD90, pri ktorej sme pomocou prietokovej cytometrie zistili mierny
narast apoptickych buniek azna¢ny narast buniek v Stadiu sekundéarnej nekrozy. Z tohto
vyplyva, Ze resveratrol pri vyssich koncentracidch vplyva na hladinu proteinu p53 v bunkach,
a prave p53 moze byt jednym faktorom vzniku apoptdzy a sekundarnej nekrozy.
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Obrazok 13: Nitrocelul6zovd membrana po westernovom prenose a detekcii chemiluminescencie.
Start &.1 a €.10 rebricek -Bio-Rad Precision plus protein 250 KDa. Start ¢.2 — negativna kontrola, lyzat
z &istého média, Start &.3 — lyzat po oetreni 0,1 uM resveratrolu; Start &.4 — lyzat po oSetreni 1 uM
resveratrolu; Start ¢.5 — lyzat po ofetreni 5 pM resveratrolu; Start ¢.6— lyzat po ofetreni 10 uM
resveratrolu; Start ¢.7 — lyzat po oSetreni 20 uM resveratrolu; Start ¢.8 — lyzat po ofetreni 30 uM
resveratrolu; Start ¢.9 — lyzat po o$etreni 50 pM resveratrolu.

Z vysledkov prietokovej cytometrie boli zistené najsilnejSie u€inky na apoptdzy po pdsobeni
kurkuminu. Kurkumin sposobuje zvySent hladinu reaktivnych foriem kyslika (ROS)
a peroxidaciu lipidov, ¢o napomdaha k navodeniu programovanej bunecnej smrti [53]. Bolo
nutné preverit’ spojenie s expresiou proteinu p53. Na Obrazok 14 sa nachadza nitrocelul6zova
membrana s prenesenymi proteinmi z buniek osetrenych s réznou koncentraciu kurkuminu.

- Tz 137 Sy e n s T A

Obrazok 14: Nitrocelulozova membrana po westernovom prenose a detekcii chemiluminescencie.
Aplikovana latka — kurkumin. Start &.1 a €.10 rebri¢ek -Bio-Rad Precision plus protein 250 KDa. Start
&.2 —negativna kontrola, lyzat z ¢istého média, Start &.3 — lyzat po oetreni 0,1 pM kurkuminu; Start ¢.4
— lyzat po oSetreni 1 uM kurkuminu; Start €.5 — lyzat po o3etreni 5 uM kurkuminu; Start &.6— lyzét po
osetreni 10 pM kurkuminu; Start &.7 — lyzat po oSetreni 20 uM kurkuminu; Start ¢.8 — lyzat po osetreni
30 uM kurkuminu; Start &.9 — lyzat po osetreni 50 pM kurkuminu.
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Po detekcii vSak nebol ziadny luminiscenény signal zaznamenany. Experiment bol
niekol’kokrat opakovany srovnakym vysledkom. Preto je pravdepodobné, Zze apoptdza
sposobend kurkuminom prebieha inym mechanizmom ako kaskéddou spdsobenou proteinom
p53 v bunkach alebo je jeho hladina prili§ nizka. Tieto vysledky boli overené pomocou
experimentov v kvasinkovych reportérovych systémoch v kapitole 4.4.

4.3 Priprava plazmidovej DNA pre transformaciu do kvasinkovych
systémov

Vplyv skimanych latok na hladinu proteinu p53 bol prevereny tiez v kvasinkovych
expresnych systémoch. Kvasinky Saccharomyces cerevisiae tento protein nedokazu
exprimovat’, preto st vhodné k cielenej modifikacii. Priprava plazmidovej DNA s cudzorodym
génom kodujicim protein pS3 nebola predmetom tejto prace, avsak popis vlozenych plazmidov
je nevyhnutny pre pochopenie problematiky.

Na Obrazok 15 A sa nachadza prazdny plazmid pAG415GPD-ccdB-HA [86] s dizkou
8 717 bp, ktory bol pouzity ako destinacny vektor v druhom kroku GATEWAY klonovania k
vlozeniu génu 7P53. GPD promotor zabezpe€uje konstitutivnu expresiu zZiadaného proteinu.
Spominany vektor obsahuje rezistenciu proti antibiotikdim chloramfenikol a ampicilin, ktoré sa
pouzivaju ako selekéné markery pri produkcii v bakteridlnych systémoch. V kvasinkovych
systémoch sa vyuziva selekcia pomocou pritomného leucinového prométoru [86].

