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Abstrakt: Tato diplomova prace pojednava o cytotoxicité vybranych naftochinont
na prostatickych buné&énych liniich. Uvodni &ast je vénovana obecné charakteristice
naftochinonti se zaméfenim na jejich cytotoxicitu, testovani a mechanismy cytotoxicity. Dale
navazuji kapitoly o cytotoxicité, charakteristice a hlavné biologické aktivité vybranych
naftochinon plumbaginu a naftazarinu. Posledni c¢ast teoretického oddilu je vénovana
fluorescencni mikroskopii a jejimu vyuziti pfi zkoumani cytotoxicity naftochinonii. Prakticka
cast této prace se zabyva vyhodnocenim vysledka cytotoxickych testli a analyzou snimkt
bung¢k linii PC3 a PNT1A ziskanych pomoci fluorescenéni mikroskopie. V zavéru prace jsou

vSechny poznatky shrnuty a dany do souvislosti.

Kli¢ova slova: naftochinony, plumbagin, naftazarin, buné¢né linie, fluorescenéni
mikroskopie, PC3, PNTI1A, segmenta¢ni metoda rozvodi, metoda rozvodi kontrolovana
markery

Abstract: This master’s thesis discusses cytotoxicity of selected naphthoquinones
on prostatic cell cultures. The introductory part is dedicated to general characteristic
of naphthoquinones with focus on their cytotoxicity, testing of cytotoxicity and mechanisms
of cytotoxicity. This part is followed by chapters about cytotoxicity, characteristics
and biological activities of selected naphthoquinones; plumbagin and naphthazarin. The last
part of this thesis’ theoretical section speaks about fluorescence microscopy and its use in
research of naphthoquinones cytotoxicity. The practical part is dedicated to evaluation
of cytotoxical tests’ results and to analysation of pictures of cells obtained by fluorescence
microscope. At the end of thesis, all finding are summarized and put in the context.

Keyword: naphthoquinones, plumbagin, naphthazarin, cell cultures, fluorescence
microscopy, PC3, PNT1A, watershed segmentation, marker-controlled watershed
segmentation
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Uvod

Rakovina prostaty je nejfrekventovanéji diagnostikovany typ rakoviny u muzi. Riziko
vzniku rakoviny prostaty strmé roste po piekroceni 50. roku véku muze. Karcinogeneze
prostaty je charakteristickd postupnou transformaci normalniho zdravého epitelu prostaty
do podoby intraepitelialni neoplazie. Ta se nakonec méni v pokrocilou metastatickou chorobu.
Problémem dosavadni 1écby rakoviny je jeji nespecifita a také to, Ze ne vzdy je efektivni
a to hlavné v ptipadé pokrocilych stadii rakoviny. Proto se védci neustale snazi nalézt nejlepsi
mozny zpusob 1écby rakoviny. Cesta za nalezenim lepsiho 1éku zavedla védce a 1ékate zpét
do oblasti ptirodni mediciny, kde by mohli nalézt latky ptirodniho puvodu, které by mély

schopnosti a potencidl stat se novym lékem proti rakoving.

Takovy potencial byl nalezen v naftochinonech. Naftochinony jsou pftirodni latky, které
vykazuji fadu biologickych aktivit. Plumbagin a naftazarin, dvé latky pattici mezi
naftochinony, jsou obsazené v urcitych druzich rostlin, které se pouzivaji v tradi¢ni mediciné
jako antipyretika a antimykotika. UZzivaji se pro jejich antimikrobialni, antisklerotické nebo
insekticidni vlastnosti. Krom¢ tohoto bylo zjisténo, ze vykazuji 1 cytostatické
a antikarcinogenni vlastnosti. VSechny tyto vlastnosti vyvstavaji z jejich schopnosti chovat se
jako potentni inhibitory elektronového transportu, jako bioreduktivni alkalické agens
biomolekul a také jako tvirci reaktivnich kyslikovych radikali za aerobnich podminek. Jejich
cytotoxické ulinky byly studovany a ovéfeny na fadé¢ bunécnych linii. Mezi nimi to byly
napf. prostatické bunééné linie, na nichz se testovala schopnost naftazarinu a plumbaginu

inhibovat zhoubné bujeni zplisobené rakovinou prostaty.
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1  Naftochinony

1.1 Obecna charakteristika

Naftochinony jsou skupina organickych slou¢enin. Spolu s antrachinony a benzochinony
patii k tzv. chinonim, které jsou ziskany z aromatickych sloucenin, jako je naftalen nebo
benzen (Obr. 1).

Nejbézngjsi formou vyskytu naftochinoni jsou barevné pigmenty nalézajici se
v mnohych druzich bakterii, hub (celed’ Streptomyces, Fusarium) i vyssich rostlin (celed’
Plumbaginaceae, Juglandaceae, Ebenaceae, Boraginaceae). Tyto pigmenty se v rostlinach

objevuji volné nebo jsou glykosidovany a ulozeny ve vakuolach. [1]

Lapachonon Lawson Juglon Plumbagin

Obr. 1 Naftochinony (prevzato[2])

K nejznaméjsim naftochinonim patti plumbagin, naftazarin a lawson. Diky svym
farmakologickym t¢inkiim jsou velmi zajimavymi objekty pro zkoumani. Bylo zjisténo, ze
jsou vysoce cytotoxické a ze rovnéz vykazuji vlastnosti antibakterialni, antifungalni,
antivirdlni a antiparazitni. Velké uplatnéni nachazeji zejména V oblastech tradi¢ni

mediciny. [1, 3]

1.2  Biosyntéza naftochinont

Mistem syntézy a akumulace naftochinont jsou rostlinné tkané. Naftochinony se zde
vyskytuji jako primarni metabolity, které maji dilezit¢ a dobife studované role. Ostatni
chinony jsou typicky metabolity sekundarni bez jakékoliv o¢ividné metabolické role.

Dutlezitou latkou v biosyntéze naftochinontl je kyselina Sikimova, kterd jako jedna z mala
sloucenin prosla zménou ze sekundarniho na primarni metabolit. Kromé jeji biosyntetické
funkce ma kyselina Sikimova i jiné vyuziti — zajiStuje komponenty proteinim (fenylalanin,
tyrosyn a tryptofan) a je pouzivana jako ,,most“ mezi linedrnimi uhlikovymi fetézci

uhlovodikii a aromatickymi slouceninami. Ze Sikimatu je také mozné vytvofit tifi derivaty
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benzoatu (0-sukcinylbenzoat, 4-hydroxybenzoat a kyselina homogentisova). Ty slouzi jako

prekurzory naftochinonti. [4]

1.2.1 Cesty biosyntézy

Biologickych cest vedoucich k syntéze chinonti je mnoho. Pro benzochinony
a naftochinony existuje alespon pét cest a pro antrachinony dvé cesty.

e Sukcinylbenzodtova cesta

Prostfednictvim této cesty je mozné vytvofit urcit¢ druhy naftochinonii a také
antrachinonti (omezeno pouze na rostliny rodiny Rubiaceae). Jako prekurzor zde slouzi 2-
sukcinylbenzoat. [4, 5]

Sikimat — 2 — sukcinylbenzoat — naftochinon

Tato cesta se vétvi od kyseliny chorismové, ktera je prekurzorem izochorismatu.
Formovéni tohoto isomeru je katalyzovdno enzymem izochorismat hydroxymutézou.
Kyselina izochorismova se pfeméni na 2-sukcinylbenzoat za pfitomnosti 2-oxoglutaratu
a thiamin pyrofosfatu. Sukcinylbenzoat je nasledné pfeménén na mono-CoA ester. To
vyzaduje ptisun energie ve formé¢ ATP a vynasi AMP u bakterii nebo ADP u vyssich rostlin.
Dalsim krokem je vytvofeni 1,4-dihydroxy-2-naftoat vyskytujici se u bakterii (u rostlin
nemusi tento krok probéhnout). Vétsina metabolickych krokd u vyssich rostlin za CoA-
esterem zustava neobjevena. Vyjimkou je napf. biosyntéza juglonu, ktera vychazi z 1,4-
naftrochinonu (Obr. 3). [4, 5]

e Hydroxybenzodtova cesta

Dalsi cestou zajist'ujici biosyntézu naftochinonti hlavné u rostlin rodu Plagiobothrys je
hydroxybenzoatova cesta. Vysledkem muze byt alkanin nebo Sikonin. Ty vznikaji kondenzaci
kyseliny p-hydroxybenzoové a Cjp izoprenové jednotky. Kone¢nych produktem je
substituovany 1,4-naftochinon (Obr. 2). [4, 5]

OH OH OH O OH
AR CU ARG ¢ R

COOH COOH OH O

kys.p-hydroxy- alkannin

benzoova

Obr. 2 Hydroxybenzoatova cesta (pi‘evzato z [1])
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e Acetat-malondtova cesta

Timto zptisobem u rostlin ¢eledi Plumbaginaceae (rod Plumbago) vznika plumbagin.
Dochazi tu ke kondenza¢nim reakcim mezi acetyl-CoA a malonyl-CoA. [4, 5]

OOC% | 'OOC\]/ i

O.Q/COO 0,,,'. Coo”
HO o

Chorismat Izochorismat

1« CO. >
';4——’ 2-Oxoglutarat

A
COQ°_ COO”

e}
2-Sukcinylbenzoat

OH $ o O OH
Z CoQ - COO”.C~SCoA OH
" O
OH 0 o}

1,4-Dihydroxy-2-naftoat Alizarin

§

=
=

=
[ | —_—
=
o] OH O
1,4-Naftochinon Juglon

Obr. 3 Sukcinylbenzoatova cesta (pievzato z [1])
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2  Cytotoxicita naftochinonu

Cytotoxicita je schopnost bunék nebo sloucenin nicit jiné buiiky. Pravé naftochinony jsou
jedny z latek, u nichz se tato vlastnost projevuje velmi siln€. Ve studiich zabyvajicich se
in vitro cytotoxicitou naftochinonti byl tento ucinek prokazan na mnozstvi bunéénych linii,
konkrétné nadorovych bunéénych linii.

2.1 Bunééné linie

Bunééné linie at’ uz zivocisné nebo lidské se ziskavaji izolaci. Na zacatku se izoluji
tzv. primarni kultury (primokultury). Tyto primokultury jsou obvykle ziskdny z fragmentt
tkani nebo organli. Mechanické disociace, ¢i natraveni proteolytickymi enzymy jsou metody,
které se poté pouzivaji k uvolnéni jednotlivych bunék z fragmentt. [6]

Po Gspésném vyvoji primokultury in vitro vznika bunééna linie. Tyto buiky se vyvinuly
z primokultury béhem prvni pasaze. Prvni pasdZ je oznaceni pro proces pieneseni bunck
Z ptivodni kultivacni nddoby do nové. Behem toho také dochazi k vyméné kultivaéniho média

a nafedéni suspenze. [6]

Obr. 4 Linie zdravych epitelialnich prostatickych bunék

YV 1

Bunééné linie se pouzivaji jako obnovitelny zdroj bunécného materidlu, ktery se
vyznauje relativné stabilnimi biologickymi vlastnostmi (Obr. 4). Bunécné linie ziskané
z nadorovych bunék (Obr. 5) obvykle reflektuji vlastnosti nadori, ze kterych pochazi

(zachovany jsou genotypové a fenotypové charakteristiky bunék). [6]
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Obr. 5 Linie prostatickych rakovinnych bunék

2.2  Rozdéleni a charakterizace bunécnych linii

Bunééné linie se deli na kontinualni a konecné linie. Kontinudlni linie jsou schopné
nekonecné expanze populace. Kone¢né linie umoziuji jenom omezeny pocet déleni. K tomu,
aby doslo k pfeméné linii na kontinualni, je nutna transformace a ta vyzaduje bud’ pfitomnost
bunék, které byly uz diive transformovany nebo podstoupeni transformace v ranych stadiich.
Samotné testovani se provadi na eukaryotickych bunéénych liniich odvozenych z riiznych
lidskych i zvitecich tkani. [6, 7]

Diky velkému mnozstvi bunécnych linii, které se pouzivaji v experimentalni biologii
a medicing, je nutné linie také charakterizovat. K tomuto ucelu slouzi urc€ité postupy, které Ize
rozd¢lit do tii skupin:

e metody stanoveni jedine¢nosti linie (DNA fingerprinting, DNA profilovani,

analyza karyotypu),

e metody urceni druhového ptivodu (izoenzymova analyza, cytogeneticka analyza,

detekce druhovée specifickych protilatek),

e metody hodnoceni obecnych vlastnosti linii (urceni morfologie, charakterizace
rustovych parametri a bunééného cyklu, stanoveni exprese proteinl
intermediarnich filament). [6, 7]
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3  Testovani toxicity naftochinonu

Prvni a nejlépe rozeznatelny efekt nasledujici po expozici bunécnych linii toxiniim je
morfologicka zména ve vrstvé bunék a/nebo tvaru bunék v kultufe. Proto neni piekvapenim,
ze jsou morfologické zmény pouzivany k ohodnoceni toxicity. Toxické efekty se mohou lisit
a tedy vyzadovat jiny pfistup k jejich zjisténi nebo jinou uroven citlivosti. Diky testovani
cytotoxicity jsme schopni ohodnotit u¢innost testované latky, porovnat toxicitu mezi latkami
nebo vyhodnotit synergické/antagonistické ucinky latek. Samotné testovani se provadi
na eukaryotickych buné¢nych liniich odvozenych z riznych lidskych i zvifecich tkani. [8, 9]

3.1 Rust bunék

MozZnym indik4torem toxicity mlze byt zména v rastu bunék. To, jak chemikalie
ovliviiuji schopnost replikace bun¢k, lze pouzit jako ukazatel toxicity. Koncentrace latky,
po jejimz piidani do smési se 50 % bunék nedéli, se nazyva inhibi¢ni koncentrace (ICsp).
Dalsim efektivnim ukazatelem miry replikace je tzv. PE (plating efficiency) — schopnost
bun¢k tvofit kolonie po 10-15 dnech kultivace za pfitomnosti toxinu. PE podava
komplexnéjsi informace o pieziti bunky, nutri€nich poZadavcich a schopnosti reprodukce.
Reprodukce bun€k miize byt métena za pomoci né€kolika parametri zahrnujici pocet bunék,

obsah DNA, obsah proteinti nebo enzymovou aktivitu. [9]

3.2 Zivotnost bun&k

Dalsim indexem toxicity je Zivotnost bunck. Ta se d4 méfit pomoci vitdlnich barviv,
napf. pomoci trypanové modii, kterd vstupuje pouze do mrtvych bunék nebo pomoci neutralni
Cerveni, ktera se akumuluje ve zdravych bunkach. Pocet mrtvych a zdravych bunék
ve srovnani s kontrolni skupinou nam poskytne informaci o umrtnosti v testovaném vzorku.
Bylo také zji§téno, Ze mnoZstvi uvolnéného radioaktivniho °!Cr je dalsim moznym

ukazatelem umrtnosti méfenym pomoci membranovych funkci. [9]

3.3 Bazalni funkce bunék

V neposledni fad¢ stoji bazalni funkce bunky (biochemické nebo metabolické zmény
Vv bunice) jako index toxicity. Cesty pienosu energie a jejich zmény (spotieba O, nebo trovné

ATP) jsou obvykle méfeny pomoci Clarkovych elektrod a také pomoci luciferin-luciferinu.
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V jedné studii byla pouzita vysokotlakd kapalinova chromatografie k méteni mnozstvi DNA
a RNA prekurzord, jejichz pomér je chapan jako dalsi indikator toxicity. [9]

3.4  Cytotoxické testy

Kromé vyse zminénych zpiisobti hodnoceni cytotoxického piisobeni latek na buiiky,

existuji 1 specidlni testy, které 1ze k tomuto tcelu také pouzit.