Na Obrazok 15 BChyba! Nenalezen zdroj odkazii. sa nachadza destinacny vektor
pAG414GAL-ccdb-HA s velkost'ou 7 285 bp s inducibilnym galaktézovym promotorom, tiez
pouzity k cielenej rekombinécii. Tento plazmid obsahuje namiesto leucinového promotora
tryptofanovy [87].
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Obrazok 15: Schéma destina¢nych vektorov: pAG415GPD-ccdb-HA (A) s konstitutivnym
promoétorom GPD a pAG414GAL-ccdb-HA (B) s inducibilnym galaktézovym promoétorom [86], [87].

Dalsie 2 plazmidy, ktoré boli potrebné pre umoznenie selekcie uspesnych transformantov
boli pRS314 a pRS315. Tieto plazmidy st prazdne vektory a obsahuju promotory pre syntézu
tryptofanu (pRS314) a leucinu (pRS315). Opacnou kombinaciou tychto plazmidov s plazmidmi
pAG414GAL-p53 (+pRS315) a pAG415GPD-p53 (+pRS314) bolo docielené ziskanie
kotransformovanych buniek seleketovanych na ItA miskach (bez obsahu leucinu a tryptofanu).
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Pred samotnou transformaciou tychto plazmidov do kvasinkovych expresnych systémov
bolo potrebné plazmidy namnozit, pre ktoré bol pouzity komerény bakteridlny kmen E.coli. Po
priprave kompetentnych baktérii bola prevedend transformacia pomocou teplotného Soku.
Transformované plazmidy obsahovali spominané rezistencné miesto pre antibiotikum
ampicilin, pomocou ktorého bolo mozné selektovat’ tispeSne transformované kolonie. Ukéazka
sa nachadza na Obrazok 16.

Po tspesnej transformacii bola plazmidovda DNA izolovana pomocou komeréného kitu.
Koncentracie jednotlivych plazmidovych DNA a ich ¢istoty su uvedené v Tabulke ¢.4. Cista
DNA ma absorpéné maximum pri 260 nm, oproti tomu absorpéné maximum bielkovin je pri
280 nm. Pomer absorbancii 260/280 nm ukazuje Cistotu izolovanej DNA. Pre Cisti DNA sa
pomer absorbancii 260/A280 pohybuje v rozmedzi 1,8 az 2,0. V pripade ak je tento pomer nizsi
ako 1,8, vzorka je povazovana za kontaminovant bielkovinami, v pripade ak je vyssi ako 2,0
DNA, vzorka je kontaminovana RNA [88]. Z tabul’ky je zrejmé, ze plazmidy mali dostatocnu
Cistotu a bolivhodné na d’al$iu transformaciu do kvasinkovych expresnych systémov.

ol

Obrazok 16: Vysledok uspesnej transforméacie buniek E.coli pouzitymi plazmidovymi DNA.

Tabul’ka 4. Namerané koncentracie a Cistoty plazmidovej DNA pomocou pristroja NanoDrop.

Plazmid Koncentrécia [ng/ul] Cistota 260/280
pAG415GPD-p53 124,805 1,870
pAG414GAL-p53 48,646 1,805

pRS314 59,982 1,845

pRS315 113,463 1,809
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Pre overenie spravnosti izolovanych plazmidov bola prevedena agardzova elektroforéza.
Plazmid pAG415GPD-p53 v Starte 2 ma 8 620 parov baz, oproti tomu pAG414GAL-pS3
v Starte 3 je o nieCo mensi (7 285 bp). Velkost plazmidov bola potvrdend, nakolko v signal
v Starte 2 je o nieco vysSie ako signal v Starte 3. Plazmidy v Starte 4 a 5 s prazdne plazmidy
bez inzertu, teda 1 ich vel'kost’ je mensSia v porovnani s ostatnymi plazmidmi.

Obrazok 17. Analyza plazmidovych DNA pomocou agarovej elektroforézy. Start 1 — rebricek
(1 kb); 2 —p53 v pAG415GPD; 3 — p53 v pAG414GAL; 4 — pRS314; 5 —pRS315.