341 MTS test

MTS test méii redukéni potencial buitky pomoci kolorimetrické reakce. Ziva buiika
redukuje MTS reaktant na barevny formazan. Formazan jako produkt redukce je rozpustny
Vv roztoku kultury, u kterého je nakonec métfena absorbance. Redukéni reakce probihd jenom
Vv ptipadé, Ze jsou mitochondridlni reduktdzové enzymy aktivni. Proto je mozné tuto konverzi

vztahnout k zivotnosti bunék ve vzorku. [10]

3.4.2 MTT test

MTT neboli zluty tetrazol se vyuziva ve stejnojmenném kolorimetrickém testu k méteni
aktivity bunéénych enzymd, cytotoxicity nebo cytostatické aktivity potencionalnich 1é¢iv
nebo toxinl. U této metody dochéazi k redukci tetrazoliové soli (MTT) na fialové zbarveny
ve vod¢ nerozpustny formazan. Reakce probiha na mitochondridlni membrané Zivych bunék.
Po pfidani silného detergentu se formazan rozpusti a zabarveni se poté vyhodnocuje
spektrofotometricky pfi vinové délce 540 nm. Hodnota absorbance odpovida mnozstvi Zivych
bunék (¢im vyssi absorbance, tim vyssi procento zivych bunék). [11]

3.4.3 LDH test

Testovani cytotoxicity pomoci LDH testu je zalozeno na kolorimetrické metodé. Test
obsahuje smés laktatu, NAD" a diaforazy. LDH Kkatalyzuje redukci NAD" na NADH
za pfitomnosti L-laktatu. Mnozstvi barevného a rozpustného formazanu se méfi
spektrofotometricky pti vinové délce 490 nm. Jinak feceno. Laktat dehydrogenaza je vypustén
do média kultury ve chvili bunééné smrti v disledku poskozeni bunéné membrany. Naruast

aktivity LDH v supernatantu je umérny poctu lizovanych bunék. [10]

3.44 NR test

Tento test je zalozen na schopnosti zivych bun¢k pfijmout a navazat neutralni Cerven

(NR). NR je pozitivné nabité barvivo, které lehce difunduje pfes bunéénou membranu,

21



akumuluje se v cytoplasmé a je ukladano v kyselém prostiedi lysozomi. Princip je takovy, ze
jenom zivé bunky jsou schopné NR absorbovat a vazat, coz je nemozné u bunék mrtvych
nebo zni¢enych. Mnozstvi nakumulovaného NR je tedy proporcionalni k mnozstvi zivych

bun¢k v bunécné kultuie. [8]

3.4.5 Millipore test

Millipore test je test na ultrafiltru. Bunky jsou vypéstovany na jedné strané filtru
a z druhé strany je piilozen testovany vzorek (Obr. 6). Filtr umoznuje definovany kontakt
materidlu a zabrafiuje mechanickému poskozeni. Latky uvolnéné ze vzorku mohou filtrem
difundovat do okoli. Takto se obvykle prokazuje sukcinat dehydrogenazova aktivita zivych
bunck. Po ptsobeni smési je plocha ultrafiltru se zivymi buitkami modrofialové zbarvena,
oblast ,,postizenych* bun¢k zistava nezbarvena. UsuSené ultrafiltry se archivuji pfimo, ale

mikroskopické hodnoceni bunék neni mozné, nebot’ ultrafiltr neni transparentni. [12]

Existuje i jiné usporadani testu na membranovém ultrafiltru, kdy lze prokazovat v zivych
bunikdch enzymatickou transformaci fluoresceindiacetatu ve fluorescein. Protoze vznikly
fluorescein nepronika pies bunéénou membranu, reakce se projevi zlutozelenou fluorescenci
plochy zivych bun¢k v UV svétle. Zona poskozenych bunck nevyzatuje fluorescenci. Pro
vyhodnoceni jsou vhodngjsi snimky pofizené v UV svétle; ve viditelném svétle se filtry jevi
jako nezbarvené. [12]

n
PE—
a b c. d

Obr. 6 Millipore test (pfevzato a upraveno z [12])

a.Nasazeni bunék na ultrafiltr a ptiprava Petriho misky s agarem b. PoloZeni ultrafiltru na agarovou vrstvu buiikami smérem
dolti c. Polozeni testovaného materialu na ultrafiltr d. Po 24 hodinach se vyhodnoti velikost oblasti poskozenych bunék

3.4.6 Systém xCELLigence

Tento systém pracuje na principu sledovani bunék umisténych na dno jamek desticky “E-
plate®, do které jsou buniky umistény. Pfi aplikaci nizkého napéti dojde ke vzniku elektrického
pole mezi zlatymi mikroelektrodami umisténymi na dné jamek desti¢ky. Elektrické pole se
méni v zavislosti na poétu adherovanych bunék na dné jamky, na morfologii bunék a sile jejich

adheze. Interakce bunék, vtomto piipadé adheze bun€k na mikroelektrodach, generuje
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impedan¢ni odpovéd’. Mira impedance je dana bezrozmérnou veli¢inou Bl (bunécny index).
[13, 14]
Oproti jinym metodam ma XCELLigence fadu vyhod. Zaprvé. Impedan¢ni méfeni je

neinvazivni, takze buiky setrvavaji ve vice normalnim fyziologickém stavu pfi testovani.

vvvvv

Nakonec. xCELLigence umoziiuje zkoumani bunééné proliferace, adheze, bunétné smrti,

viability a cytotoxicity v realném Case, bez barveni ¢i znaceni bunék. [13, 14]

23



4 Mechanismus ucinku cytotoxicity

S cytotoxicitou uzce souvisi 1 mechanismus uc¢inku. U nékterych naftochinonti byla

prokdzéana programovana bunécna smrt (apoptodza, autofagie) jako hlavni tc¢inek ptasobeni.

4.1 Apoptoza

Apoptdza je urcity druh programované bunécné smrti. Je to nezbytny proces pro piesny
embryondlni vyvoj a tkanovou homeostazi, kdy buiikka umird jak fyziologicky tak
i patologicky. Obecné je programovana bunéfna smrt kontrolovana sekvenci dé&ju
specifického druhu proteinti, které jsou pfitomny V mnohobunéénych organismech

a konvertuji smrt Vyvolavajici signal na biochemicky proces rozpadu buriky. [15, 16]

411 Pribéh apoptézy

Na pocatku apoptozy dochazi k smrStovani buiiky, az buiika ptfichazi o kontakt se
svym okolim. Endoplazmatické retikulum se rozpadd a dochazi ktvorbé vackl
a vezikularnich atvart. V jadie se kondenzuje chromatin a pfemist'uje se k periferii. Dale se
St€épi DNA pomoci endonukledzy. Po dokonceni Stépeni ptrechazi apoptdza do finalni faze,
kdy vlivem vysoké autoproteolytické aktivity builky méni tvar a méni se v apoptoticka
téliska (Obr. 7). [17]

Obr. 7 Faze apoptézy (pfevzato z [16])

a. Buné¢ny chromatin, smés chromozomi a bilkovin se za¢ina srazet b. Bunéénd membrana ztraci svou strukturalni integritu.
c. Buiika se smr$t'uje a jeji DNA se stava zlomkovitou. Casti buiiky jsou pak recyklovany.

4.1.2 Regulatory apoptozy

Programovana bunécna smrt je fizena kaskaddou genti. K prob&hnuti apoptdzy jsou nutné
geny ced-3, ced-4 a nuc-1, ktery koduje nukleazu $tépici chromatin. [11]
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e Bcl-2 proteiny

Rodina proteini Bcl-2 je zodpovédna za odpovéd’ na apoptéozu a také za regulaci
integrity vné&j$i mitochondridlni membrany. Zahrnuje Sirokou fadu anti-apoptotickych
proteinii a také proteind, které apoptézu podporuji. Anti-apoptoticti ¢lenové Bcl-2 rodiny
zabranuji vypusténi cytochromu ¢ a patii k nim Bcl-2, Mcl-1, A1-BFL-1 a BIM/BOD. Pro-
apoptoti¢ti ¢lenové vyvolavaji vypusténi cytochromu ¢ z mitochondrie a patii k nim BAK,
BIM/BOD a Bax. Bax je za normalnich podminek rozpustny v cytosolu. V ptipadé
pritomnosti né¢jakého apoptotického stimulu (napf. nadmérna produkce ROS), se Bax ptresune
k vnéj$i mitochondridlni membrané a vnikne do ni. Poté Bax vytvofi oligomery, o kterych se
mysli, Ze jsou dulezité pro vznik PTP. Bcl-2 inhibuje apoptézu negativni regulaci apoptotické
aktivity Bax a formuje Bcl-2/Bax heterodimer. Rovnovaha mezi Bcl-2/Bax tvofi apoptotickou

reostazy, ktera urcuje citlivost k apoptdze. [18-21]
e p53

p53 je nadorovy supresorovy gen, ktery potlacuje rist nadoru prosttednictvim tady cest,
které zahrnuji genovou transkripci, DNA syntézu, zastaveni bunééného cyklu a apoptozu.
Mutace genu p53 nebo ztrata jeho funkce vede k Sifeni nadoru, genetické nestabilité
a odolnosti vici apoptoze. p53 se také chova jako transrepresor pro anti-apoptotické faktory.

Navic je schopen sam aktivovat apoptézu bez pouziti jeho transkrip¢nich funkci. [18-21]
e Kaspazy

Kaspazy jsou velmi dulezité enzymy pro pribéh apoptozy. Jde 0 cystein-aspartatové
proteazy. Jejich neaktivni forma, prokaspazy, se vyskytuji v cytoplasmé a jsou aktivovany
substratti — apoptotickd morfologie) a dalsi, které nehraji pii apoptoze velkou roli. Dtlezitou
efektorovou kaspazou je kaspaza-3. Popisuje se jako klicovy mediator apoptozy savcich

bunék. Jeho aktivita je povazovana za miru odpovédi na cytotoxicitu. [18-21]
e Mitochondrie

Mitochondrie hraje vyznamnou roli pfi transdukci signdlu béhem apoptdzy; jeho selhdni
muze vést k rapidni inhibici pfeziti bunky a proliferaci. Jakakoliv fyziologickd dysfunkce
azména ve struktufe mitochondrie vede K bunééné smrti. Proto mize byt mitochondrialni
degradace uspésnou protirakovinnou strategii. Otevieni mitochondrialni PTP muze vést
k vypusténi cytochromu c¢ a jinych pro-apoptotickych molekul z mezimembranového
prostoru. Po vypusténi cytochromu c¢ do cytosolu je z n& vytvoren apoptosom
a prokaspaza 9. [18-21]
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e ROS

ROS jsou zndmé mediatory intracelularni signdlové kaskady. PriliSna produkce
reaktivnich forem kysliku (ROS) vede k oxidativnimu stresu, ztraté funkci bunky a nakonec
apoptdze. ROS mohou také zpisobit lipidovou peroxidaci. [18-21]

Mechanizmus G¢inku naftochinoni je znazornén na Obr. 8.
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Obr. 8 Mechanizmus u¢inku naftochinoni (pievzato z [21])

Inhibice dihydroorotat dehydrogenazy (1), inkorporace thymidinu do DNA (2), inhibice nékterych enzymi replikace DNA-
topoizomeraz (3) Naftochinony jsou rovnéz schopny generovat reaktivni formy kysliku (ROS). Ve schématu je vyznacena
down-regulace nékterych anti-apoptotickych genti (rodina Bel gent, IAP gent).

4.2  Autofagie

Autofagie je proces indukovany nedostatkem zivin a bunéénym stresem.Autofagie fidi
degradaci vétSiny proteint a celych organel. To bufice umoziiuje prezit stresy vyvolané jak
externim prostiedim (nedostatek Zzivin), tak vnitinim prostiedim (hromadéni poSkozenych
organel, vniknuti patogen). Pii autofagii jsou bunétné komponenty rozlozeny
v autofagickych  vakuolach. Dochazi k degradaci Golgiho aparatu, polyribozomi
a endoplasmatického retikula. Nakonec je buiika znicena fagocytem. Autofagie je dulezity
fyziologicky proces probihajici ve v§ech eukaryotickych bunkach. [16, 22]

Podobné jako u apoptozy | zde u autofagie bylo zjisténo, Ze je autofagie u malignich
nadort potlacena. Dalsi studie zjistily, Ze se autofagie aktivuje jako odpoveéd’ na gama ozafeni
a rizné protirakovinné terapie. [23]
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4.2.1 Priabéh autofagie

Zakladni projevem autofagie je rozvoj autofagickych vakuol (AV). Autofagie zacina
tvorbou dvojit¢é membrany (fagoforu) uvnité builky. Membrana postupné roste a prodluzuje
se, az vytvori autofagosom, ktery odlouci cytoplasmatické proteiny a nckteré organely.
Autofagosom dospéje s pfispénim acidifikace H'-ATPzou a nasledné se spoji s lysozomem
za vzniku autolysozomu. Ten obsahuje dulezité lytické enzymy. Na konci celého déje dochazi
k odbouravani (Obr. 9). [22]

autofagicka vakuola — autolysosom

Obr. 9 Prabéh autofagie (pFevzato z [22]) — vznik AV a jeji splynuti s lysozomem

4.2.2 Regulace autofagie

Na regulaci se podileji dva zakladni mechanismy. Jednim znich je regulace
prostiednictvim aktivity kinazy mTOR, ktera zapina a vypina autofagické drahy. Druhym je
i jiné neméné dulezité regulatory.

e PI3K/AKT/ mTOR signdlova drdaha

PIBK/AKT/mTOR signalova draha je velmi dulezita pro autofagii a je aktivovana
v mnoha druzich rakovin. V pfipadé, ze je kindza mTOR aktivovanda AKT, dochézi
k potlaceni autofagie. Bylo zjisténo, ze tato cesta ma roli v negativni regulaci autofagie. Tato
down-regulacni funkce je spojovana sresistenci pii 1éCbé rakoviny prostaty, prsu
a dalsich. [17, 21]

e PTEN

Fosfataza-tensin homolog je rakovinny supresorovy gen, ktery také reguluje autofagii.
PTEN defosforyluje PIP3 a tudiz antagonizuje funkci PI3K tfidy I, coz potlaci aktivitu AKT
aumozni zahajeni autofagie. V piipad¢ odstranéni nebo mutace PTEN, vede aktivace
PIBK/AKT/mTOR drahy k tumorgenezi. [17, 21]
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e BECN1

BECNI je prvni identifikovany nador-potlacujici protein, ktery je soucasti lysosomalni
degradaéni cesty autofagie. V ptipadé exprese mutované formy BECNI, ktera se nemuze
vazat na BCL2, dochéazi k pfemife autofagie. Tento stav je spojovan s bunéénou smrti
nezavislou na kaspazach a inhibovanou siRNA. Proto BCL2 blokuje autofagii tim, Ze se
navaze na BECNI. Navic se BECNI1 véaze na PI3K komplex tfidy III, ¢imz reguluje

formovani autofagosomu. [17, 21]
e DAPK aDAP1
DAPK a DAP1 protein jsou Ca?*-kalmodulin regulujici serin-treonin kinazy. Tyto kinazy
indukuji autofagii u rakoviny prsu a rakoviny délozniho ¢ipku. [17, 21]
e p53

Transkripcni faktor p53, ktery je zmutovany nejméné v poloviné lidskych nédord.
Inhibuje aktivitu mTOR prostiednictvim AMPK. Navic pozitivné reguluje autofagii
v bunikach zni€ené DNA. Proto mize byt povazovan za spouSté autofagie a bunécné
smrti. [17, 21]

Receptor ristového faktoru

Plasmaticka membrana

|
LY294002 )
Wortmannin \/
PI3K

oy 1
erstres (VY V.V U\ : /\

ps3 | — | PTEN

—| MEK12
e

ERK1/2 PTOS6K Rapamycin
: CCIT79
RAD-001

Obr. 10 Regulace autofagie (pievzato z [17])

Za ptitomnosti ristovych faktord dojde prostfednictvim receptoru ristového faktoru k aktivaci PI3K ttidy 1. Ta aktivuje
AKT, coz vede az k aktivaci mTOR — vysledkem je inhibice autofagie. Nadmérna exprese PTEN antagonizuje PI3K tiidy I a
zahajuje autofagii. RAS ptsobi dvojim zpiisobem - po aktivaci PI3K tfidy I je autofagie inhibovana, ale kdyZ aktivuje RAF1-

MEK-ERK kaskadu, autofagie se stimuluje. Dale. Aktivace p53 pozitivné reguluje autofagii. Komplex PI3K tiidy III a

BECN2 zahajuje autofagii na trans-Golgiho siti. Tato cesta je inhibovana 3-MA. Down-regulace BCL2 nebo up-regulace
BNIP3 na mitochondrii také zahajuje autofagii. DAPK, DRP1 a stres ER autofagii také stimuluje.
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e ERstres

Endoplasmatické retikulum ma velkou roli v regulaci bunécné homeostazy, zvlasté pak
UPR (unfolded protein odpovéd), ktera hraje dilezitou roli u rakovin a mnoha jinych
onemocnéni. Nedavné vyzkumy spojily ER stres s predzvésti autofagie. Pod vlivem ER stresu
dochazi k vytvotfeni pre-autofagosomalni struktury a naslednému transportu autofagosomu
do vakuol. Bohuzel vyzkum autofagie indukované ER stresem je teprve v zacatcich a je
potieba dalsich studii. [17, 21]

Bunécéna smrt neni jediny ucinek, ktery maji naftochinony na bunky. Tyto latky jsou
schopné zasahovat do metabolismu dusikatych bazi nukleovych kyselin, kde je vysledkem
snizeni syntézy DNA bunkach (nddorovych). Také ovliviiuji procesy, jako jsou replikace
DNA a prubéehy riznych fazi bunééného cyklu. [17, 21]

Princip regulace autofagie je znazornén na Obr. 10.
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5 Plumbagin

Plumbagin se vyskytuje ve form¢ zlutého pigmentu. Byl pojmenovan po rostlinach
z ¢eledi Plumbagineae - rod Plumbago, ze kterych byl poprvé izolovan. Mnohymi vyzkumy
bylo dokazano, ze plumbagin vykazuje fadu farmakologickych vlastnosti. Je také velmi
silnym drézdidlem. V malych davkach podporuje poceni a stimuluje centrdlni nervovou
soustavu. Ve velkych davkach muize zpusobit zastavu dychani, paralyzu a smrt. [24]

5.1 Chemicka a fyzikalni charakteristika plumbaginu

Plumbagin (Obr. 11) neboli 5-hydroxy-2-methyl-1,4-naftochinon je organicka sloucenina

s chemickym vzorcem C;1HgO3 molekularni hmotnosti 188,18.

0
Il CH,

|

o

Obr. 11 Chemicka struktura plumbaginu

OH

Je povazovan za vysoce toxickou latku. Po extrakci plumbagin postupné krystalizuje bud’
do podoby tenkych jehel, nebo prodlouzenych pyramid. Je lehce rozpustny v teplé vodé,
alkoholu, acetonu, chloroformu, benzenu a kyseliné octové. Na druhou stranu, se jen velmi

téZce rozpousti ve vodé studené, kterou pouze obarvi. Bod tani ma v rozmezi od 78 °C
do 79 °C. [25]

5.2 lzolace a syntéza plumbaginu

Vzhledem k faktu, ze je plumbagin pfirodni latka vyskytujici se v uréitych druzich
rostlin, je jeho izolace mozna pravé z téchto rostlin. V dne$ni dobé se k ziskani plumbaginu
vyuzivaji n¢které in vitro rostlinné kultury — napft. in vitro kultury Plumbago rosea. [26]

Proces izolace plumbaginu z kofenti rostlin od jeho pocatku prosel znacnym vyvojem.
V zadatcich se kizolaci pouzival Soxletuv extraktor nasledovany silikagelovou
chromatografii, kapalinovou chromatografii na normalnich fazich, kapalinovou

chromatografii s opacnymi fazemi a studenou maceraci nasledovanou chromatografii na tenké
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vrstvé. Pozdéji bylo zjisténo, Ze tento proces neni efektivni. Pouziti TLC bylo limitovano jeho
nizkou UCinnosti, naroCnosti na cas a Spatnou separacni schopnosti. Silikagelova
chromatografie ackoliv spolehlivéjsi, méla také velké nevyhody, jako byla napi. velka
spotieba rozpoustédla, relativné drahé analytické kolony nebo také moznost kontaminace
jinymi slozkami z rostliny. Diky témto divodim, ale také diky nizké vytéznosti a unavnému
chromatografickému separacnimu postupu, se z plumbaginu stala velmi draha farmakologicka
komodita. Bylo tedy nutné vytvofit jednodussi a hlavné levnéj$i zpusoba separace
plumbaginu. Bothiraja a spol. (2011) vyvinuli novy postup izolace plumbaginu, a to pomoci
studené macerace. Jak bylo zjisténo, tato metoda dovoluje efektivni ziskani latky ze vzorku
s vysokou vytéznosti (2—10krat vétSi nez piredeslé metody) za soucasného udrzeni
nadprumérné kvality vytézku (ze 100 g kotfene bylo ziskano 1,2 g plumbaginu o 93,6 %
Cistote). [26]

Dalsi moznosti ziskani plumbaginu je syntéza. 5-hydroxy-2-metyl-1,4-naftochinon byl
ziskan tak, ze nejdiive doslo k hydrolyzaci triacetylové slouceniny. Ta byla poté
acidifikovana a zchlazena. Nasledné byla doplnéna o dichroman draselny. Hydroxychinon
krystalizoval do podoby dlouhych zluto-oranzovych jehel s vytézkem 40 mg a bodem tani
okolo 79 °C. [27]

5.3 Biologické piisobeni plumbaginu

Chinony, resp. plumbagin, maji v pfirod¢ velmi dulezitou roli. Pouziti extraktu
plumbaginu jako 1ék proti rakovin€ nebo artritidé ma v pfirodni medicin¢ dlouhou tradici.
Plumbagin vSak nemusi byt jenom lékem. Extrakt z kofene rostliny Plumbago zeylanica,
kterou je mozné nalézt na jihu Indie, je silnym jeden, ktery, nanesen na ostium uteri, mize
zpusobit potrat. Vzhledem Kk jeho toxicité je jeho pouziti v tradi¢ni mediciné nebezpecné.

Neni vzacnosti, ze po jeho uziti doslo k timrti. [28]

5.3.1 Antimikrobialni aktivita

Je dobfe znamo, Ze infekéni onemocnéni pfispivaji velkou mérou ke vzniku riznych
zdravotnich potizi. Diky excesivnimu naduzivani antibiotik si mnoho mikroorganismu

vyvinulo rezistenci vii¢i antibiotikiim. Proto se hledaji jiné alternativy.

Védecky tym Paiva a spol. (2003) studovali G¢innost plumbaginu jako antimikrobialni
latky. Ten byl ziskan z kofenti Plumbago scandens. Pro detekci mikrobialni aktivity pouzili
bakterii Staphylococcus aureu, jakozto hlavni pfic¢ina vzniku infekci u chirurgickych ran
a Spatn¢ dezinfikovanych nastroji. Dale pak Candida albicans (jedna s neodolngjsich
patogennich hub), Salmonella typhimurium a Escherichia coli (nejznaméjsi symbioticka
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bakterie tlustého stfeva, ale také mozny patogenni organismus). Antimikrobidlni aktivita
plumbaginu byla testovana pomoci mikrodilucni metody. Po vyhodnoceni vysledk bylo
zjisténo, ze rast S. aureus a C. albicans byl uplné inhibovan. E. coli a S. typhimurium nebylo
nijak dotceno. [29]

5.3.2 Antimykoticka aktivita

Stejné jako mikroby, také houby a kvasinky jsou v dne$ni dobé velkym problémem.
Ve velké mife jdou odpovédné za biodegradaci potravinadiskych produkti, i piesto, ze se
vyuzivad nejmodernéjs$i uchovavaci technika a postupy. Navic jsou tyto latky odolné viici
mnoha chemickym prezervativim. Grevenstuk a spol (2011) provedli vyzkum, kde jako
antimykotikum pouzili extrakt z Drosera intermedia, masozravé rostliny obsahujici
plumbagin. Zavér byl takovy, ze plumbagin (ziskany z D. intermedia) je schopen s velkou
ucinnosti inhibovat patogenni houby a kvasinky, tudiz by se dal pouzit v potravinaiském

prumyslu jako slabé kysely prezervativ. [30]

5.3.3 Antioxidaéni aktivita

Oxidativni stres byl dlouho povaZovan za faktor pfispivajici k rozvoji rakoviny. Nedavno
bylo zjisténo, ze reaktivni formy kysliku (ROS) produkované uvniti rakovinné tkané¢ mohou
fungovat jako signalni molekuly, které by inicializovaly a/nebo modulovaly rtizné regulacni
drahy tumorgeneze a metastaze. ZvySeni ROS bylo zji§téno skoro ve vSech rakovinach.
Vysokd koncentrace ROS mize zni¢it mnoho biomolekul (lipidy, proteiny a nukleové
kyseliny). Jako odpovéd na vysokou koncentraci ROS, dochazi k vzniku antioxidac¢nich

proteind, coz naznacuje, ze k fungovani rakovinnych bunék je nutna rovnovaha ROS. [31, 32]

Jestlize oxidativni stres hraje vyznamnou roli ve vyvoji nadoru, potom je Zadouci
vlastnosti jakékoliv protirakovinné latky schopnost reverze nebo minimalizace bunétného
poskozeni oxidativnim stresem — antioxidativni potencial. Samotny plumbagin byl v zacatcich
nejdiive zkouman kvili jeho potencionalnim antioxidacnim vlastnostem. Bylo zjisténo, ze
dokdze vyznamné inhibovat peroxidaci lipidi. Pfi jeho aplikaci na buiiky mySiho lymfomu
doslo k redukci poSkozeni DNA zpiisobené katecholem, coz naznacilo, Ze by plumbagin

v malé koncentraci pusobil jako antioxidant. [33, 34]

5.3.4 Antikarcerogenni aktivita

Mimo antioxidacni aktivitu byla u plumbaginu potvrzena 1 aktivita protirakovinna.
Plumbagin mlze v organismu plsobit mnoha zplsoby vedouci k inhibici ristu rakoviny nebo

zéaniku rakovinnych bunék. Zakladnimi mechanismy jsou apopt6za a autofagie.
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e Autofagie

Pii studiu protirakovinného ptsobeni plumbaginu na buiikkach rakoviny prsu bylo
zjisténo, ze plumbagin inhibuje proliferaci bunék, tim ze nuti bunku pteskocit G2/M kontrolni
bod a podstoupit autofagickou bunéénou smrt. Plumbagin také redukuje funkci Cdc2
zvySenim asociace p21/WAF1/Cdc2 komplexu a hladin inaktivovaného fosfo-Cdc2 a fosfo-
Cdc25C aktivaci Chk2. Plumbagin dale down-reguluje expresi Bcl-2 a aktivitu NF-xB. Bylo
také dokéazéano, ze plumbagin inhibuje proliferaci a indukuje apoptézu u bunék rakoviny prsu.
Diilezitou roli ma v procesu inhibice piisobeni plumbaginu i AKT. Nadmérna exprese AKT
snizuje vyskyt plumbaginem vyvolané autofagické smrti. Na druhou stranu, sniZeni exprese
AKT zlepsuje efekt plumbaginu — podpora inhibice AKT je pro autofagii pfinosna. [35-37]

e Apoptoza

Druhym mechanismem je apoptéza. Porucha apoptézy muze vést Kcelé fadé
onemocnéni. V piipadé nadmérné apoptézy muze dojit K hypotrofii tkané a naopak pfi

nedostate¢né apoptozy mize dojit k proliferaci bun¢k a tedy zacatku rakovinného bujeni.

Ukézalo se, Ze plumbagin je schopen efektivné potladit rist rakovinnych bun¢k tim, ze
iniciuje terminaci G,/M bunééné faze a apoptozu téchto bunék. Blokace buné¢ného cyklu je
asociovana se zvySenymi hladinami p21 a redukovanym mnozstvim cyklinu-B1l, Cdc2
a Cdc25C. Déle bylo zjisténo, ze 1é¢ba plumbaginem spousti cestu mitochondridlni apoptdzy
indikovanou zménou v poméru Bax/Bcl-2, vedouci k potencionalni ztraté mitochondrialni

membrany, uvolnéni cytochromu c a aktivaci kaspaz. [36]

K tomu, aby doslo k plumbaginem indukované inhibici riistu bunék je nezbytna JNK
kindza. Aktivace JNK fosforylovanym p53 vede k zvySeni stability p53. Da se tedy fict, Ze
nejenom plumbagin ale hlavné JNK a p53 hraji kritickou roli v plumbaginem vyvolané
apoptoze rakovinnych bunék. [38, 39]

V jinych studiich bylo zjisténo, Ze plumbagin u rakoviny prostaty indukuje apoptdzu,
ktera je doplnéna o zvySeni ROS. Také se ukazalo, Ze je schopny selektivné znicit rakovinné
bunky bez toho, Ze by doslo k poskozeni bun¢k prostatického epitelu. [35, 39]

U bunék rakoviny slinivky se ukazalo, ze plumbagin inhibuje jejich rast. Zptisobuje up-
regulaci Bax, zmény v trans-membranovém potencialu mitochondrii, aktivaci kaspaz-9 a 3 a

down-regulaci PI3K. To naznacuje indukci apoptozy prostiednictvim na kaspazach zavislych
i nezavislych kaskadach. [40]
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6 Naftazarin

Naftazarin je derivat 1,4-naftochinonu a lipofilni ¢erveny pigment, ktery se V piirodé
vyskytuje v ktife stromu Lomatia obliqua, ve slupkach ofechu stromu Juglans mandschurica a
Vv kofenech nékolika druhti rostlin z rodu Boraginaceae. Pouziva se pii vyrobé kosmetiky,

vvvvvv

barvivo. [42]

6.1 Chemicka a fyzikalni charakteristika naftazarinu

Naftazarin, 5,8-dihydroxy-1,4-naftochinon, je organicka slou¢enina odvozena z 1,4-
naftochinonu prostfednictvim zamény dvou atomi vodiku H za hydroxylové skupiny OH

(Obr. 12). Chemickym vzorec naftazarinu je Ci;oHgOs a molekularni hmotnosti je
190,15 g/mol.

OH O

OH O

Obr. 12 Chemicka struktura naftazarinu

V krystalické podobé lze naftazarin popsat jako hnédo-Cervené krystaly. Je dobie
rozpustny v organickych rozpoustédlech, jako je benzen, 1,4-dioxan nebo dichlorometan.
S témito rozpoustédly tvotfi krvavé rudy roztok. Naftazarin je rozpustny V rozmezi teplot
228-232 °C. [42]

6.2 lzolace naftazarinu

Pfiprava naftazarinu mize probihat bud’ pfimo zahfatim 1,5-dinitronaftalenu se sirou
a kyselinou sirovou, nebo pomoci dvojité Friedel-Craftovi acylace hydrochinonu nebo 1,4-
dimetoxibenzenu s anhydridu kyseliny maleinové. Vytézek obou postupti je obecné nizky.
V dnesni dob& se pouziva nepifimy tfistupiiovy proces s pouzitim anhydridu kyseliny
dichloromaleinové, diky kterému se da dosahnout produkce vét§iho mnozstvi naftazarinu pro
laboratorni vyuziti. [42]
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6.3 Biologické ptsobeni naftazarinu

Naftazarin a jeho derivaty jsou dobie zndmy pro své antioxidacni, antibakteridlni,

antifugalni pusobeni. Pouzivaji se také k 1é¢eni. [41]

6.3.1 Antimikrobialni a antifugalni aktivita

Yakubovskaya a spol. (2009) testovali antimikrobialni a antifugalni vlastnosti naftazarinu
a jeho substituentt, které nejdiive vysyntetizovali. Testovaci organismus Saccharomyces
carlsbergensis byl nejvice citlivy na studované slouceniny. Mezi vSemi latkami m¢l nejvetsi
antifugalni aktivitu ptivodni naftazarin. Na druhou stranu, vétSina testovanych sloucenin pii
aplikaci na Escherichia coli a Staphylococcus aureus vykazala slabou bakteriostatickou
aktivitu. [43]

Kvuli hledani novych antimikrobiotik proti methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus
(MRSA) a vancomycin-rezistentni enterobakteriim (VRE) byl testovan extrakt z Arnebia
euchroma, ze které bylo izolovano osm naftazarind. Derivaty naftazarinu vykazovaly silnou
anti-MRSA aktivitu (minimalni inhibi¢ni aktivita se pohybovala v rozmezi od 1,56 pg/ml
do 3,13 ug/ml). Jejich aktivita byla bakteriocidni s minimalni bakteriocidni koncentraci
MIC < 2 a néstup plisobeni byl 2 hodiny. Derivaty také vykazaly velkou aktivitu viici VRE.
Nakonec se testovala cytotoxicita derivatii na rakovinnych bunéénych liniich. Hodnoty jejich
aktivity dosahovaly hodnot v rozmezi 0,6-5,4 ng/ml (ICsp). [44]

6.3.2 Antikarcerogenni aktivita

Pfi studiu mechanismi cytotoxicity bylo zjisténo, ze naftazarin spousti bunécnou smrt

nadorovych bunék za pomoci apoptdzy a autofagie.

Acharya a spol. (2011) zjistili, ze naftazarin redukuje Zivotnost plicnich nadorovych
bunék A549 sICsp 16,4 £ 1,6 uM. Spousti bunéénou smrt v zavislosti na davce a Case
prostiednictvim aktivace autofagickych a apoptotickych cest. Konkrétné naftazarin inhibuje
PI3K/Akt signalovou cestu pro preziti bunky, coz bylo zjist€tno pomoci méfeni urovné
fosforylovaného proteinu p53 a AKT a aktivace kaspazy-3. Tato inhibice dale zpusobila
zvyseny pomér Bax/Bcl2 proteint, ktery poukazuje na aktivaci mitochondrialni apoptotické
cesty. Podobné naftazarin v téchto buitkach spousti expresi LC3II a nasledné autofagii.
Béhem toho vyzkumu se ukézalo, Ze naftazarin piisobi jako inhibitor mikrotubull a to tak, Ze
depolymerizuje mikrotubuly v interfazi a dezorganizuje délici vieténka. Diky tomu dochazi
u vétsiny bunék k zastavé na G,/M piechodu. [41]
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Dale bylo dokéazano, ze naftazarin je moznym protirakovinnym agens U rakoviny
zaludku. Naftazarin prokazal schopnost inhibovat rust bunék prostiednictvim zastavy G,/M
a vyvolat apoptozu, coz bylo asociovano s redukovanym mnozstvim exprese Cdc2 a Cdc25C.
Naftazarin také zvySuje mnozstvi kaspaz-3, expresi poly-ADR polymerazy a y-H2AX
(indikator zlom DNA) a DNA fragmentaci. Vznik reaktivnich forem kysliku je kritickych

mediatorem pro naftazarinem indukovanou inhibici rustu bunék a apoptozu. [45]

Mitochondrialni apoptdézu indukujici faktor (AIF) je protein, ktery obsahuje FAD
a za urcitych podminek se pfesouva do jadra a zptisobuje apoptdzu. Apoptogenni chovani AIF
je redoxné kontrolovano, kdyzZ ma NADH redukovany AIF dimer niz$i afinitu k DNA nez
oxidovany monomer. Pfirodni toxickéd sloucenina naftazarin je schopna v ptipadé¢ zna¢ného
ptebytku NADH udrzet AIF v oxidovaném stavu. TO znamend, Ze tato sloucenina muze
pfedchazet akumulaci redukované formy AIF in vivo a zvysit apoptézu zprostiedkovanou
AlF. [46]

6.3.3 Oxidativni aktivita

Chinony jsou schopné prodélat bud intracelularni dvou-elektronovou redukci
na hydrochinony nebo jedno-elektrodovou redukci na semichinony. NAD(P)H:chinon-
oxidoreduktaza (DT-diaforaza) katalyzuje pravé dvou-elektronovou redukci. Semichinony
nebo hydrochinony jsou schopné regenerace na chinony a to za pomoci reakce s molekulami
kysliku. Tento redoxni cyklus, pfi kterém se tvoii toxické formy kysliku, mlzZe vyustit
v poskozeni makromolekul a cytotoxicitu. Je obecné znamo, ze DT-diaforaza hraje velkou
roli pfi potlacovani cytotoxicity. Je to tim, Ze hydrochinony obvykle formuji autooxidazy
méné efektivné nez semichinony, a proto mohou byt snadno glukuronizovany a poté

odstranény nebo detoxikovany. [47]

Také bylo zjisténo, ze buniky L5178 Y/HBMIO jsou citlivéjsi na pisobeni naftazarinu nez
jejich rodicovské bunky. Poznatky ziskané vyzkumem naznacuji, Ze tento chinon je aktivovan
DT-diaforazou, protoze dochazi k rapidnimu formovani reaktivnich forem kysliku. Takovy
chinon je poté schopen oznacovat rakovinné buiiky obsahujici velké mnozstvi DT-diaforaz

a nizké mnozstvi katalaz. [47]

6.3.4 Biostimulujici aktivita

Naftazarin vykazuje kromé& uZz zminénych vlastnosti i vlastnosti biostimulujici.
Konkrétné jde 0 neurohormezi. Neurohormeze je d¢j, pii kterém urcita aroven stresu zlepsuje
schopnost nervového systému odolat vétSimu stresu, ktery by byl v normalnim ptipadé

smrtelny nebo by zpisobil né¢jakou dysfunkci. Na rozdil od jinych naftochinont, jako je

36



napi. plumbagin, které zpusobuji mohutné hormetické stresové odpovédi, mlize naftazarin
pusobit jako ochrana pfed nemocemi mozku a to prostiednictvim aktivace cest adaptivni
stresové odpovédi. Po aplikaci naftazarinu na model Parkinsonovy choroby bylo zjisténo, Ze
je naftazarin schopen zlepsit pohybové schopnosti, zabranit ztrat¢ dopaminergickych neuroni
a oslabit zanét v 1-methyl-4-fenyl-1,2,3,4-tetrahydropyridinem indukovaném modelu
Parkinsonovy choroby. [48]

6.3.5 Antibakterialni aktivita

Antibakterialni aktivita 1,4-naftochinonti zahrnujici i naftazarin byla zkoumana. Riffel a
spol. (2009) ji testovali pomoci difazniho disku na nékolika druzich gram-pozitivnich a gram-
negativnich bakteriich. Naftazarin se sice v této studii neprokazal jako nejlepsi, ale také
dosahl velmi dobrych vysledkt. Inhibi¢ni zona dosahovala 20 mm proti riznym patogennim
bakteriim v koncentraci 50 pg/ml. Také se podafilo inhibovat methicilin-rezistentni
Staphylococcus aureus a né¢kolik jeho dalsich izolatd. U vSech testovanych sloucenin byla
minimalni bakteriocidni koncentrace vétsi nez 500 pg/ml, coz prokazalo jejich antibakterialni
aktivitu. [49]

37



7 Fluorescencni mikroskopie

Fluorescen¢ni mikroskopie je dualezitym nastrojem pii  studiu cytotoxicity,
resp. programované bunééné smrti. S pouzitim Siroké Skaly technik je s jeho pomoci mozné
detekovat napt. charakteristickou kondenzaci chromatinu a fragmentaci jadra béhem
apoptozy.