4.4 Analyza transaktiva¢ného potenciilu proteinu p53

Pomocou luciferdzového testu bola preskimand transaktivacna aktivita proteinu p53 pri
roznych podmienkach. Principom tohto testu je schopnost’ luciferinu emitovat’ svetlo pri jeho
premene na oxyluciferin. Pre tito konverziu je nevyhnutny enzym luciferdza, ktora sa
produkuje v tomto systéme len v pripade, ak sa protein p53 naviaze na DNA a umozni tak
biosyntézu tohto enzymu. MnoZstvo emitovaného svetla je indikdtorom transaktivacnej aktivity
a hladiny proteinu p53 [27].

Prvym krokom analyzy bol vyber vhodného kmena Saccharomyces cerevisiae s najlepsimi
vdzbovymi vlastnostami pre protein p53. Transformované boli tri kmene s obsahom réznych
sekvencii (Tabul'ka 5) a bola testovana transaktivacnd odpoved’ proteinu p53. Transformované
boli plazmidy sinzertom p53 pod inducibilnym galaktozovym promdtorom a pod
konstitutivnym GPD promd&torom.

Tabulka 5: Kmene Saccharomyces cerevisiae s roznymi vlozenymi sekvenciami.

Kmen Sekvencia 5'- 3°

p21 GAACATGTCCCAACATGTTG
PUMA CTGCAAGTCCTGACTTGTCC

TT GGGCATGTCTGGGCATGCCC
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Pre porovnanie transaktivacného potencialu p53 v jednotlivych kmenoch boli dané kmene
kultivované v SRItA médiu a v SRItA médiu s pridavkom 0,2 % galaktézy pre indukciu
expresie proteinov pri pouziti vektorov s galaktozovym promotorom. Ziskané vysledky po 6
hodinovej indukcii st uvedené v Graf 11 a po 24 hodinovej indukcii v Graf 12.
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Graf 11: Vyhodnotenie transaktivacného potencialu proteinu p53 po 6 hodinach inkubacie v r6znych
kmenioch S. cerevisiae. Histogram zobrazuje priemernu velkost u€inku transaktivaéného potenciilu
v porovnani s prazdnym vektorom a smerodajné odchylky z piatich opakovani. Statisticka vyznamnost’
je v grafoch znazornena hviezdickou (p hodnota < 0,05).
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Graf 12: Vyhodnotenie transaktiva¢ného potencialu proteinu p53 po 24 hodinach inkubécie v r6znych
kmenioch S.cerevisiae. Histogram zobrazuje priemernt velkost Gc¢inku transaktivacného potencialu
v porovnani s prazdnym vektorom a smerodajné odchylky z piatich opakovani. Statisticka vyznamnost’
je v grafoch znazornena hviezdickou (p hodnota < 0,05).
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Z vysledkov mézeme usudit, ze kmen PU21 nie je vhodnym kmenom pre d’alSiu analyzu,
nakol’ko uneho nebol zaznamenany ziadny vyznamny chemiluminescen¢ny signdl. Kmen
PUMA s responzivnou sekvenciou na ktoru sa viaze protein p53, vykazoval lepsSie vysledky.
V bunkéch transformovanych plazmidom pAG415GPD (konstitutivny promoétor) bol
transaktivacny potencial v porovnani s prdzdnym plazmidom po 6 hodinach 200x a po 24
hodinach 300x vyssi. V médiu s pridavkom 0,2% galaktozy bol sice pozorovali mierny narast
transaktivacného potencidlu oproti potencidlu v SRItA médiu, avSak tento narast nebol
dostato¢ne vyznamny, a preto tento kmen bol taktieZ povazovany za nevhodny pre d’alsiu
analyzu.

Najlepsie vizbové vlastnosti vykazoval kmenn TT, uktorého bol namerany najvyssi
transaktivacny signal. V porovnani s prazdnym vektorom bol transaktivaény potencial
pre pAG415GPD po 6 hodinach 300x a po 24 hodinach az 600x vyssi. Okrem toho bol pri TT
kmeni zaznamenany Statisticky vyznamny narast transaktivacného signalu pri pouziti galaktozy
v systéme s obsahom galakt6zového promotoru. V tomto pripade dochddzalo k narastu
transaktivacnej aktivity az 200 krat v porovnani s prazdnym vektorom. Zaverom tejto analyzy
je, ze pre d’alsiu analyzu je najvhodnejsim kmeniom Saccharomyces cerevisiae s TT inzertom.