7.1 Fluorescence

Fluorescencni mikroskopie je zalozena na jevu zvaném fluorescence. Fluorescence,
stejn¢ jako fosforescence, patii do skupiny fotoluminiscenci - vlivem zafeni dopadajiciho
na latku dochazi k excitacim atoml této latky do vysSich energetickych vrstev a jejich

opétovnému navratu do zakladniho stavu za souc¢asného vyzaieni fotonu. [50]

Rozdil mezi fluorescenci a fosforescenci je v délce luminiscence. Pokud po odstranéni
zdroje zafeni luminiscence pretrvava, hovotime o fosforescenci. Jestlize po odstranéni zdroje

zateni luminiscence ustane, jedna se o fosforescenci. [50]

7.1.1 Vlastnosti fluorescenéniho zareni

Charakteristickou vlastnosti fluorescence je, Ze fluoreskujici latka absorbuje zafeni

0 vlnovych délkach kratSich, nez jsou vinové délky zareni, které tato latka emituje.
Dalsi vlastnosti fluorescence:
1. Fluorescence kazd¢ latky ma charakteristické spektrum vinovych délek.
2. U mnoha latek dochézi k postupnému ttlumu fluorescence.

3. Intenzita fluorescence je umérna intenzité svétla do latky vstupujici lo, hustoté vzorku
C a koeficientu K.

I ~1,-C-K (7.1)

4. Intenzita fluorescence je mnohem mens$i, nez intenzita pohlcovaného svétla. Pro

koeficient utlumu K se udava velikost od 10~ do 10°®.

[51]
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7.2 Fluorescen¢ni mikroskop

Prvnim piedpokladem pro fluorescenéni mikroskopii je pouziti fluoroforu. Tato latka je
schopna absorbovat svétlo urcité vinové délky a poté emitovat svétlo o delsi vinové délce.
V dnes$ni dob¢ je mozné si vybrat z Siroké fady fluoroforti, které se cilen¢ vdzou na urcité
bunééné struktury, nebo je mozné volit reagencie, které byly vytvofeny kovalentnim vazbou
fluoroforu a latky, o niz je prokdzéna specificka vazba na urCitou bunécénou strukturu.
Druhym piedpokladem je svételny zdroj, ktery musi emitovat dostatecné intenzivni zareni.
Nejcastéji se vyuzivaji rtutové vybojky, xenonové vybojky a halogenové zarovky. Poslednim
pfedpokladem je soustava filtri. Prvni filtr je tzv. excitacni filtr. Tento filtr propousti
z barevného spektra jenom tu Cast, kterd je potfebnd pro excitaci fluorescence a zaroven
zabraniuje prichodu svétla, jehoz vinové délky jsou stejné nebo podobné se svétlem emisnim,
protoze pak takové svétlo bez filtrace by tvofilo pozadi. Druhy filtr, tzv. bariérovy filtr
propousti pouze svétlo emitované a zabranuje pruchodu excitaéniho svétla. Excitacni svétlo
a emisni se liSi barvou. Bariérovy filtr je pouzit hlavné kvili tomu, Ze je excitacni svétlo je

velmi intenzivni a emisni svétlo by kvili tomu nemohlo byt rozpoznané (Obr. 13). [50]

N N
Excita¢ni fil \ ' ‘ ' /B e v f1lt
xcitagni filtr - ariérovy filtr

Vzorek

Obr. 13 Princip excita¢niho a bariérového filtru

7.2.1 Konstrukce fluorescen¢niho mikroskopu

Existuji dva typy fluorescen¢nich mikroskopii: diafluorescencni a epifluorescencni.
Jelikoz se od pouzivani diafluorescen¢ni mikroskopie upousti, v nasledujicim textu se budeme

zabyvat fluorescen¢ni mikroskopii v dopadajicim svétle — epifluorescenci. [50]

U epifluorescence prochazi excita¢ni svétlo objektivem, dopada na preparat se vzorkem
a emisni svétlo se vraci zpét do objektivu. K tomu, aby se emisni svétlo dostalo do okularu, se
pouziva zrcadlo. V pocatcich se pouzivalo polopropustné zrcadlo, ale béhem jeho uzivani
dochazelo k znaénym ztratam. Toto polopropustné zrcadlo totiz polovinu svétla propoustélo
a polovinu odrazelo, bez ohledu na to, o jaké svétlo Slo. Kvili tomu se v dnes$ni dobé pouziva
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tzv. dichroické zrcadlo, které propousti nebo odrazi svétlo podle toho, jakou ma vinovou
délku. Spolu s bariérovym a excitacnim filtrem tvoii dichroické zrcadlo ,,filtrblok®. Dv¢ stény

této ,.kostky* jsou tvofeny filtry a v jeji diagonale je dichroické zrcadlo (Obr. 14). [50]

ﬂ -
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2 VMyménitelni baner. filir
3 Labudovany baner. filir
4 Dnchroreké sreadlo

5 Uloma pole

rAY & Aperturni clona

[ ) ) T Exettaéni filir

o K Filtr nbsorbupici teplo
e 49 Cotka

| 10 Vysokotlaka trut'ovi lampa
11 Chogetay

12 Weorek

Obr. 14 Schéma konstrukce epifluorescenéniho mikroskopu

7.3  Metody fluorescence

Normalni svételnou mikroskopii neni mozné zobrazit vnitini struktury buiiky. K tomuto
ucelu se vyuziva fluorescenéni mikroskopie. Jak uZz bylo zminéno vySe, podstatou
fluorescencni mikroskopie je vyuziti fluoroforu (fluorochromu). Nékteré fluorofory se sami
osobé vazou na uréité struktury (napi. DNA), a proto jsou pouzitelné pro zviditelnéni téchto

molekul. Této aplikaci fluoroforu se fika ptima fluorescence.

7.3.1 Imunofluorescence

Ve skutecnosti je vSak velmi t€zké najit bunécnou strukturu takovou, na kterou by se

néjaky fluorofor specificky vazal. Proto se vyuziva tzv. imunofluorescence.

e Piima imunofluorescence

Pfi imunofluorescenci se vyuziva specialni protilatky, kterd se vaze na jakoukoliv
molekulu. V pripadé, ze je takova protilatka K dispozici, 1ze na ni kovalentné¢ navazat
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fluorofor. Takovy konjugat je schopen rozeznat presné¢ takovou strukturu, jaka je potieba.

Tomuto postupu se fikd pfiméa imunofluorescence.
e Nepiimd imunofluorescence

Vzhledem k tomu, ze ptiprava konjugdtu je velmi narocnd, Casto se dava prednost
nepiimé imunofluorescenci. U této metody se nejdiive piipravi protilatka k urc¢ité molekule
(primarni protilatka) a necha se navazat na molekulu nebo strukturu, kterou je potieba
lokalizovat. Prebytek protilatky se odmyje a pfida se k ni komercni protilatka konjugovana
s fluoresceinem, kterd specificky rozeznava vSechny protilatky dané¢ho zvifeciho druhu. Ta se
navdze na primarni protilaitku a zviditelni hledanou strukturu. Nevyhodou nepiimé

fluorescence oproti pfimé fluorescenci je nizsi specifita.
e Biotin-avidinovd metoda imunofluorescence

Zde se vyuziva silné vazby mezi biotinem a glykoproteinem avidinem. Biotin se snadno
navazuje na primarni protilatku, na kterou se vaze fluorofor znac¢eny avidinem. Vysledkem je

jasna a ostra fluorescence.

7.3.2 GFP

GFP neboli zeleny fluorescenéni protein je velmi zajimavym piipadem vyuziti
fluorescence. Existuji chvile, ve kterych je nutné néjakym zpusobem zjistit osud urcitého
genového produktu. At uz je to, jestli je aktivni, nebo v které tkani ¢i kompartmentu je. V této
chvili je mozné pouzit GFP. Tento protein byl ziskan z meduzy poharkové (Aequorea
victoria). Pfed samotnou aplikaci je nutné vytvofit tzv. fizni gen - spojeni genu pro studovany
protein a genu pro zeleny fluorescencni protein. Poté je gen vpraven do organismu, kde je
exprimovana do podoby proteinu, ktery bude fluoreskovat. Tim padem je mozné kdykoliv
béhem zivota organismu tento protein sledovat. V dnesSni dob¢ existuje kromé zeleného

fluorescenc¢niho proteinu také jeho Zluta, modrozelena a Cervena varianta.[51]

Tab. 1 Fluorofory a jejich aplikace (prevzato z [52])

Fluorofor Aplikace Sumarni molekulovy vzorec | Excit. / Emis. maximum
FITC imunofluorescence C,H11NOsS 495 nm /521 nm
Hoechst DNA CasH,4N6O 360 nm /461 nm
DAPI DNA a RNA CisH1sNs 358 nm /500 nm
Ethidium bromid | Dvoufetézcovd DNA a RNA C,1H2BrN; 526 nm /605 nm
Propidium Jodid | DNA Co7HaaloN, 535 nm/ 617 nm
Congo Red amyloidy C3H2»NgNay,06S, 560 nm /630 nm
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7.4  Fluorescence jako nastroj zkoumani cytotoxicity

Fluorescenci lze vyuzit pro zkoumani cytotoxicity naftochinont. V piipadé pouziti
urcitych barev, Ize zviditelnit celé bunky, jejich ¢asti 1 procesy, které se v nich béhem

pusobeni cytotoxinu odehravaji.

Jednim z nejbéznéjSich zplsobi meéteni viability buniky a cytotoxického efektu je
hodnoceni integrity bunééné membrany. Slouceniny, které maji cytotoxicky efekt, tuto
integritu méni. Pfi pouziti urcitych vitalnich barviv, napf. propidium jodidu, u zdravé bunky
dojde k jeho vylouceni. Pokud je vSak integrita buiiky jakkoliv naruSena dojde k piechodu
barviva do bunky a naslednému obarveni intraceluldrnich komponent. Podobné je mozné
hodnotit integritu podle latek, které jsou ulozeny v buinice, ale pii poSkozeni unikaji
do okolniho prostiedi buiiky. [53]

7.5 Vizualizace apoptozy

V dnes$ni dob& existuje mnozstvi nastroji pro detekci apoptdzy. Jednim znich je
fluorescen¢ni mikroskopie. U pocatecnich stadii apoptdzy jsou védci schopni monitorovat
Ztratu integrity bunécné membrany, a to za pomoci barviv, které nejsou schopné prochazet
neporusenou membranou, ale membranou apoptotickych bunck prochéazeji selektivne. Dale je
mozné pouZit barviva detekujici zménu potencidlu mitochondrialni membrany. Casto se
pouziva annexin V nebo protilatky PS (fosfatidyl-serin) k detekci translokace PS z vnitiniho
povrchu bunécné membrany k vnéjsimu. Nakonec se také vyuzivaji protilatky aktivovanych
kaspaz, které nevykazuji fluorescenci, dokud nevstoupi do bunky a nenavazi se. Mnoho
dalsich sloucenin se pouzivéa k detekci pocatecnich a pokrocilych stadii apoptézy. Konecné
stadium lze vizualizovat §tépeni PARP pomoci TUNEL testu a to k detekci DNA zlomii. [52]

7.5.1 Mitochondrialni markery
e JC-1

JC-1 je barvivo, které se vyznacuje akumulaci v mitochondriich v zavislosti na jejich
potencidlu. Tento d¢j je indikovatelny posunem fluorescencniho vyzafovani od zelené
(~525 nm) k ¢cervené (~590 nm) ¢asti spektra. Mitochondrialni depolarizace je indikovatelna
poklesem poméru ¢ervené fluorescence ku zelené fluorescenci. JC-1 je mozné pouzit jako
indikator mitochondridlniho potencidlu u riznych druh@ bun€k (myocyty, neurony nebo
isolované mitochondrie). [54]
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e MitoRed

MitoRed je permeabilni na rhodaminu zaloZzené barvivo. Emituje fluorescencni zafeni
0 vinovych délkach od 560 nm do 580 nm. Interakce barviva s mitochondriemi zavisi
na potencialu mitochondrialni membrany. Mitochondrie 1ze barvit 20-200 nM barviva
MitoRed. [55]

7.5.2 Fragmentace DNA

e barviva Hoechst

Tyto modré fluorescencni barviva se pouzivaji k zviditelnéni DNA. K nejpouzivanéjsi
patii barviva Hoechst 33258 a Hoechst 33342. Ob¢ barviva jsou excitovatelné UV svétlem
(okolo 350 nm) a emituji modrozelené fluorescencni svétlo o vinové délce max. 461 nm.

Barviva se vazi mezi protismérné bézici vlakna sroubovice DNA. [56]

7.5.3 Struktura membrany
e AnnexinV

Annexin V je fosfolipidovy protein, ktery ma velkou afinitu k fosfatidylserinu (FS).
Béhem bunécéné smrti se FS dostava na povrch fosfolipidové membrany. Annexin V se
nevaze na neporusené burky, avSak kdyz bunika umira, Annexin V se vaze na FS. Spolu

S navazanym barvivem je Annexin V schopen oznacit apoptotické bunky. [57]
e YO-PRO®-1

Toto barvivo je excitovatelné zdrojem zateni o vlnové délce 488 nm a emituje zelené
fluorescencni zareni. Je to kyanidové barvivo, které ma velkou afinitu k nukleovym
kyselinam a lehce prochazi pfes membranu buiiky. V ptipadé neposkozené membrény je toto
barvivo z bunky vypuzeno. [58]

7.5.4 Bunécny metabolismus

e Cip-resazurin

Tato latka se pouzivad ke zkoumani metabolismu buniky. Plivodné modry nefluoreskujici
resazurin je uvnitf buiiky oxidoreduktdzami redukovan na rGZovou a vysoce fluoreskujici

formu. Méfeni fluorescence této latky mizeme indikovat funk¢nost bunky. [59]
e Akridinova oranz

Akridinova oranz je bunkou priichodné barvivo, které ptfi vazbé na dsDNA vyzatfuje

zelené a v pripad¢ vazby na RNA nebo ssSDNA vyzatuje ¢ervené. Tato vlastnost déla akridin
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oranz vhodnym pro studium bunécného cyklu. Také se da vyuzit k méfeni apoptdzy, detekci

intracelularniho pH gradientu a méfeni aktivity protonovych pump. [60]
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8 Cile prace
e Seznamit se s problematikou cytotoxicity naftazarinu a plumbaginu. Dale pak
s problematikou bunéénych linii a fluorescenéni mikroskopie.

e Sledovani a méfeni parametri bunéénych linii (fluorescenéni mikroskopie, testy
cytotoxicity).

e Analyza snimki bunék, které byly ovlivnény riznymi koncentracemi plumbaginu a
naftazarinu.

e  Vyhodnoceni vysledkd testil a analyzy.
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9 Prakticka c¢ast

Tato c¢ast diplomové prace se zabyvd vyhodnocenim cytotoxickych testli plisobeni
naftazarinu a plumbaginu na urc¢ité druhy buné¢nych linii, analyzou snimku z fluorescen¢niho
mikroskopu a vyhodnoceni ziskanych dat.

r .

9.1 Bunéc¢né linie

V této praci se pracovalo se dvéma druhy bunéénych linii. Prvni byla linie PNT1A, ktera
zastupuje zdravé epitelialni buiiky a druha byla linie PC3. Tato linie pfedstavuje rakovinné
epitelidlni bunky.

9.2 Testovani cytotoxicity

Jednim s ukolt bylo zjistit, jak vybrané naftochinony plumbagin a naftazarin® piisobi
na jednotlivé bunééné linie. Proto se nejdifive zacalo s testovanim cytotoxicity riznych
koncentraci naftazarinu a plumbaginu na PNT1A a PC3 bunky. Celkem byly provedeny dva
testy.

9.2.1 Testovani pomoci systému xCELLigence

Na grafech nize jsou vidét vysledky impedan¢niho méfeni vzorki bunéénych linii
PNT1A a PC3, na které byl aplikovan urcity objem cytotoxinu. Délka kazdé analyzy Cinila
cca 100 hodin.

Hlavnim parametrem analyzy je BI. Bl reprezentuje status bunky, ktery je zalozeny
na méteni relativni zmény impedance. Ta se objevuje za pfitomnosti nebo absence bunék

v jamkach. Zména impedance obecné zavisi na dvou faktorech:

1. Pocet bunék uchycenych na elektrodach: V ptipadé, ze by se na povrchu
elektrody neobjevila zddnd buiika, impedance bude nulova. Ale se vzrustajicim
poc¢tem zachycenych bun¢k (proliferace) se zvySuje impedance — zvySuje se BI.
Pokud vsak dojde k buné¢né smrti nebo piidani cytotoxinu, BI se snizuje. [61]

2. Zména dimenzionality uchycenych bunék: Bez ohledu na pocet bun¢k, zména

dimenzionality uchycenych bun€k bude vést ke zméné BI. Ptidané toxiny mohou

! Po dohod¢ s vedoucim préce, byl juglon zaménén za naftazarin.
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zpusobit rozsifovani bunc¢k nebo naopak jejich shlukovani, coz by automaticky
vedlo k zvyseni BI. [61]

Obr. 15 ukazuje rustové kiivky, a jak dochazi k neustdlému rustu impedance u vzorku
bun€k s objemy plumbaginu od 0,25-1 uM (prubéh je podobny rustové kiivce kontroly).
Tento rist znamena, Ze koncentrace plumbaginu u téchto vzorki byla pfili§ nizka na to, aby
ovlivnila proliferaci bun¢k. Na druhou stranu koncentrace 1,5-4 uM plumbaginu pisobi
na buiiky cytotoxicky. Bunky dosahuji stacionarni faze hned po prvnich hodinach. Jejich
aktivita klesa az do cca 35. hodiny, od které je sledovana obnovena buné¢na aktivita.
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Obr. 15 Graf zavislosti BI bunék PNT1A na ¢ase po piidani plumbaginu

Dalsi parametr, ktery byl sledovan, byl ICso. Ten méti efektivitu inhibice slouceniny.
Jinymi slovy, je to koncentrace latky potfebna k 50 % inhibici. Pro plumbagin putsobici
na PNTIA buiiky je to 1,88:10° M (Tab. 2).

Tab. 2 ICs, plumbaginu na PNT1A buiikach

1Cs0 (M)
24h-72h po piidani latky 24h-96h po ptidani latky 48h-72h po pfidani latky 48h-96h po pridani latky
2,13-10° 2,01-10° 2,03-10° 1,95-10°
12h po ptidani latky 24h po ptidani latky 48h po pridani latky 72h po ptidani latky
8,10-10° 2,78-10° 2,21-10° 1,88-10°°
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vvvvv

plumbagin. U koncentraci 0,25 uM a 0,5 uM je zaznamenana vzristajici aktivita. Vzorek bez

naftazarinu (kontrola)a s 0,25 uM naftazarinu dosahuje stacionarni faze kolem 60. hodiny,

poté nejspise kvuli vy€erpani zivin, prechazi do faze odumirani. Vzorek s koncentraci 0,5 uM

je posledni, ktery od pocatku jesté roste. U zbyvajicich koncentraci (1-4 uM) dochéazi

k poklesu proliferace, avSak u bun¢k s ptidanym 1 uM a 2 uM naftazarinu dochazi kolem

30. hodiny k obnoveni bunééného rustu. Za povSimnuti stoji koncentrace 1,5 uM, 3 uM

a4 uM naftazarinu. Na jejich rastovych kiivkach je vidét okamzity pokles impedance

k nule uz ve 20. hoding. V piipad¢ 3 uM naftazarinu, je nulova aktivita zaznamenana kolem
5. hodiny.

BI
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e 0,254
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Obr. 16 Graf zavislosti BI bunék PNT1A na ¢ase po pridani naftazarinu

Nejmensi koncentrace naftazarinu, pii které dojde k timrti poloviny populace PNT1A

bunék je 8,43-107 M (Tab. 3).

Tab. 3 IC5 naftazarinu na PNT1A burikach

1Cs0 (M)
24h-72h po ptidani latky 24h-96h po ptidani latky 48h-72h po piidani latky 48h-96h po piidani latky
8,99-107 9,10-107 8,44-107 8,87-107
12h po pridani latky 24h po pridani latky 48h po pridani latky 72h po ptidani latky
1,87-10° 1,09-10°° 9,11-107 8,43-107

48




Ristové kiivky na nasledujicim grafu (Obr. 17) ukazuji, jak pro koncentrace plumbaginu
0,25 uM a 0,5 uM je proliferace bunék nezménéna (dochazi k neustalému rastu), ktera je
téméf shodna s prub¢hem ristové kiivky pro kontrolu. U koncentrace 1 uM plumbaginu vsak
uz dochazi k zpomaleni ristu bunék (kfivka je méné strma). Koncentrace 1,5-4 uM
plumbaginu, jak je vidét z grafu, pusobi toxicky (jejich ristové kiivky klesaji). U poslednich
dvou koncentraci, 3 uM a 4 uM plumbaginu, se bunétna aktivita dostava na nulu kolem
40. hodiny (4 uM) a 60. hodiny (3 uM).

25 ¢
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o ____’____m-’-’-/\ 0.5uM
= — M
1 —1.5uM
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Obr. 17 Graf zavislosti BI bunék PC3 na ¢ase po pFidani plumbaginu

Spolu s rustovymi kiivkami byly zaznamenavany i hodnoty ICso. V Tab. 4Chybal
Nenalezen zdroj odkazii. jsou vidét hodnoty ICsy naméfené v urCitém rozmezi hodin.
Vysledna hodnota koncentrace, pii které¢ dochazi k odumieni 50% bunck linie PC3, na které
byl aplikovan plumbagin, byla uréena jako 2,83-10°° M(Tab. 4).

Tab. 4 I1Cs, plumbaginu na PC3 buiikach

ICSO (M)

24h-72h po ptidani latky

24h-96h po ptidani latky

48h-72h po ptidani latky

48h-96h po ptidani latky

3,17-10°® 2,99-10°° 2,85-10°° 2,84-10°°
12h po ptidani latky 24h po ptidani latky 48h po pridani latky 72h po pridani latky
9,64-10° 6,25:10° 2,98:10° 2,83-10°

Posledni graf (Obr. 18) obsahuje rastové kiivky pro rtuzné koncentrace ptidaného
naftazarinu k PC3 bunkam. U bunék kontroly a s 0,25 uM naftazarinu nevidime zadnou
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zménu — bunky neustale proliferuji. Rustové kiivky jsou neustdle rostouci. U koncentrace
0,5 uM dochazi k mirnému ovlivnéni naftazarinem. Builky S touto koncentraci vstupuji
do stacionarni faze ve 12. hodin¢ a nasledné jejich aktivita klesa (vlivem cytotoxicity nebo
vyCerpanim zivin), aby se v 70. hodin¢ znovu obnovila. Podobny d&j probihd u bunék
s koncentraci 1 uM naftazarinu s tim rozdilem, ze po piekroceni staciondrni faze se rust
neobnovuje. Aktivita zde klesa. Aktivita klesa i u 1,5-4 uM naftazarinu a dosahuje nuly
nejdrive ve 20. hodiné (4 uM).
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Obr. 18 Graf zavislosti BI bunék PC3 na ¢ase po piridani naftazarinu

Stejné jako v predchéazejicim ptipadé€ i pro naftazarin byly zaznamenavany hodnoty 1Csp.
Pro naftazarin byla ur¢ena hodnota koncentrace, pii které je inhibovano 50 % populace bun¢k
PC3, jako 1,15-10° M (Tab. 5).

Tab. 5 IC5 naftazarinu na PC3 buiikich

1Cs0 (M)
24h-72h po ptidani latky 24h-96h po ptidani latky 48h-72h po piidani latky 48h-96h po piidani latky
1,35-10°° 1,26-10°° 1,17-10° 1,16-10°°
12h po ptidani latky 24h po ptidani latky 48h po pridani latky 72h po ptidani latky
8,13-10° 2,99-10° 1,30-10° 1,15-10°
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9.22 MTT test

Druhym testem cytotoxického puisobeni plumbaginu a naftazarinu na PNT1A a PC3
buiikach byl MTT test.

Pted samotnym testovanim plumbaginu a naftazarinu bylo nutné otestovat rozpoustédlo,
kterym se naftochinony rozpoustély. Naftochinony neni mozné rozpustit ve vod¢, proto se
muselo pouzit jiné rozpoustédlo. Tim byl dimethylsulfoxid neboli DMSO. Kvuli tomu, aby se
vylouc¢il jakykoliv vliv DMSO na bunécné linie, se nejdiive testovalo plisobeni rtiznych
koncentraci DMSO na plumbagin a naftazarin(Obr. 19, Obr. 20). Dle téchto grafi se da fict,
7ze po pridani ruznych koncentraci DMSO k buiikam nedochazi k jejich ovlivnéni
rozpoustédlem (lehky pokles viability pti pouziti 7 uM a vyse, viditelny na Obr. 20, je stale

V normg).

120% -

100% 3
80% - X X X - X DMSO - PNTI1A - primér

60% - ———DMSO - PNT1A - primér - proloZeni
40% -
20% -
0% T T T T T )
0 2 4 6 8 10 12
koncentrace DMSO (uM)

viabilita

Obr. 19 Piisobeni DMSO na PNT1A buiiky
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X
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0 2 4 6 8 10 12
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X DMSO - PC-3 - pramér
=——DMSO - PC-3 - prlimér - proloZeni

Obr. 20 Piisobeni DMSO na PC3 buiiky

Po uspokojivém otestovani DMSO se pieslo k testovani plumbaginu a naftazarinu.

51



Na nasledujicim grafu (Obr. 21) je vidét, jak hned po pfidani prvni davky plumbaginu
dochazi k poklesu viability bun¢k linie PNT1A. ICsp, koncentrace plumbaginu, pii které dojde
k amrti 50% bunék je 1,9 uM.

120% -
100%
80%
60%

viabilita

40%
20%

0%

0 2 4 6 8 10 12
koncentrace plumbagin + DMSO (pM)

X plumbagin+DMSO - PNT1A - primér

plumbagin+DMSO - PNT1A - primér - prolozeni

Obr. 21 Piisobeni DMSO a plumbaginu na PNT1A buiiky

Kdyby se porovnaly grafy pusobeni plumbaginu (Obr. 21) a naftazarinu (Obr. 22)
na PNTI1A buiky, dalo by se fict, Ze naftazarin plsobi efektivnéji. A to z toho diivodu, Ze
doslo k umrti vice nez 50% bunék hned po prvni davce naftazarinu o objemu 1 uM. ICs je
v tomto piipad¢é 1 uM. Celkovy prubéh kiivky se rychleji blizi k 0 % viabilité bunék PNT1A.

120%
100%
80%

ki

60% -
40% 1«
20% - X

viabilita

0% T T T Y X 1

20% O 2 4 6 8 10 12
koncentrace naftazarin + DMSO (pM)

X naftazarin+DMSO - PNT1A - pramér

naftazarin+DMSO - PNT1A - prdmér - proloZeni

Obr. 22 Piisobeni DMSO a naftazarinu na PNT1A buiiky

Jako dalsi v poradi se testovalo cytotoxické pusobeni naftochinont na linii PC3 bunék.
Pii testovani cytotoxicity plumbaginu na PC3 buikach se ukéazalo, Ze také po prvni davce
cytotoxinu dochazi k znaénému poklesu viability prostatickych rakovinnych bunék. ICs pro
plumbagin bylo 1,2 uM (Obr. 23). Viabilita PC3 buné¢k byla témét nulova az po piidani 6 uM
plumbaginu.
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Obr. 23 Piisobeni DMSO a plumbaginu na PC3 buiiky

Na Obr. 24 je znazornéno pisobeni naftazarinu na PC3 bunky. Viabilita klesa pod 50 %
hned po podéni prvni koncentrace naftazarinu. Hodnota této koncentrace byla 1,5 puM.

Zivotaschopnost bun¢k dosahla 0 % po podani 7 uM naftazarinu.
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Obr. 24 Plisobeni DMSO a naftazarinu na PC3 buiiky

9.3 Vizualizace bunék

Kromé cytotoxickych testi se zkoumalo ptlisobeni naftazarinu a plumbaginu pomoci

fluorescen¢ni mikroskopie. Jejich ptisobeni bylo zkoumani pomoci 4 vybranych parametrt:
e Peroxidace lipidu (PL)

Pro zviditelnéni PL bylo pouzito barvivo BODIPY® 581/591 C11 (finalni koncentrace
50 uM). Diky oxidaci polysaturované butadienylové c¢asti barviva dochazi k posunu

fluorescenéni emise od Cervené (~590 nm) k zelené (~510 nm) ¢asti spektra. [62]
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e Reaktivni formy dusiku (RFD)

K detekci RFD byl pouzit 2,3-diaminonaftalen (finalni koncentrace 50 puM). Tento
detektor oxidu dusnatého reaguje s kationtem dusnatym a spolu tvofi fluorescencni produkt
1H-naftotriazol s excita¢nim maximem v ~365 nm a emisnim maximem Vv ~415 nm. [63]

o Reaktivni formy kysliku (RFK)

Pro detekci RFK byla pouzita CellROX® fluorescenéni sonda (findlni koncentrace
50 uM). Toto bunikou pronikajici barvivo v redukovaném stavu nevyzafuje Zadnou
fluorescenci. Po jeho oxidaci, ktera je zptisobena RFK uz k fluorescenci dochazi s excita¢nim
maximem v ~644 nm a emisnim maximem v ~665 nm. [64]

e Mitochondridlni potencidal (MP)

Barvivo Rhodamine 123 (finalni koncentrace 30 uM) bylo pouzito pro detekci
mitochondrialniho potencialu. Toto pouziti je zalozeno na faktu, ze se Rhodamine 123
akumuluje v membranach mitochondrii v zavislosti na zméné potencialu. Jeho excita¢ni

maximum je v ~505 nm a emisni maximum je vV ~560 nm. [65]

9.3.1 Postup prace s buiikkami

Bunky byly oplachnuty Cerstvym médiem a kultivovany po dobu jedné hodiny v temnu s
médiem obsahujicim vySe uvedené finalni koncentrace jednotlivych senzort. Nasledné byly
tiikrat oplachnuty v PBS. Kazdd zbunécnych linii byla oSetfena uritym objemem
plumbaginu a naftazarinu. Ke kulturam PNTIA a PC3 se postupné ptidalo 0,5 uM, 1 uM,
2 uM a 4 puM cytotoxinu. Buiky byly pozorovany fluorescenénim mikroskopem Axioskop 40
(Zeiss, Némecko)za pouziti Sirokopasmové excitace a sady prislusnych emisnich filtri. Tyto

snimky byly nasledn¢ analyzovany.
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10 Analyza obrazovych dat

Intenzita fluorescence bunék na snimcich z fluorescenéniho mikroskopu byla
analyzovana pomoci programu (Obr. 25), ktery byl vytvofeny v programovacim prostiedi
Matlab (R2011a).

Natteni obrizku P Upravaobrazku P  Segmentace _\asta\'enlvcest.\' 4 P"Ek'Tu,Dhm,Zku P Vipocet intenzity P UloZeni intenzity
ke slozce hranicemi fluorescence :

Obr. 25 Diagram segmentaéniho programu

Zakladni myslenkou bylo vytvofit program, ktery urcitym zpiisobem ur¢i hranice kolem

bunék a ty se pak pouziji pro zjisténi intenzity fluorescence pravé v téchto oblastech.

10.1 Struktura programu

e Nacteni obrazku

Vstupem tohoto programu je obrazek ve formatu TIF. Po jeho naéteni dochazi k jeho
pievodu do datového formatu double. To znamend, Ze je obrdzek reprezentovan matici,
ve které¢ ma kazdy element hodnotu korespondujici s tim jak svétle/tmavé by pixel na stejné
pozici mél byt obarven. Pievod na datovy typ double pfifazuje kazdému pixelu hodnotu mezi
0 a1, kde 0 je Cerna barva a 1 je bila barva.

e Uprava obrizku

Dale bylo nutné odstranit z nacteného obrazku alfa kanal (transparentnost), ktery byl pro
dal$i zpracovani bezvyznamny a navic zabrafioval dalSimu zpracovani. Takto upraveny
obrazek (Obr. 26) byl pfeveden na Sedotonovy. Obycejné se pii pievadéni na Sedotonovy

obrazek vyuziva ptikaz rgb2grey, ktery pro vypocet zafivost snimku vyuZziva algoritmus:
0,2989-R + 0,5870-G + 0,1140- B,
kde R je Cervena slozka, G je zelena slozka, B je modra slozka obrazku.

V podstaté¢ jde o pramérovani hodnot, ale vahované. Vahovani je tu pouzito kvili
zpisobu jakym cloveék vnima barvy. Lidské vidéni je citlivéjsi k zelené barveé, proto je zelena
barva v algoritmu vahovana silngji nez ostatni barvy. V tomto programu bylo ale misto

vahovaného priimérovani pouzito k ziskani Sedotonového snimku klasické primeérovani:
(R+ G+ B)/3,

kde R je Cervena slozka, G je zelend slozka, B je modra slozka obrazku.
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Obycejné prumérovani bylo pouzito z toho divodu, Ze se analyzovaly snimky, které
vyzatovaly v oblasti Cervené, zelené nebo modré casti spektra. Rucné piepisovat piikazy,
podle toho v jakém kanalu by se analyzovalo, by bylo namahavé a zbyte¢né. Proto bylo misto
toho pouzito primeérovani, které prevede barevny obrdzek na Sedotdonovy, vypocitdnim
priméru ze tii zakladnich barev. Tim paddem je mozné pouzit tento pievod universalné pro
vSechny snimky — vzdy dostaneme Sedoténovy snimek vznikly primeérem jednotlivych

barevnych slozek ve stejném poméru.

Problém s pievodem nastal u snimkii bunék s PL. Zde dochéazelo vlivem cytotoxinu
ke zméné vyzarovani fluorescenéniho barviva od ¢ervené k zelené. Proto, kdyz bylo pouzito
priamérovani na téchto snimcich, dochéazelo k tomu, Ze vysledné intensity jednotlivych snimkt
byly v postaté na stejné trovni. To se stalo proto, ze se pocital primér ze vSech barev.
Vysledné intensity tudiz nereflektovaly nastup PL, ktery se projevoval piechodem do zelené
Casti spektra (11.1). Tento problém byl vyieSen tak, ze se hodnoty pro snimky sPL
analyzovaly zvlast, za pouziti pouze zeleného kandlu, v programu, ktery je strukturou i

funkcemi shodny s timto.

Po ptevodu snimku na Sedotonové byl vytvoien obrazek k nému komplementarni (bunky

jsou lépe rozeznatelng).

re

Obr. 26 Sedoténovy (vlevo) a k nému komplementarni (vlevo) obrazek bunék

Tento komplementarni obrazek je nasledné ekvalizovan (Obr. 27). Ekvalizace je proces,
ve kterém je distribuce Grovni Sedi zménéna tak, ze dojde k vzniku uniformniho (,,ploché¢ho*)
histogramu obrazku. To znamend, ze procento pixelll vSech urovni Sedi je vice méné stejné.
U obrazkl urCenych pro analyzu byla pouzita lokalni ekvalizace na misto globalni, ktera

vyuziva transformacéni funkci (jako look-up table) na vSechny pixely v obrazku. Zde bylo ale
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zadouci zlepsit detaily v malych oblastech nez globalné cely obraz. Proto se pouzila lokalni
ekvalizace. V Matlabu je mozné lokalni ekvalizaci nalézt jako piikaz adapthisteq a jeho
princip je takovy, Ze se vytvoii okno (vétSinou ¢tvercové), které se pohybuje po obrazku. Pro
kazdy pixel (ten je zarovnany se stfedem okna)je vypocitan histogram okoli oddélené¢ho
oknem. Vypocitd se mapovaci funkce a referencni pixel je pfemapovan novou hodnotou
ziskanou transformacni funkci. Nevyhodou pouziti lokalni ekvalizace byla vétsi vypocetni
naro¢nost a nékdy dochazelo k zaSuméni obrazku.