Po vybere vhodného kmena bol skimany vplyv galaktézy na transaktivaény potencial
proteinu p53. Aby bolo mozné ur¢it’ najvhodnej$iu koncentraciu galaktézy v médiu bolo
pripravenych 5 médii s r6znou koncentraciou galaktozy. Vysledky st znazornené v Graf 13 (po
6 hodinovej indukcii) a Graf 14 (po 24 hodinovej indukcii).
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Graf 13: Vyhodnotenie transaktivacného potencidlu proteinu p53 po 6 hodinach inkubécie v médiach
s roznou koncentraciou galaktozy. Histogram zobrazuje priemernt vel'kost’ ti¢inku transaktiva¢ného
potencialu v porovnani s prizdnym vektorom a smerodajné odchylky z piatich opakovani. Statisticka
vyznamnost’ je v grafoch znazornena hviezdi¢kou (p hodnota < 0,05).
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Graf 14: Vyhodnotenie transaktivacného potencidlu proteinu p53 po 24 hodinach inkubacie v médiach
s roznou koncentraciou galaktozy. Histogram zobrazuje priemernti vel'kost’ ti€inku transaktiva¢ného
potencialu v porovnani s prazdnym vektorom a smerodajné odchylky z piatich opakovani. Statisticka
vyznamnost’ je v grafoch znazornena hviezdi¢kou (p hodnota < 0,05).

Porovnanim transaktivacného potencialu u buniek kultivovanych v SRItA médiu s r6znou
koncentraciou galaktdézy sme potvrdili, Zze galaktéza nema vplyv na transaktivaény potencial
u buniek, ktoré exprimuji protein pod GPD konstitutivnym plazmidom. Na druhej strane
galaktézovy promotor je inducibilny galaktézou, tzn. ze pritomnost’ galaktézy v médiu je
podmienkou pre transkripciu 7P53 anasledni biosyntézu proteinu p53. Pri koncentracii
galaktozy 0,008 % sme zistili §tatisticky nev;’rznamny narast, tj p hodnota uT- testu mala
bola 0,012 % galaktozy v médiu, kde p-hodnota ¢inila 0,01. So zvySujlicou sa koncentraciou
galaktézy v médiu dochadzalo k nérastu transaktivacného potencidlu. Pre naslednt analyzu
bola zvolend ako najvhodnejSia koncentracia 0,012% galaktdézy v médiu, a to kvdli strednej
a Statisticky vyznamnej transaktivacnej aktivite.