Obr. 27 Komplementarni obrizek po ekvalizaci (vlevo) a nasledné filtraci (vpravo)

Obr. 27 (vlevo) ukazuje, jak doslo po ekvalizaci k zvySeni kontrastu v obraze. Bohuzel,
spolu s tim se objevilo i zaSuméni, ktera vSak lze odstranit (omezit) filtraci. Pro tento tcel byl
vybran prumeérovaci filtr o velikosti 5x5, které mu se také tika vyhlazovaci — redukuje

velikost rozdilu intensit mezi jednim pixelem a dalsim (Obr. 27 - vpravo). [66]

Po filtraci se pieslo k pfevodu obrazku na binarni a to pomoci ptikazu im2bw. Vstupem
je filtrovany obrazek a tzv. uroven (level), coz je vystup po zjisténi optimalniho prahu
filtrovaného obrazku pomoci metody Otsu (ptikaz graythresh). Tato metoda se vyuziva pro
prahovani. Je jednoduchd a vypocetné nenarocna. Metoda Otsu vyhleddva optimalni prah

na zaklade vypoctu rozptylu dvou skupin pixeld, které jsou oddéleny prahovacim operatorem.
o Segmentovani

V této chvili je k dispozici binarni obraz, ze kterého jdou jednoduse ur¢it kontury bunék.
Jak je ale vidét na Obr. 28 vpravo, nékteré kontury zahrnuji vice nez jednu buiku, coz neni

zadouci. V tomto piipadé pomuze k lepsi segmentaci jednotlivych bun¢k tzv. metoda rozvodi.
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Obr. 28 Binarni obrazek (vlevo) a znéj vytvofené kontury (vpravo) pieloZzené na pivodni Sedoténovy snimek

Metoda rozvodi je specialni segmentacni postup, kde je obraz chapan jako reliéf, v némz
hiebeny odpovidaji hranicim oblasti. Pro pochopeni je dobré si piedstavit, ze v mistech minim
jsou ,vyvrtané¢*“ diry a ztéchto dér pfitékd voda, zapliluje rozvodi, az dojde k ponofeni
povrchu. ,,Povoden® se zastavi o hiebeny, které tvofi hranice segmentovanych oblasti (Obr.
29).

-=====f----22322Z¥=9Sa Hfebeny

------------ Y:f=4-~ Rozvodi

Obr. 29 Profil obrazovych dat

Metoda rozvodi produkuje celkem dobré vysledky pro Sedotonové snimky s riznymi
minimy a rozvodimi. Pro bindrni obrazky ale existuji jenom dva odstiny Sedi, 0 a 1 (Cerné
a bila). V ptipad¢, Ze jsou dveé bunky spojené a tvoti spojeny utvar, pii pouziti metody rozvodi
se u nich vytvofi jenom jedno minimum a rozvodi. Ktomu, aby se spojené buiky
vysegmentovaly zvlast, je pred pouzitim metody rozvodi nutné pouzit tzv. transformaci
vzdalenosti (v Matlabu piikaz bwdist), ktera pocita pro kazdy pixel vzdalenost k nejbliz§imu
nenulovému pixelu. Existuje mnoho riznych zplsobi pocitani vzdalenosti mezi pixely.

V tomto programu se pouzivala euklidovska vzdalenost.
Cely proces segmentace metodou rozvodi je tedy nasledujici:
1. Konverze obrazu na binarni.

2. Vytvoreni komplementarniho obrazu (v nasem pfipad¢ to uz neni tieba, bylo to

provedeno na zac¢atku v ramci predzpracovani).
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3. Vypocet transformace vzdalenosti komplementarniho obrazu.
4. Pouziti metody rozvodi (ptikaz watershed).

[67]

Obr. 30 Vysledek segmentace metodou rozvodi

Metoda rozvodi je vcelku spolehliva metoda segmentace (Obr. 30), ale ma také fadu
nevyhod:

1. Presegmentovani — zdkladni metoda rozvodi pracuje dobie v ptipad€, ze kazdé
lokalni minimum koresponduje s objektem z4jmu (bunikou). Potom kazda Cara
rozvodi reprezentuje hranici kolem objektu. Ale pokud je na obrazku pftili§ mnoho
minim (vice neZ objektil), dojde k presegmentovani (Obr. 30). Resi se to pouZitim
markert (10.1.1). [68]

2. Citlivost na Sum — Sum v obraze je hlavnim diivodem pfesegmentovani obrazu.

Resenim je zafazeni filtrace pfed samotnou segmentaci. [68]

3. Hranice s nizkym kontrastem — Vv piipadé¢, Ze neni pomér signal Sum dostatecné

vysoky u kontur zajmu, metoda rozvodi ji nebude schopna detekovat presné. [68]

4. Spatna detekce tenkych hran — jestliZe je metoda rozvodi aplikovana
na gradientniho snimku, vyhlazovani spolu s odhadem gradientu zptsobi
nesnadnou detekci oblasti s tenkymi rozvodimi. [68]

o Nacteni obradzkii, jejich piekryti hranicemi a vypocet intensity

Po ziskani hranic se naftou ve for cyklu dalsi snimky, u kterych jsme chtéli ziskat

hodnoty intenzit. Postupné je kazdy obrazek piekryt vysegmentovanou hranici z ptiivodniho
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obrazku a pomoci pfikazu regionprops se zjisti hodnoty intenzity pixeli v ohrani¢enych
oblastech jednotlivych obrazka (Obr. 31, Obr. 32.)

Obr. 31 Vysledek segmentace na obrazku s barvivem pro LP (vlevo) a MP (vpravo)

Obr. 32 Vysledek segmentace na obrazku s barvivem pro RFD (vlevo) a RFK (vpravo)

e UloZeni hodnot intensity

Vystupem celého programu je textovy soubor intensita, ve kterém jsou hodnoty intensit
ulozeny zvlast pro kazdy sledovany parametr.

10.1.1 VylepSena metoda rozvodi

Jak bylo uvedeno vysSe. Pfi pouziti segmentace metodou rozvodi Casto dochazi
k pfesegmenovani obrazu. To se da omezit jak filtrovanim obrazu tak také pouzitim
tzv. ,,Marker-Controlled  Watershed Segmentation“(metodou  rozvodi  kontrolovanou
markery). Tato metoda je zalozena na pouziti internich markerl (mista uvnitt objekt zajmu)
a externich markerii (mista umisténa v pozadi). Kazdy marker umistény do obrazu bude

postupné rist a po findlni segmentaci vytvoii rozvodi. Vstupem této metody rozvodi je
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obvykle gradient snimku. Vysledny obrazek ma velké hodnoty pixelt v okoli hran objektl
amalé hodnoty pixelt vSude jinde (Obr. 33). Utelem pouziti gradientového snimku je
byl gradient snimku ziskan pomoci Sobelovi hranové masky, ptikazu imfiltr a jednoduché
aritmetiky. [69]

Po vytvoreni gradientu se pteslo k eliminaci velkého po¢tu minim, které byly ¢asto velmi
»melké“ a reprezentovaly nepotiebné detaily. Kjejich odstranéni se pouzil ptikaz
imextendedmin, ktery vypocital sadu bodl v obraze lezicich hloubéji nez jejich okoli (dané
prahem). Vystupem je bindrni obrazek nalezenych minim (Obr. 34). Na Obr. 34 je vidét, ze ne
ve vSech bunkach byl vytvofen marker. To bylo zpisobené tim, Ze pfi pouziti prahu pro jejich
nalezeni nebylo mozné nalézt takovou hodnotu prahu, pfi které by byly oznaéeny vsechny
buiikky. Cilem tedy bylo nalézt takovou hodnotou prahu, pfi které je oznaceno nejvice
bungk. [69]

Obr. 34 Priklad nalezeni vnitfnich markert
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Dalsim krokem segmentace je nalezeni externich markert. To se provede tak, ze se
aplikuje metoda rozvodi na vzdalenostni transformaci obrazku internich markert, kde jsou
vystupem c¢ary ,,piehrad® lezici pravé na pul cesty k minimdm. Jinymi slovy. Najdou se

pixely, které jsou piesné na pul cesty k internim markerim. [69]

Takto nalezené markery se pouziji k modifikaci gradientu obrazku. Modifikace je
provedena za pomoci metody ,,minima imposition“. Tato technika modifikuje obrazek tak, ze
se jeho minima objevi jenom v oznacenych oblastech (v tomto pfipad¢ na mistech externich
I internich markert1). Nakonec se znovu pouzije metoda rozvodi na markery modifikovany
gradient obrazku. Vysledek je viditelny na obrazku nize (Obr. 35). [69]

Obr. 35 Vysledek segmentace pomoci Marker-Controlled Watershed Segmentation

Na Obr. 37 mizeme vidét, Ze i pfi pouziti této metody dochazi k nedokonalé segmentaci.
Né&které buniky jsou vysegmentované jen z Casti nebo, coZ se objevuje zfidka, nejsou
vysegmentované vibec. Vzhledem k ne moc dobré kvalité snimki bunék (Obr. 36) a také
jejich velké variabilité (ne vSechny snimky obsahuji buiiky jenom v jedné vrstvé a s dobie
rozaznatelnymi hranicemi i V pfipadé jejich spojeni) bylo cilem ,spiSe nez ,,dokonald
segmentace™ kazdé bunky, segmentace, co nejvétsiho poctu bunc¢k na snimcich (Obr. 37).
To bylo také diivodem pouziti obou metod rozvodi. Nékteré snimky byly 1épe segmetovatelné
pouze jednou z metodou. Co se ty¢e vysledkt. Nakonec byly pouzity hodnoty ziskané tou

metodou, ktera vysegmentovala nejvice bun€k bez ptiliSného presegmentovani.

Ob¢ metody byly tedy pouzivany podle charakteru jednotlivych snimkt. Pro kazdou sadu
snimktl byly nalezeny optimalni hodnoty (ekvalizace, velikost strel elementu a hodnota
prahu pro nalezeni internich markert), nejvhodné&jsi zdrojovy snimek (ten, co se nacitd jako
prvni) a metoda pro segmentaci. VSechny tyto tdaje jsou shrnuty v tabulkach a umistény
Vv ptiloze na CD.
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Obr. 36 Priklad hiife segmentovatelného snimku

Obr. 37 Vysledek segmentace hiife segmentovatelného snimku pomoci Marker-Controlled Watershed Segmentation



11 Vyhodnoceni vysledkii analyzy

Vysledky analyzy ziskané pomoci vytvoieného programu byly zpracovany a vyneseny
do grafii. Parametry, na kterych se hodnotila cytotoxicita obou naftochinonii, jsou peroxidace
lipida (PL), reaktivni formy dusiku (RFD) a kysliku (RFK) a mitochondrialni potencial (MP).

11.1 Peroxidace lipida

Pti peroxidaci lipidi dochazi k oxida¢ni degradaci lipidl reaktivnimi formami kysliku.
Volné radikaly odebiraji elektrony lipidim umisténym v bunééné membrane, coz vede
k poskozeni buiky. Peroxidace ovliviiuje nejen integritu membrany, ale také transdukcni

cesty a apoptozu. [70]

Na nasledujicich obrazcich (Obr. 38, Obr. 40, Obr. 42, Obr. 44) jsou vidét projevy
peroxidace lipidi po aplikaci riznych koncentraci plumbaginu a naftazarinu na PC3 a PNT1A
bunky. Pfi oxidaci v bunikach dochazi k posunu fluorescence od cervené k zelené barve
fenylbutadienovych segmenti fluoroforu. D4 se tedy fict, ze ¢im Cervenégji buniky vyzatuji,

tim niZs8i je PL a ¢im zelen&ji vyzatuji, tim vétsi je uroven PL v bunkach.

11.1.1 Plumbagin na PNT1A bunkach — PL

Na Obr. 38 mizeme vidét rizné koncentrace plumbaginu aplikované na PNTI1A burky.
Jeho pusobeni je zde vyjadieno pomoci PL. Na snimku kontroly (bez ptfidavku plumbaginu)
je vidét, Ze zde logicky k zadné peroxidaci zatim nedochazi a vSak po postupném navySovani
koncentrace plumbaginu je znatelné ¢im dal vétSi vyzafovani v oblasti zelené ¢asti spektra.
Na poslednim snimku, kde byla aplikovana nejvyssi koncentrace plumbaginu (4 uM) buiky
vyzatuji jasné€ zeleng, z cehoz se da soudit, ze lipidova peroxidace je zde nejsilngjsi.

0,5 uM 1M
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2 pyM

Obr. 38 Peroxidace lipidii - Plumbagin na PNT1A buiikach

Po analyze vySe zminéné sady obrazka byly zjisténé intensity vyneseny do grafu (Obr.
39) ve formé box ploth. Ty davaji jasnou piedstavu o rozloZeni intensit v jednotlivych
snimcich. Navic jsou u nich vyznaceny 1 primérné hodnoty intensit, které mohou fict, jaka je

primérnd uroven PL pro rtizné koncentrace. Informace z tohoto grafu podporuji diivéjsi

myslenku. Nejsilngji se PL projevuje pfi aplikaci 4 uM plumbaginu.

1.00

0.80 ]-
S 060 *
I 0.5880 o
° & Prameér
=
£ 040 0.3127

.3133
g.
0.20 0.2504
0-00 O'0I4>78 T T T 1
kontrola 0.5 uM 1um 2 uM 4 uM

Koncentrace

Obr. 39 Graf intensit pro riuzné koncentrace plumbaginu na PNT1A buiikach - PL

11.1.2 Plumbagin na PC3 buiikach — PL

Obr. 40 ukazuje pusobeni riznych koncentraci plumbaginu aplikované na PC3 bunky.
Stejné jako v predeslém piipadée je jeho ptisobeni vyjadieno pomoci PL. Na snimku kontroly
(bez ptidavku plumbaginu) k zadné peroxidaci nedochdzi. U snimki téchto bunék se zda, ze

nejsiln€jsi peroxidace probiha pfi aplikaci 1 uM, 2 uM a 4 uM plumbaginu.
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Obr. 40 Peroxidace lipidia - Plumbagin na PC3 buiikach

Pti pohledu na graf intensit (Obr. 41) vidime, Ze nejvyss§i prumérna intensita se projevila
po ptidani 4 pM plumbaginu. Intensita vyzafovani je po ptidani 2 uM plumbaginu druha
nejvyssi, coz odpovidd piislusnému snimku vyse. I pfesto, Ze je na tomto snimku bunck
znatelné¢ mén¢, uroven fluorescence je hodné vysokd. Tento fakt kompenzuje nedostatecné
mnozstvi bun¢k oproti ostatnim snimkim. Co se tyka zbylych méfeni. Fluorescence byla

cvwr

koncentraci plumbaginu dochazi k rlstu intensity fluorescence vyvolané peroxidaci lipidi.
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Obr. 41 Graf intensit pro riazné koncentrace plumbaginu na PC3 buiikach — PL
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11.1.3 Naftazarin na PNT1A burikach — PL

Na Obr. 42 lze vidét pusobeni naftazarinu na PNT1A bunky vyjadiené pomoci PL. Pti
pohledu na snimky je mozné fict, ze az pti aplikaci 2 uM a 4 uM naftazarinu dochazi

k nejvétsi PL. Snimek kontroly vyzafuje nejméng.

0,5 uM

Obr. 42 Peroxidace lipidi - Naftazarin na PNT1A buiikach

Nasledujici graf (Obr. 43) ilustruje intensitu vyzafovani PNT1A bunék po pfidani
riznych koncentraci naftazarinu. Pribéh priméra intensit je rostouci, coz nuti k zavéru, ze
¢im veétsi pridana koncentrace naftazarinu, tim silngjsi efekt resp. fluorescence — peroxidace
lipidt. Nejvyssi hodnota byla zjisténa u 2 uM a 4 uM naftazarinu. Jejich primérné hodnoty

fluorescence se od sebe lisi jen lehce, jak se predpokladalo.
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Obr. 43 Graf intensit pro rizné koncentrace naftazarinu na PNT1A buiikach — PL
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11.1.4 Naftazarin na PC3 burnikach — PL

Na Obr. 44 je vidét sada snimkl zachycujici pusobeni riznych koncentraci naftazarinu
na PC3 buiiky. Na snimku bez pfidavku naftazarinu pfirozené¢ nedochézi k peroxidaci.
K nejsilngjsi peroxidaci by mélo dochazet u snimkt bun¢k po aplikaci 2 uM a 4 uM
naftazarinu. Pti analyze snimku s pfidanymi 0,5 uM naftazarinu se nepocitalo s nejzarivejsi
buiikou. Jeji nadmérnd fluorescence v porovnani s ostatnimi buitkami na snimku zpiisobovala

nesrovnalosti v celé analyze.

0uM 0,5 M 1M

Obr. 44 Peroxidace lipidii - Naftazarin na PC3 buiikach

Graf na Obr. 45 potvrzuje diivéjsi predpoklad. Nejvyssi intensita byla zjisténa u 4 uM
naftazarinu. Na grafu je také vidét, Ze i po vyfazeni nadmérné vyzatujici buiiky na snimku
s pridanymi 0,5 uM naftazarinu, je intensita stale vyssi. Co se tyka celkového prubéhu. Pokud
pomineme hodnotu intensity po pfidani 1 pM naftazarinu, ktery byla zjisténa jako druhd
nejnizsi (koresponduje to s pfisluSnym snimkem), pribéh primérnych intensit je rostouci. Se
vzristajici pfidanou koncentraci naftazarinu dochdzi i1 k rostouci intensité¢ vyzatovani PC3

bunék.
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Obr. 45 Graf intensit pro rizné koncentrace naftazarinu na PC3 buiikach — PL

Posledni graf (Obr. 46) srovnava prib¢hy intensit vyzafovani bunék, na které byly
aplikovany rtzné koncentrace dvou naftochinonii. Je tu jasné vidét, jak s rostoucimi
koncentracemi cytotoxini dochazi k rostouci intensité fluorescence, coz poukazuje na to, ze
¢im vic se zvySuje detekovana fluorescence, tim vic zde dochdzi k peroxidaci lipidl. Nejvyssi
hodnota intensity byla zaznamenana po aplikaci 4 uM plumbagin PNT1A bunky. Zde se

peroxidace lipidl projevovala nejsilngji.
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Obr. 46 Srovnani pribéhi intensit po podani riznych koncentraci cytotoxini - PL

11.2 Reaktivni formy dusiku

Reaktivni formy dusiku (dale jen RFD) jsou produkty bunééného metabolismu a jsou
Vv ptipad¢ normalnich fyziologickych podminek soucasti signalnich cest. Koncentrace RFD je
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regulovdna pfirozenou detoxikaci probihajici v bunikach. V pifipadé¢ selhdni tohoto
mechanismu dochézi k vzniku nerovnovahy mezi RFD a RFK (reaktivni formy kysliku), ktera
vede k modifikaci a poskozeni buné¢nych proteinti, DNA a lipidd. Tato poSkozeni narusuji

funkce bunky a eventualné vyusti v bunécnou smrt. [71]

Snimky niZe ilustruji, jak rtzné koncentrace plumbaginu a naftazarinu generuji RFD
v PC3 a PNT1A bunkach.