Hlavnou ulohou tejto Casti prace bolo zistit' vplyv jednotlivych fenolickych latok na
transaktivacny potencidl proteinu p53 pomocou kvasinkového reportérového systému. Na
zéklade predchadzajucich experimentov bol pre naslednti analyzu pouzity kmen
Saccharomyces cerevisiae — TT apre indukciu inducibilného galaktézového promotoru
0,012 % galakt6za v médiu. Bol porovnany vplyv doxorubicinu ako pozitivnej kontroly, ktory
je silnym cytostatikom ¢asto vyuzivanym pri protinadorovych liecbach. Doxorubicin sa viaze
na DNA a tym znemoziuje jej replikaciu pri mnoZzeni buniek [6]. Na transaktivacny potencial
p53 modze mat doxorubicin rdézny vplyv. Jednak na neho mdze bunka reagovat zvySenim
hladiny p53 pre indukciu apoptézy atym spoOsobit’ ndrast transaktivacného potencialu. Na
druhej strane moéze mat’ aj negativny vplyv a to pri expozicii vysokej koncentracii po dlhsiu
dobu, kedy mdze dochadzat’ k usmrteniu vac¢siny buniek, a tym k zniZeniu transaktivacného
signalu. Dal§imi skimanymi latkami su polyfenolické latky vyskytujlice sa v potravinach,
resveratrol a kurkumin. Pre podrobnejsiu analyzu vplyvu tychto latok boli pouzité¢ dve rozne
koncentracie danych latok, ato hodnoty LD50 aLD90 ziskanych ztestov viabilit
v kapitole 4.1.
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Pre kontrolu bol merany transaktivaény potencial v na zac¢iatku indukcie, tzv. ,,Cas 0, (Graf
15 a Graf 16) a boli potvrdené rovnaké expresie proteinu p53 bez zésahu pridanych latok pri
oboch pouzitych koncentraciach galaktozy.
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Graf 15 Vyhodnotenie transaktivaéného potencialu proteinu p53 v jednohybridnom systéme
kvasiniek Saccharomyces cerevisiae - TT na zaciatku kultivacie v SRItA médiu v pritomnosti
doxorubicinu (DOX) LD50 a LD90, kurkuminu (CUR) LD50 a LD90, resveratrolu (RES) LD50
a LD90. Histogram zobrazuje priemernu velkost' u¢inku transaktivacného potencialu v porovnani s
prazdnym vektorom a smerodajné odchylky z piatich opakovani.
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Graf 16: Vyhodnotenie transaktivaéného potencialu proteinu p53 v jednohybridnom systéme kvasiniek
Saccharomyces cerevisiae - TT na zaciatku kultivacie v SRItA médiu s0,012 % galaktozou
v pritomnosti doxorubicinu (DOX) LD50 a LD90, kurkuminu (CUR) LD50 a L.D90, resveratrolu (RES)
LD50 a LD90. Histogram zobrazuje priemernu velkost’ u¢inku transaktiva¢ného potencialu v porovnani
s prazdnym vektorom a smerodajné odchylky z piatich opakovani.
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Prvou skumanou latkou s moznym vplyvom na transaktivacny potencidl proteinu p53
v jednohybridnom kvasinkovom systéme bolo cytostatikum doxorubicin (Graf 17 a Graf 18).
V bunkach MCF-7 sme pomocou imunochemickej analyzy (kapitola 4.2.2) proteinov ziskanych
zlyzy buniek oSetrenych s doxorubicinom potvrdili zvySenie hladiny proteinu p53.
Predpokladom teda bolo, Ze oproti kontrole bunkam kultivovanym v ¢istom médiu, bude mozné
sledovat’ zvysenie transaktivacného potencialu proteinu p53.

Ako uz bolo popisané vyssie, na pociatku inkubécie (v ¢ase Oh) bol transaktivacny potencial
rovnaky pre vSetky pouzité vzorky, ¢im bola potvrdend spravnost’ metddy a pripravy vzoriek.
Pri konstitutivnej expresii proteinov (Graf 17) po 6 hodinach inkubacie bol zaznamenany
Statisticky vyrazny narast transaktivacného signalu, a to pri koncentracii LD50 o cca 50% a pri
LD90 az o cca 100% oproti kontrole inkubovanej v ¢istom médiu. Po 24 hodinach inkubéacie
bol zvySeny transaktiva¢ny potencidl zaznamenany len pri koncentracii LD50, oproti tomu pri
koncentracii LD90 bol pozorovany signifikantne rapidny pokles. Dovodom mdze byt vysoka
toxicita doxorubicinu a s nim stvisiaca smrt’ buniek. Transkativa¢ny potencial sa prejavi len
v pripade plne funk¢nych proteinov [27].
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Graf 17: Vyhodnotenie transaktivaéného potencialu proteinu p53 v jednohybridnom systéme kvasiniek
Saccharomyces cerevisiae - TT s konstitutivnym GPD promotorom kultivovanych v SRItA médiu
v pritomnosti doxorubicinu s koncentraciou LD50 a LD90. Histogram zobrazuje priemernu velkost
ucinku transaktivacného potencidlu v porovnani s prazdnym vektorom a Standardné odchylky z piatich
opakovani. Statisticka vyznamnost je v grafoch znazornena hviezdi¢kou (p hodnota < 0,05).

V Graf 18 st zhrnuté vysledky experimentov s inducibilnym galaktézovym promdétorom.
Tieto bunky boli kultivované v pritomnosti 0,012 % galaktézy v SRItA médiu. Trend
transaktivacného potencidlu ujednotlivych vzoriek je velmi podobny vysledkom
z prechddzajiceho experimentu. Cytostatikum doxorubicin teda spdsobuje zvySenie
transaktivacného potencialu a to zvySenim hladiny proteinu p53.
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Graf 18: Vyhodnotenie transaktivaéného potencialu proteinu p53 v jednohybridnom systéme kvasiniek
Sacharomyces cerevisiae - TT s inducibilnym galaktdozovym promoétorom kultivovanych v SRItA médiu
v pritomnosti doxorubicinu o koncentracii LD50 a LD90. Histogram zobrazuje priemerni velkost
ucinku transaktivacného potencialu v porovnani s prazdnym vektorom a Standardné odchylky z piatich
opakovani. Statisticka vyznamnost je v grafoch znazornena hviezdi¢kou (p hodnota < 0,05).

Dalsou skamanou latkou, u ktorej bolo v bunkach MCF-7 potvrdené zvysenie hladiny
proteinu p53, je polyfenolickd latka resveratrol, bezne sa vyskytujica v potravinach.
U resveratrolu bol vyuzity rovnaky postup analyzy ako pre popisany doxorubicin. Ziskané
vysledky st zhrnuté v Graf 19 a Graf 20. Pri porovnani jednotlivych histogramov je mozné
vidiet, Ze jednotlivé vzorky maju rovnaky trend transaktivacného potencialu pri réznych
promotoroch.

Vysledky posobenia resveratrolu (Graf 19 a Graf 20) ukézali, Ze po 6 hodinach inkubécie
doslo zvysSeniu transaktivacného potencidlu u buniek, ktoré boli osetrené koncentraciou LD50
(5,6 uM). Avsak pri koncentracii resveratrolu LC90 (51,6 uM) doslo k znizeniu transaktivacie
uz po 6 hodinach inkubécie. Prave pri tejto koncentracii bol detekovany najsilnejsi signal pri
imunochemickej analyze proteinového lyzatu u MCF-7 buniek. Tento pokles je pravdepodobne
sposobeny v€asnym usmrtenim buniek. Toto tvrdenie je podlozené aj vysledkami ziskanymi po
24 hodinach inkubécie. V tomto pripade resveratrol posobil dlhsiu dobu a tym je vidite'ny vyssi
vplyv na expresiu proteinu p53. Pomocou tychto vysledkov sme potvrdili apoptotické ucinky
resveratrolu, ktoré sivisia so zvySenim hladiny proteinu p53 v bunkéch.
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Graf 19: Vyhodnotenie transaktivaéného potencialu proteinu p53 v jednohybridnom systéme
kvasiniek Sacharomyces cerevisiae - TT s konstitutivaym GPD promotorom kultivovanych v
SRItA médiu v pritomnosti resveratrolu o koncentracii LD50 a LD90. Histogram zobrazuje priemerna
velkost’ uc¢inku transaktivacného potencialu v porovnani s prazdnym vektorom a Standardné odchylky
z piatich opakovani. Statisticka vyznamnost je v grafoch znazornena hviezdickou (p hodnota < 0,05).
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Graf 20: Vyhodnotenie transaktivaéného potencialu proteinu p53 v jednohybridnom systéme
kvasiniek Sacharomyces cerevisiae - TT s inducibilnym galaktézovym promoétorom kultivovanych v
SRItA médiu v pritomnosti resveratrolu o koncentracii LD50 a LD90. Histogram zobrazuje priemerna
velkost’ ucinku transaktivacného potencialu v porovnani s prazdnym vektorom a Standardné odchylky
z piatich opakovani. Statisticka vyznamnost je v grafoch znazornena hviezdi¢kou (p hodnota < 0,05).
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V Graf 21 a Graf 22 st znazornené vysledky analyzy transaktivaéného potencialu proteinu
p53 v bunkach S. cerevisiae — TT, ktoré boli kultivované v médiu s obsahom kurkuminu
o koncentracii LD50 (10,50 uM) a LD90 (68,21 uM). Experimenty na bunkach MCF-7 ukazali,
ze kurkumin ma sice apoptotické ucinky, avSak jeho mechanizmus podl'a imunochemickej
analyzy proteinového lyzatu z oSetrenych buniek nie je spojena so zvySenim hladiny p53. Tuto
hypotézu sme potvrdili aj na kvasinkovych jednohybridnych systémoch s konstitutivnou
expresiou proteinu pod GPD promotorom (Graf 21). Na zaciatku inkubacie bol namerany
u vsetkych vzoriek rovnaky signal. Po 6 hodindch bolo zistené, Ze koncentracia LD50 nijak
nevplyvala na transaktivacny potencidl oproti kontrole — bunkdm kultivovanym v ¢istom
médiu. Oproti tomu u buniek oSetrenych s kurkuminon s koncentraciou LD90 bolo mozné
pozorovat’ nepatrny pokles signalu, ktorého dovodom mohlo byt usmrtenie buniek. Po 24
hodinach inkubdcie sme u buniek osetrenych kurkuminom s koncentraciou LD50 zaznamenali
asi 30 % pokles signdlu a pri koncentracii LD90 az 60 % pokles oproti kontrole.
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Graf 21: Vyhodnotenie transaktivaéného potencialu proteinu p53 v jednohybridnom systéme kvasiniek
Sacharomyces cerevisiea - TT s konstitutivnym GPD promoétorom kultivovanych v SRItA médiu
v pritomnosti kurkuminu o koncentracii LD50 a LD90. Histogram zobrazuje priemerna velkost’ i¢inku
transaktivacného potencidlu v porovnani s prazdnym vektorom a Standardné odchylky z piatich