11.2.1 Plumbagin na PNT1A buitikach — RFD

Na Obr. 47 Reaktivni formy dusiku - Plumbagin na PNT1A bufikaich mizeme vidét
pusobeni riznych koncentraci plumbaginu na PNT1A bunky. Kazdy snimek ukazuje, jak moc
doslo ke generovani RFD diky pfidanému plumbaginu. Po pohledu na snimky by se dalo fict,
ze nemizeme predpokladat neustdle rostouci pribéh pramérd intensit. Kazda ptidana
koncentrace plumbaginu zpusobuje generovani jiného mmnozstvi RFD, bez jakéhokoliv

piedpokladaného vzoru.

0,5uM

Obr. 47 Reaktivni formy dusiku - Plumbagin na PNT1A buiikach

Po analyze snimku byly vysledky zpracovany a vyneseny do grafu (Obr. 48). Jak je vidét
prubéh ma se vzrlstajici piidanou koncentraci rostouci tendenci. Po pfidani 2 uM a 4 uM
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plumbaginu k bunkam dochazi k poklesu intensity vyzafovani. Celkova intensita zafeni bunék
je v porovnani s jinymi sledovanymi parametry velmi nizka.
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Obr. 48 Graf intensit pro rizné koncentrace plumbagin na PNT1A buiikach - RFD

11.2.2 Plumbagin na PC3 buiikach — RFD

Nasledujici snimky (Obr. 49 Reaktivni formy dusiku - Plumbagin na PC3 bunkach)
ilustruji vznik RFD na PC3 bunkach jako odpovéd narizné koncentrace ptidaného
plumbaginu. Na snimku s kontrolou je v porovnani s ostatnimi snimky vidét, ze Groven RFD

je nejnizsi. Buiiky na dalSich snimcich se zdaji, ze vyzatuji se stejnou intensitou

0 uM 0,5 uM 1pM

2 uM 4 uM

Obr. 49 Reaktivni formy dusiku - Plumbagin na PC3 buiikach
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K rozpozndni urovné intensity mezi témito snimky byl pouzit navrzeny program.
Vysledky analyzy byly zpracovany a vyneseny do grafu (Obr. 50). Pribéh intensit je viditelné
rostouci az do hodnoty intensity naméfené u snimku s pfidanymi 2 pM plumbaginu, poté

dojde k poklesu. Nejvétsi hodnota intensity byla namétena u 2 uM plumbaginu.
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Obr. 50 Graf intensit pro rizné koncentrace plumbagin na PC3 buiikach — RFD

11.2.3 Naftazarin na PNT1A buiikach — RFD

Nasledujici snimky (Obr. 51) ilustruji pisobeni naftazarinu na PNTI1A bunky
po ptidavku riznych koncentraci naftazarinu prave k témto buitkam. Pti pohledu na snimky se
zda, Ze prvni tfi obrazky (kontrola, 0,5 uM a 1 uM naftazarinu) budou mit podobnou intensitu
vyzafovani a pak dojde Kk jejimu poklesu. Bunky na poslednim snimku se zdaji, ze vyzaiuji

nejmén¢ intensivng.

0,5 M

Obr. 51 Reaktivni formy dusiku - Naftazarin na PNT1A buiikach
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Po analyze (Obr. 52) se zjistilo, Zze prvni tfi snimky maji témét podobné intensity

cvwr

naftazarinu, jak bylo pfedpokladano. Celkove byli hodnoty na velmi nizkych trovnich.
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Obr. 52 Graf intensit pro rizné koncentrace naftazarinu na PNT1A buiikach - RFD

11.2.4 Naftazarin na PC3 buiikach — RFD

Intensita fluorescence je na snimcich velmi nizkd (Obr. 53). U obrazku bunék
s pfidanymi 2 pM a 4 uM naftazarinu dochazi k zesileni intensity fluorescence. To znaci, Ze

pfi pouziti danych koncentraci naftazarinu dochazi ke generovani vétSsiho mnozstvi RFD.

0 uM 0,5 uM 1pM

2 uM 4 uM

Obr. 53 Reaktivni formy dusiku - Naftazarin na PC3 buiikach
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Na Obr. 54 jde vidét, ze intensita prvnich tii snimku je opravdu velmi nizka. Témér zde
nedochazi ke tvorbé RFD. AvSak u nasledujicich dvou snimkl je zaznamenano zvySeni
intensity vyzatfovani. Nejvy$§i hodnota byla zjisténa u 2 puM naftazarinu. Ve srovnani

S ostatnimi sadami snimkd s RFD zde byly naméfené hodnoty nejnizsi.
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Obr. 54 Graf intensit pro rizné koncentrace naftazarinu na PC3 buiikich — RFD

Graf na Obr. 55 porovnava intensit fluorescence bunék, ke kterym byly pfidany rtizné
koncentrace plumbaginu a naftazarinu. Nejvyssi hodnoty byly naméfeny u 2 uM plumbaginu
na PC3 bunikach a u 2 uM naftazarinu pfidaného k PC3 bunikam. Celkova urovei fluorescence

je velmi nizka.
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Obr. 55 Srovnani priabéhii intensit po podani riznych koncentraci cytotoxini — RFD
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11.3 Reaktivni formy kysliku

Stejné tak jako RFD jsou i reaktivni formy kysliku (dale jen RFK) produkty bunécného
metabolismu. Hlavni zdrojem tvorby RFK v bunikach jsou mitochondrie. Bylo dokazano, ze
RFK hraji vyznamnou roli V apoptotické signalizaci. Presto stale neni zcela jasny
mechanismus, ktery RFK a apoptézu spojuje. Debatuje se o tom, jestli je zvySeni RFK béhem
apoptozy pfi¢ina nebo disledek poSkozenych mitochondrialnich funkci nebo jsou-li RFK

produkovany mitochondriemi jako efektorové molekuly v odpovédi na signaly apoptdzy. [71]

11.3.1 Plumbagin na PNT1A buiikach — RFK

Na Obr. 56 vidime jak aplikaci plumbaginu na PNT1A buiiky zptisobuje tvorbu RFK.
Cim vys§i je pouzita koncentrace plumbaginu na PNT1A buiikach, tim vétsi je fluorescence
bun¢k. Podle vSeho bude pribéh primérnych intensit rostouci s nejvyssi hodnotou u 4 pM
plumbaginu.

0,5 utM

Obr. 56 Reaktivni formy kysliku - Plumbagin na PNT1A buiikach

Informace z grafu (Obr. 57) potvrzuji to, co lze vidét na snimcich. Nejvys$si namétena
intenzita vyzatfovani byla zjisténa u snimku buné¢k s pfidanym plumbaginem o koncentraci
4 uM. Tvorba RFK se projevuje uz pii 1 pM plumbaginu. Pribéh primérnych hodnot intensit

je rostouci piimo umérné s rostouci koncentraci plumbaginu.
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Obr. 57 Graf intensit pro rizné koncentrace plumbaginu na PNT1A buiikach — RFK

11.3.2 Plumbagin na PC3 buiikach — RFK

Na nasledujici sad¢ snimku (Obr. 58) jde vidét, Ze pii aplikaci plumbaginu na PC3 burky
dochazi ke vzniku RFK uz pii pouziti 0,5 uM plumbaginu na PC3 buriky. Nejvétsi mnozstvi
RFK se zd4 byt pfitomno po pouziti 4 uM plumbaginu. Pribéh primérnych hodnot bude

s rostouci koncentraci plumbaginu rostouct.

0 uM

0,5 uM 1M

2 uM 4 uM

Obr. 58 Reaktivni formy kysliku - Plumbagin na PC3 buiikach

Z grafu (Obr. 59) ziskaného analyzou dfive zminénych bunék jde vycist, ze nejveétsi
intensita byla naméfena u 4 uM plumbaginu. Pribéh stfednich hodnot je rostouci. S rostouci

koncentraci plumbaginu dochazi k ristu intensity fluorescence PC3 bunék — trovné RFK.
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Obr. 59 Graf intensit pro rizné koncentrace plumbaginu na PC3 buiikiach — RFK

11.3.3 Naftazarin na PNT1A buinkach — RFK

Pusobeni naftazarinu je na nasledujicich obrazcich (Obr. 60) znat uz po pouziti 0,5 uM.
Cytotoxicky efekt naftazarinu na PNT1A buiiky zptsobuje generovani RFK a je nejsilngjsi
na snimku bunék s aplikovanymi 4 uM naftazarinu. Pribéh prumérnych hodnot bude rostouci.

0 uM 0,5 M 1puM

2 uM 4 uM

Obr. 60 Reaktivni formy Kysliku - Naftazarin na PNT1A buiikach

Graf (Obr. 61) potvrzuje tvrzeni popsané vyse. Naftazarin je nejtoxictéjsi v koncentraci
4 uM. Pribéh priméri je rostouci. Se vzristajici koncentraci ptidaného naftazarinu k PNT1A

bunkach dochazi k rastu urovné RFK.
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Obr. 61 Graf intensit pro rizné koncentrace naftazarinu na PNT1A buiikach - RFK

11.3.4 Naftazarin na PC3 bunkach - RFK

Plsobeni naftazarinu na PC3 buiikédch je podobné jeho puisobeni na PNTI1A bunky
popsané vyse. Tvorba RFK zacina pii 0,5 uM naftazarinu a je nejvyssi pfi 4 uM piidaného
naftazarinu (Obr. 62).

0 uM 0,5 M 1M

2 uM 4 uM

Obr. 62 Reaktivni formy kysliku - Naftazarin na PC3 buiikach

Na Obr. 63 je vidét, ze intensita vyzafovani je nejvyssi pro 4 uM naftazarinu. Pribéh
pramérii je rostouci. S rostouci koncentraci naftazarinu roste i intensita fluorescence PC3

bunék — roste uroven RFK.
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Obr. 63 Graf intensit pro rizné koncentrace naftazarinu na PC3 buiikdch — RFK

V ptipadg, Ze jednotlivé pribéhy porovname (Obr. 64), zjistime, ze pribéhy intensit pro
plumbagin na PNTI1A buikach, plumbagin na PC3 bunkach, naftazarin na PNT1A
a naftazarin na PC3 jsou podobné — srostouci koncentraci cytotoxini dochazi k ristu
intensity fluorescence bunék. Naftazarin na PC3 buiikach zptisobil (hlavné pro koncentrace 2
uM a 4 uM), prostrednictvim svého cytotoxického piisobeni, nejvetsi produkei RFK. Nejnizsi

intensita byla zjisténa u snimki bunék PNT1A s pfidanym plumbaginem.

0.30
0.25
0.20 B Naftazarin na PC3 - RFK
S
g 0.15 Naftazarin na PNT1A - RFK
£
~ 0.10 B Plumbagin na PC3 - RFK
0.05 - B Plumbagin na PNT1A - RFK
0.00 -
kontrola 0.5 uM 1uM 2 uM 4 uM
Koncentrace

Obr. 64 Srovnani pribéhii intensit po podani riznych koncentraci cytotoxini - RFK

11.4 Mitochondrialni potencial

Mitochondrie jsou pifimé a hlavni regulatory apoptdzy. Zprostupnéni vnitini a vné&jsi

mitochondridlni membrany reprezentuje krok vedouci k apoptoéze. Tento d¢j je indukovan
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pro-apoptotickymi molekulami jako jsou molekuly Bcl-2 rodiny, fosfatazy, kinazy
a transkripcni  faktory. Kazdd zména na mitochondriich je doprovdazena zménou
membranového potencialu (dale jen MP). Bunky, které podstupuji apoptozu ztraci své MP. Je
nutné podotknout, Ze kinetika ztraty MP je velmi rychlda, tudiz tyto buitkky nemusi vykazovat
charakteristické morfologické znaky apoptdzy. [72]

11.4.1 Plumbagin na PNT1A buikach — MP

Na jednotlivych snimcich (Obr. 65) je zvyraznéna mira membranového potencialu
po pfidani riznych koncentraci plumbaginu k PNT1A bunkdm. Po pouhém pohledu
na snimky se neda jednoznacéné fict, kdy je urovenn MP niz$i a kdy vyssi. Intensita vyzatovani

bunék se zda byt oproti ostatnim nizsi u obrazkd s pouzitymi 2 uM a 4 uM plumbaginu.

0,5 uM

20 uM 4.0 uM

Obr. 65 Mitochondrialni potencial - Plumbagin na PNT1A buiikach

Po analyze obrazki byly hodnoty intensit pro jednotlivé koncentrace plumbaginu
vyneseny do grafu (Obr. 66). Nejniz$i hodnoty intensity byly zjistény u koncentraci
plumbaginu 2uM a 4 uM. To znaéi nejvétsi toxicitu plumbaginu pravé v téchto
koncentracich. Co se tykéa zbylych snimkii. Pokud bychom vychézeli z faktu, Ze u kontroly by
méla byt intensita nejvyssi (vzorek bez ptidavku), potom jsou vysSi hodnoty zjisténé
na dalsich dvou snimcich zptsobené vétsim mnozstvim bunék. V idealnim ptipad¢ by byly
prabéh primérnych intensit klesajici.
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Obr. 66 Graf intensit pro rizné koncentrace plumbaginu na PNT1A buiikach — MP

11.4.2 Plumbagin na PC3 buiikach — MP

Na Obr. 67 mtzeme vidét postupnou ztratu MP po aplikaci plumbaginu na PC3 bunky.
Z vizualniho hlediska je znatelna ztrata MP jiz na snimku bunék po ptidani 1 pM plumbaginu.
Témei neznatelna je MP na poslednim snimku. Zde je pusobeni 4 uM plumbaginu takové, ze

dochazi k nejvetsi ztrat€¢ MP.

0 M 0,5 M 1pM

2uM 4 uM
Obr. 67 Mitochondrialni potencial - Plumbagin na PC3 buiikach

Obr. 68 ilustruje ptipad zminény vySe — klesajici prubeh intensit s nejvétsi hodnotou

v

koncentraci plumbaginu se snizuje MP, coz se projevi jako snizeni fluorescence.
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Obr. 68 Graf intensit pro rizné koncentrace plumbaginu na PC3 buiikach — MP

11.4.3 Naftazarin na PNT1A buiikach — MP

Z Obr. 69 se da usoudit, ze pusobeni naftazarinu, sohledem na MP, je nevétsi
u koncentraci 2 uM a 4 uM. Intensity na prvnich snimcich po ptidavku 0,5 a 1 uM
naftazarinu se zdaji byt podobné.

0,5 uM 1M

2 uM 4 uM
Obr. 69 Mitochondrialni potencial - Naftazarin na PNT1A buiikach

Graf intensit (Obr. 70) ukazuje, jak dochazi se zvySujici se koncentraci naftazarinu
k postupnému poklesu hodnot intensity vyzafovani bunék. Nejnizsi hodnota je zaznamenana
znovu po pouziti 4 uM. K lehkému odklonu od predpokladanych hodnot dochazi u tietiho
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ptipadu — 1uM naftazarinu. To muze byt zpusobené lehce vyssim poctem bun¢k v porovnani

S ostatnimi.
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Obr. 70 Graf intensit pro rizné koncentrace naftazarin na PNT1A buiikach — MP

11.4.4 Naftazarin na PC3 burikach — MP

Posledni snimky pro MP (Obr. 71) ukazuji piisobeni naftazarinu na PC3 bunky. Je vidét,

7e po podani 2 uM a 4 uM naftazarinu, je MP na velmi nizké urovni. Tudiz se da fict, ze

2uM 4 pM

Obr. 71 Mitochondrialni potencial - Naftazarin na PC3 buiikach
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Pribéh primérnych intensit zobrazenych na grafu nize (Obr. 72) je klesajici s nejnizsi
hodnotou u 4 uM naftazarinu. U snimku s pfidanymi 2 pM naftazarinu byla zjisténa druha

nejnizsi hodnota fluorescence
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Obr. 72 Graf intensit pro rizné koncentrace naftazarin na PC3 buiikach — MP

Pro srovnani byly vSechny pribéhy intensit PC3 bunék pro MP zobrazeny v jednom
grafu (Obr. 73). Na prvni pohled se da fict, ze jsou vSechny prubéhy klesajici, coz odpovida
predpokladu, Ze pfi vzristajici koncentraci cytotoxinu dochazi k zménam na mitochondriich,
apoptdze a tudiz k snizeni MP. Na nékterych pribézich jsou vidét odchylky (plumbagin
na PC3, plumbagin na PNT1A), které byly zminény v textu vyse. Dlivod jejich vzniku mize
souviset s rozdilem v poétu bunék oproti ostatnim snimkam.
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Obr. 73 Srovnani pribéhi intensit po podani riznych koncentraci cytotoxini - MP
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11.5 Zjisténi moZnych zavislosti

Predeslé kapitoly se zabyvaly popisem vysledkl analyzy provedené na fluorescencnich
snimcich bunék. Pisobeni plumbaginu a naftazarinu na bunky bylo sledovano pomoci
4 parametri. Vysledky pro kazdy parametr byly na koncich kazdé podkapitoly vyneseny
do spoleéného grafu a srovnany. Tim padem bylo mozné sledovat, jak se projevovalo
pusobené cytotoxinii na buiiky prostfednictvim jednotlivych parametrii. Aby byla prace
kompletni, bylo je$t¢ nutné porovnat pusobeni plumbaginu na PNT1A a PC3 bunky,
naftazarinu na PNT1A aPC3 buiky a také porovnat pusobeni plumbaginu a naftazarinu
na PC3. A porovnat ptisobeni plumbaginu a naftazarinu na PNT1A bunky.

Pro tento ucel bylo pouzito statistické vyhodnoceni.

11.5.1 Korelaé¢ni analyza

Pomoci korela¢ni analyzy lze métit miru vztahu mezi proménnymi — jak je jejich vztah
silny. Tato znalost je dulezitd naptfiklad tehdy, kdyz mame veliiny s urcitym vzdjemnym
vztahem a ¢im je tento vztah tésnéjsi, s tim vétsi pravdépodobnosti mizeme océekavat, ze

zmény jedné veli¢iny budou mit za nasledek zmény veli¢iny s ni statisticky svazané. [73]

Mira korelace je vyjadiena jako korelacni koeficient. Existuji dva druhy korelacnich
koeficientli: Pearsoniv a Spearmaniiv korela¢ni koeficient. VVolba jednoho z koeficientt zavisi
na charakteru dat. [73]

Vstupem pro analyzu byly primérné intensity fluorescence pro vSechny pouzité
koncentrace naftochinont na obou druzich bunék. Tato pouzita data byla spojitého charakteru.
Co se tyCe jejich normality. Ta byla ovéfena, a pokud nékterd tuto podminku nespliovala,
byla logaritmicky transformovana. Spojity charakter a normalita rozloZeni jsou pozadavky pro
pouziti Pearsonova korela¢niho koeficientu. [73]

Pearsonliv korela¢ni koeficient je bezrozmérna veli¢ina a znaci se r. Pro korela¢ni

koeficient plati:
1. -1<r<1
2. Jestli je mezi veli¢inami linearni vztah, je r = |1].
3. Jestli jsou veli¢iny linearné nezavislé, je r = 0.

Vzhledem Kk témto vlastnostem korela¢niho koeficientu se nasledujici stupnice pouziva

pro hodnoceni tésnosti vztahu mezi veliCinami:

0<|r| £0,3 slaba zavislost
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0,3 < |r| £0,8 stiedni zavislost

0,8<|r| <1 silna zavislost.

[73]
Korela¢ni analyza byla provedena v programu STATISTICA 10.

Nasledujici tabulky obsahuji vysledky korelacni analyzy. Tab. 6 ukazuje korelace
prumérnych intensit pro plumbagin na PNTIA a PC3 buikach. Hodnoty korelacnich
koeficientd Vv diagonale ilustruji vztahy mezi prubéhy, které jsou viditelné na Obr. 46, Obr.
55, Obr. 64, Obr. 73. K velmi dobré pozitivni korelaci dochazi u hodnot pro plumbagin
na PNT1A (LP) ana PC3 (LP) bunkach. Silna pozitivni korelace je i mezi plumbaginem na
PNT1A (LP) PC3 (RFK). Podobn¢ je to u plumbaginu na PNT1A (RFK) a PC3 (RFK).
Silné pozitivni korelace vyjadfuje to, Ze pokud jsou hodnoty jedné proménné rostouci nebo
klesajici tak ta druha také roste nebo klesd. Ptipad silné negativni korelace lze vidét
u plumbaginu na PNT1A (LP) a PC3 (MP). Podobné je to u plumbaginu na PNT1A (RFK)
a PC3 (MP). Negativni korelace vyjadfuje pfipad, kdy hodnoty jedné proménné rostou
(klesaji), druhé klesaji (rostou). Ostatni korela¢ni koeficienty vyjadiuji stfedni az nizkou

korelaci, coZ vyjadiuje velmi maly vztah mezi proménnymi.

Tab. 6 Korelace vysledkii pisobeni plumbagin na PNT1A a PC3 buiiky

Plumbagin na Plumbagin na Plumbagin na Plumbagin na
PNT1A - PL PNT1A - MP PNT1A - RFD PNT1A - RFK
Plumbagin na 0.858773 -0.493661 0.196050 0.703758
PC3-PL
Plumbagin na -0.978773 0.792290 0.348527 -0.967886
PC3- MP
Plumbagin na 0.608376 -0.343747 0.434293 0.494803
PC3 - RFD
Plumbagin na 0.960705 -0.706807 -0.059686 0.917510
PC3 - RFK

Tab. 7 obsahuje korelaéni koeficienty pro uréeni miry vztahu mezi pusobenim
naftazarinu na PNTIA buiky a PC3 buiniky. I zde neni nutné okomentovdvat hodnoty
Vv diagonale z diivodu, ktery byl zminény v pfedeslém odstavci. Pti prvnim pohledu na tabulku
je vidét, ze hodnoty korelace at” uz pozitivni nebo negativni jsou zde zastoupeny vice nez
u piedeslé tabulky. Hodnoty vyjadfujici nizkou nebo Zadnou korelaci tu jsou ptitomny malo.
Nejvyssi hodnoty pozitivni korelace jsou vidét u naftazarinu na PNT1A (LP) a PC3 (RFK).
Dale pak u naftazarinu na PNT1A (RFK) a PC3 (LP). Vétsina zbyvajicich hodnot prozrazuje
silnou negativni korelaci.
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Tab. 7 Korelace vysledkii piisobeni naftazarin na PNT1A a PC3 buiiky

Naftazarin na Naftazarin na Naftazarin na Naftazarin na
PNT1A - PL PNT1A - MP PNT1A - RFD PNT1A - RFK
Naftazarin na 0.923407 -0.984731 -0.707877 0.849229
PC3-PL
Naftazarin na -0.932617 0.852578 0.521162 -0.653623
PC3 - MP
Naftazarin na 0.725332 -0.656674 -0.639454 0.282230
PC3 - RFD
Naftazarin na 0.944654 -0.932183 -0.876705 0.733945
PC3 - RFK

V nasledujici tabulce jdou vidét (Tab. 8) vysledky korela¢ni analyzy, ktera zjistuje miru

vztahu mezi piisobenim plumbaginu a naftazarinu na PC3 bunky. Pfi pohledu na hodnoty
koeficientii v tabulce se da fict, Ze hodnoty koreluji celkem siln€, at’ uz pozitivn¢ nebo
negativné. Silna negativni korelace je mezi plumbaginem na PC3 (MP) a naftazarinem
naPC3 (PL) a naftazarinem na PC3 (RFK). Dale také mezi plumbaginem na PC3 (PL)
a naftazarinem na PC3 (MP). Nejsilngjsi pozitivni korelace se ukazala byt mezi plumbaginem
na PC3 (RFK) a naftazarinem na PC3 (LP) a naftazarinem na PC3 (RFK).

Tab. 8 Korelace vysledkii pisobeni plumbagin a naftazarinu na PC3 buiiky

Plumbagin na PC3 | Plumbagin na PC3 | Plumbagin na PC3 | Plumbagin na PC3
- PL - MP - RFD - RFK
Naftazarin na 0.830770 -0.902030 0.603297 0.850599
PC3-PL
Naftazarin na -0.989071 0.752337 -0.917659 -0.896966
PC3- MP
Naftazarin na 0.484106 -0.379022 0.658461 0.529726
PC3 - RFD
Naftazarin na 0.749622 -0.805142 0.723996 0.885683
PC3 - RFK

Posledni tabulka (Tab. 9) vyjadiuje miru vztahu mezi vysledky ptisobeni plumbaginu
a naftazarinu na PNTIA bunky. Silné pozitivné koreluji vysledky pusobeni naftazarinu
na PNT1A (RFK) a plumbaginu na PNT1A (LP). Dale pak plumbagin na PNT1A (MP)
a naftazarin na PNT1A (RFD). Siln¢ negativn¢ koreluji vysledky ptsobeni plumbaginu
na PNT1A (RFK) a naftazarinu na PNT1A (MP) a naftazarinu na PNT1A (RFD). Stejné je to
u plumbaginu na PNT1A (PL) a naftazarinu na PNT1A (MP). K velmi nizké nebo téméf
zadné korelaci dochazi mezi plumbaginem na PNT1A (RFD) a naftazarinem na PNT1A (PL).
Dale byla nizka korelace zaznamenana u plumbaginu na PNTIA (RFD) a naftazarinu
na PNT1A (MP). Velmi nizkd negativni korelace byla zjist€éna u plumbaginu na PNT1A
(RFD) a naftazarinu na PNT1A (RFK). Ve zkratce. Vysledky pisobeni plumbaginu
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na PNT1A (RFD) bunky témét nekoreluje s vysledky pusobeni naftazarinu na stejnych

bunkach pro vsechny 4 parametry.

Tab. 9 Korelace vysledkii piisobeni plumbagin a naftazarinu na PNT1A buiiky

Plumbagin na Plumbagin na Plumbagin na Plumbagin na
PNT1A - PL PNT1A - MP PNT1A - RFD PNT1A - REK
Naftazarin na 0.883614 -0.761248 -0.074451 0.873091
PNT1A - PL
Naftazarin na -0.925601 0.860932 0.293233 -0.949130
PNT1A - MP
Naftazarin na -0.738352 0.871924 0.453534 -0.909520
PNT1A - RFD
Naftazarin na 0.946481 -0.773772 -0.422859 0.947605
PNT1A - RFK
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12 Zavér

Hlavni cilem této diplomové prace bylo seznamit se s plsobenim naftochinont,
konkrétné¢ plumbaginu a naftazarinu, na prostatickych bunécnych liniich. Plumbagin
a naftazarin, obé& latky pfirodniho pivodu, vykazuji fadu vlastnosti, které z nich dé¢laji velmi
atraktivni objekty pro zkouméni. Zejména se jednd o vlastnosti antimikrobialni,
vlastnosti a projevy naftochinonti byly zkoumany velkym mnozstvim védeckych skupin, které
byly schopné jejich ptsobeni potvrdit. Kromé faktu, ze jsou plumbagin a naftazarin latky
pfirodni, jsou to také cytotoxiny. Jejich cytotoxicita se obvykle zkouma na bunéénych liniich.

Pozoruje se vliv jejich pisobeni na morfologii a fyziologii bunék.

V této praci byly pouzity buiikky dvou bunécnych linii, na kterych bylo zkoumano
cytotoxické pusobeni plumbaginu a naftazarinu. Prvnim krokem zkoumani vlivu na tyto
buitkky bylo provedeni dvou cytotoxickych testli. Prvni testovani bylo provedeno pomoci
syst¢tmu xCELLigencem, kdy bylo proméfeno piisobeni riiznych koncentraci plumbaginu
a naftazarinu na ob¢ linie, coz bylo vyjadieno ristovymi kiivkami. Soucasn¢ se pro kazdou
latku zjistovala hodnota ICsp , tedy hodnota koncentrace latky pii které dochazi k 50 %
inhibici bunécné aktivity. Hodnota ICsp pro plumbagin na PNT1A buikach byla 1,88 pM
apro plumbagin na PC3 buikach byla 2,83 pM. Hodnota ICsy pro naftazarin na PNT1A
buiikach byla zjisténa jako 0,84 pM a pro naftazarin na PC3 buiikach to bylo 1,15 pM. Zavér
tohoto testu je takovy, ze naftazarin se projevuje vice cytotoxicky nez plumbagin a to
na obou druzich buné¢k. Koncentrace naftazarinu potiebna k usmrceni poloviny bunék je vétsi

neZ u plumbaginu.

Druhym cytotoxickym testem byl MTT test. Znovu bylo zkoumano ptisobeni riznych
koncentraci obou naftochinonti na bunééné linie a to v podobé zavislosti viability bunek
na koncentraci cytotoxinu. Hodnota 1Csg pro plumbagin na PNT1A bunkéach byla 1,9 uM a
pro jeho ptsobeni na PC3 bunky byla hodnota ICsp rovna 1,2 pM. Hodnota ICso pro naftazarin
na PNTIA buikach byla 1 uM a pro naftazarin na PC3 bunikéch byla hodnota ICsp 1,5 pM.
Zavér je tu takovy, ze naftazarin pisobi vice toxicky na PNT1A buiiky a plumbagin
pusobi vice toxicky na PC3 buriky.

Po testovani cytotoxicity bylo pfistoupeno k analyze fluorescencnich snimkl bunck
bunéénych linii, na které byly aplikovany rizné koncentrace plumbaginu a naftazarinu.
Projevy jejich cytotoxicity byly sledovany na 4 parametrech: PL, RFD, RFK a MP. Proto, aby
bylo mozné tyto parametry sledovat, bylo nutné obarvit buiiky fluorescencnimi barvivy.
Intensita fluorescence v digitdlnich mikroskopickych snimcich bunc¢k byla predmétem

nasledné pocitacové analyzy. Pti analyze snimkii bunék barvenych pro peroxidaci lipidi bylo
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zjisténo, Ze s rostouci koncentraci naftochinond roste i intensita vyzafovani, coz znamena, ze
u bunék dochazi k ¢im dal tim vétsi peroxidaci lipidu (Obr. 46). Dal$im parametrem analyzy
byl RFD. Vysledné intensity fluorescence se mezi sebou velmi lisily (Obr. 55). U plumbaginu
a naftazarinu na PC3 bunkdch dochazelo srostouci pouzitou koncentraci k riistu poctu
generovanych RFD. Generovani RFD plumbaginem a naftazarinem u PNT1A bunék bylo
pro naftazarin klesajici a pro plumbagin nejdfive rostouci a ke konci klesajici. Jako dalsi se
testovaly projevy cytotoxicity pomoci RFK. Pro oba naftochinony dochazelo s rostouci
koncentraci aplikovanou na ob& bunécné linie k ristu intensity tedy miry tvorby RFK
v bunkach (Obr. 64). Poslednim sledovanym parametrem byl MP. Bylo zjisténo, ze se
zvySujici se koncentraci naftochinoni dochdzi k poklesu fluorescence na snimcich bunck

obou linii - klesa mitochondrialni potencial (Obr. 73).

Po vyhodnoceni fluorescen¢nich snimki byla provedena korelacni analyza za tcelem
zjisténi, jestli existuji néjaké vztahy mezi pisobenim jednotlivych latek na bunécné linie
(kapitola 11.5). Ve vétsin¢ piipadi dochazelo k pozitivni nebo negativni korelaci mezi
proménnymi, coz znaci, Ze jejich hodnoty klesaji nebo stoupaji — efekt latek na buiiky je
podobny. Ale v piipadé srovnani pusobeni plumbaginu na PNT1A (RFD) a pusobeni
naftazarinu na stejnych bunkach pro vSechny parametry nebyl zjistén zadny vztah — hodnoty

korela¢nich koeficientl se bliZily nule.

Zaverem. Tato prace se zabyva cytotoxickym plsobenim dvou vybranych naftochinonii
na prostatické buné¢né linie. Hlavnim mechanismem jejich G¢inku na prostatické bunécné
linie je apoptoza. Na zakladé tohoto faktu, byly vybrany dva cytotoxické testy a také 4
parametry podle, kterych se cytotoxicita plumbaginu a naftazarinu posuzovala. Testy
a analyza byly provedeny. Vystupy téchto experimentll byly zpracovany a vyhodnoceny.
Vystupem celé prace jsou ucelené informace o ptisobeni naftazarinu a plumbaginu na buiky
linie PC3 a PNT1A v ramci jednotlivych analyz.
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Seznam zkratek

Al
ADP
AlF
AKT
AMP
AMPK
ATP
AV

Bak
Bax
Bcl-2
BECN1
BFL-1
Bl

BIM
BOD
Cdc2
Cdc25C
ced-3
ced-4
Chk2
CoA
cyklin B1
DAP1
DAPK
DIOC,(3)

protein piibuzny s BCL2

adenosindifosfat (z angl. adenosine diphosphate)

apoptézu vyvolavajici faktor (z angl. apoptosis inducing factor)
protein kindza B

adenosinmonofosfat (z angl. adenosine monophosphate)

AMP aktivovana proteinova kinaza

adenosintrifosfat (z angl. adenosine triphosphate)

autofagicka vakuola

gen kodujici antagonista Bcl-2

protein X asociovany s Bcl-2 (z ang. Bcl-2-associated X protein)
lymfoma B-bunky (z ang. B-cell lymphoma 2)

protein Beclin-1

protein rodiny BCL2

bunécny index

protein 11 podobny Bcl-2 (z angl. Bcl-2-like protein 11)

s Bcl-2 ptibuzny ovarialni gen (z angl. Bel-2-related ovarian death gene)
cyklin-dependentni kinaza (z ang. cyclin-dependent kinase 1)
fosfatdza indukujici M fazi bunééného cyklu

gen bunécné smrti

gen bunécné smrti

gen ucastnici se zastavy bunééného cyklu

koenzym A

specificky cyklin pro G2/M fazi

se smrti asociovany protein 1 (z angl. death associated protein 1)
s buné¢nou smrti asociovand proteinova kinaza

3,3¢ - dietyloxakarbokyanin jodid
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DMSO
DNA

elF2

FAD

FITC

FM
fosfo-Cdc2
fosfo-Cdc25C
FS

Gen2

GFP

H*-ATP
ICs0
INK

LDH
Mcl-1
MIC

MP
MRSA
mTOR
MTS
MTT

NAD"
NADH

dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina (z angl. deoxyribonucleic acid)
flavin adenin dinukleotid

fluorescein isotiokyanat (z angl. fluorescein isothiocyanate)
fluorescencni mikroskopie

fosforylovana cyklin-dependentni kynaza

fosforylovana fosfataza indukujici M fazi bunééného cyklu
fosfatidylserin

serine/treonin kinaza

zeleny fluorescen¢ni protein (z angl. green fluorescent protein)
vodik

protonova pumpa

inhibi¢ni davka 50 (z angl. inhibitory concentration 50)
c-Jun NH2-terminalni kinaza

draslik

laktat dehydrogenéza

protein z rodiny Bcl-2

minimalni inhibi¢ni koncentrace (z angl. minimum inhibitory
concentration )

mitochondridlni potencial

methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus

cil rapamycinu (z angl. mammalian target of rapamycin)
Zluty tetrazol

3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-5-(3-karboxymetoxyfenyl)-2-(4-sulfopfenyl)-2H-
tetrazol

nikotinamid adenin dinukleotid

redukovana forma NAD+
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NF-kB skupina transkrip¢nich faktora

nuc-1 gen kodujici nukleazu Sté€pici chromatin
OH hydroxylové skupina

p21/WAF1 cyklin dependentni kinazovy inhibitor 1

pS3 supresorovy protein 53

PARP poly (ADP-ribdza) polymeraza

PBS fosfatovy pufr (z ang. phosphate buffered saline)

PE plating efficiency

PI3K P1-3 kinaza

PIP3 produkt PI3K

PL peroxidace lipid

PS fosfatidyl-serin (z angl. phosfatidyl serin)

PTEN homolog fosfatazy a tenzinu

PTP mitochondrialni pfechodné propustné pory

RAP1 druh GTPazy

RFD reaktivni formy dusiku

RFK reaktivni formy kysliku

RNA ribonukleova kyselina (z angl. ribonucleic acid)

RNS reaktivni formy dusiku (anglickéd zkratka)

ROS reaktivni formy kysliku (anglicka zkratka)

SIRNA malé interferujici RNA (z angl. small interfering RNA)
SSC citratovy pufr (z ang. saline-sodium citrate)

TLC chromatografie na tenké vrstvé (z ang. thin layer chromatography)
UPR unfolded proteinova odpoved’ (z angl. unfolded protein response)
uv ultrafialové (z angl. ultra-violet)

VRE vancomycin-rezistentni enterobakterie

v-H2AX indikéator zlomi DNA
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