opakovani.
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Graf 22 Vyhodnotenie transaktivaéného potencialu proteinu p53 v jednohybridnom systéme kvasiniek
Sacharomyces cerevisiea - TT sinducibilnym galaktézovym promoétorom kultivovavanych v
SRItA médiu v pritomnosti kurkuminu o koncentracii LD50 a LD90. Histogram zobrazuje priemernu
velkost’ ucinku transaktivatného potencialu v porovnani s prazdnym vektorom a Standardné odchylky

z piatich opakovani.

Ziskané vysledky s konstitutivnym promdtorom GPD sme preverili aj v systéme
s inducibilnou expresiou proteinu p53 (Graf 22). U tychto vzoriek sme potvrdili klesajuci trend
transaktivacného potencidlu po 6 hodinach u LD90 a tiez po 24 hodinach u LD50 aj LD90.
Pokles u tychto vzoriek bol v porovnani s konstitutivnou expresiou signifikantnejsi, pri LD90
po 24 hodinovej inkubacii sme zaznamenali skoro 90 % pokles signalu. Pri porovnani tychto
vysledkov s vysledkami viability buniek MCF-7, je mozné usudit’, ze za pokles transakti-
vaéného signalu pri vysSej koncentracii a dlhsej kultivacii méze toxicita kurkuminu [53].
Dolezité vSak je poznamenat, ze ani ujednej vzorky nedoSlo k narastu transaktivacného
potencidlu oproti kontrole kultivovanej v ¢istom médiu. Zhrnutim kurkuminovych
experimentov je fakt, ze kurkumin nemé vplyv na hladiny proteinu p53 pri navodeni
programovanej bune¢nej smrti alebo nekrézy [53].
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5 Zaver

V teoretickej Casti diplomovej prace je pojednavané o proteine p53, jeho Strukture a funkecii
so zameranim na muticie. Dalej je popisana regulacia hladiny p53 a s uvedené mozné
terapeutické pristupy na lieCenie rakovinovych ochoreni. Stcasné terapie proti jednej
z najnebezpecnejSich ochoreni celosvetovo st zalozené na chemoterapii a ozarovani, ktoré st
spojené s vyznamnymi vedl'aj§imi i€¢inkami. Preto je naliehavo potrebné vyvinat’ alternativne
pristupy a pripadne ndjst’ dostupné zluceniny, ktoré su hojne zastiipené v potrave s moznymi
preventivnymi a lieCebnymi ucinkami.

V experimentalnej Casti prace boli preskimané prave najsl'ubnejSie polyfenolické latky,
resveratrol a kurkumin, ktorych tuc¢inky boli porovnané s tcinkami bezne pouzivaného
protinadorového cytostatika, doxorubicinu. Experimenty boli prevedené na nadorovych liniach
adenokarcinomu prsnika a na jednohybridnych systémoch kvasiniek Sacharomyces cerevisiae.
Priméarne bola zistend toxicita tychto latok aich vplyv na programovanu bunecnt smrt.
Nasledne bola sledovana stvislost’ apoptotickych t¢inkov so zvySenim hladiny proteinu p53,
ktory je jednym z hlavnych mediatorov apoptdzy. Ziskané vysledky boli preverené pomocou
luciferazovych testov transaktivaéného potencialu proteinu p53.

Predpokladand tcinnost doxorubicinu bola jednoznacne potvrdend a v porovnani
s alternativnymi polyfenolickymi latkami bola niekol'kondsobne vysSia. Doxorubicin tiez
vykazoval apoptotické ucinky spété so zvySenim hladiny proteinu p53. Koncentracia 1,4 uM
doxorubicinu v médiu (letdlna davka na 50 % buniek po 12 hodinovej inkubécii) zvysila
hladinu proteinu p53 az o 50 % oproti hladine v bunkach kultivovanych v ¢istom médiu. So
zvysujucou sa koncentraciou bola sledovana prevladajuca nekroza a apoptéza buniek, s ¢im
suvisel aj pokles transaktivaéného potencidlu v kvasinkovych systémoch. Pomocou $pecifickej
imuchemickej metddy bolo zistené, Ze jednym z mediatorov apoptdzy bol protein p53.

Podobné zvysenie transaktivaéného potencidlu bolo sledované aj uresveratrolu. Po
6 hodinach inkubacie v médiu s obsahom LD50 (5,66 uM) resveratrolu sa transaktivacny
potencial proteinu p53 zvicsil o 40 %. Suvislost’ medzi apoptézou a zvysSenou hladinou p53
bola pozorovana tiez pomocou analyzy proteinového lyzatu u bunkdch MCF-7 oSetrenych
$ 30 uM a 50 puM resveratrolom.

Experimenty na nddorovych bunkach potvrdili protinadorovu aktivitu kurkuminu. Pomocou
prietokovej cytometrie bola stanovend miera apoptdézy utychto buniek oSetrenych
s koncentraciou kurkuminou LD50 (10,50 uM) a LD90 (68,21 uM). U LD50 bola tato hodnota
urend na 1,54 % u LD90 az 16,07. Pri analyze hladiny proteinu p53 u tychto vzoriek vSak
nebola zistend ziadna pozitivna zmena. Z toho vyplyva predpoklad, ze kurkumin vyuziva iné
signalne drahy apoptdzy ako zvysenie hladiny proteinu p53 [53].

Pozitivne Gcinky v potrave dostupnych polyfenolickych latok boli v tejto praci potvrdené.
Aby sa tieto alternativne terapie mohli vyuzit’ i v medicine je potrebné preskimat’ biologicku
dostupnost’ tychto latok a pripadne navrhnat vhodné kombinacie s inymi polyfenolickymi
zliCeninami a mikrozivinami. Budiice smery vyskumu by sa mali roz8irit' na pouZzivanie
prirodnych zlucenin, najmé v kombinaciach, ako bezpecnych, efektivnych a cenovo dostupnych
terapeutickych pristupov k liecbe rakoviny.
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7 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

DNA — Deoxyribonukleova kyselina

A — adenin

G- guanin

T - tymin

C- cytozin

TP53 — Tumor supresorovy gén kodujici protein p53

Kb - kilobaz

AMK — aminokyselina

LOF — ,,loss of function* — strata schopnosti proteinu

GOF — ,»gain of function* — nova funkcia proteinu

mutpS53 — mutantny protein pS3

MDM?2 — Mysi dvojminatovy 2 homolog — negativnym regulator p53
RNA — Ribonukleova kyselina

dsDNA — dvojvlaknova DNA

NIH - National Institutes of Health — ,,Narodné tstavy zdravia“
ATCC - americka zbierka typovych kultar

cAMP — Cyklicky adenozinmonofostat
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EGCG - (-)- epigallokatechingalat

EGC - (-)-epikatechin-3-galat

mg — miligram

1- liter

ELISA - Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

Da— dalton

MTT — (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid)
GF-AFC — glycylfenylalanyl-aminofluérokumarin;

AFC - aminofluérokumarin

DMEM — Dulbecco modified Eagle medium

FBS - fetal bovine serum — hovédzi bovinni sérum
SRItA — Syntetické leucin tryptofan selektivne médium
GAL — inducibilny galaktozovy promotor

GPD - konstitutivny GPD promotor

HCI - chlorovodik

KCI - chlorid draselny

KH>PO4 — Fosfore¢nan monodraselny

MgClz - 6 H2O— hexahydrat chloridu hore¢natého
MgSO;4 - 5 H>O —pentahydrat siranu hore¢natiho

Na2CO3 - uhlic¢itan sodny
Na2HPO4 - fosforecnan disodny
NaCl - chlorid sodny

SDS — dodecylsulfat sodny
TEMED- Tetrametyletyléndiamin
Tris — trisaminometan
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