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Souhrn:

Tato bakalafska prace zjiStuje vliv kyseliny gallové a epigalokatechin galatu na prolifera¢ni
potencial B bunééné linie C1R, a to metodami analyzou bun¢k v redlném ¢ase pomoci pii-
stroje IncuCyte, pritokovou cytometrii a pomoci programu ImageJ. Vysledky mezi témito

metodami jsou porovnany.

Vysledky potvrzuji, ze 50 uM a 100 uM roztoky kyseliny gallové a 100 uM roztok epigalo-
katechin galatu potlacuji rast bun¢k CIR.



Abstract
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Summary:

This bachelor's thesis investigates the effect of gallic acid and epigallocatechin gallate on the
proliferation potential of the B cell line C1R, using the methods of real-time cell analysis
using the IncuCyte device, flow cytometry and the ImageJ program. The results between
these methods are compared.

The results confirm that 50 pM and 100 uM solutions of gallic acid and 100 uM solution
of epigallocatechin gallate inhibit the growth of C1R cells.



Abstrakt
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Titul der Arbeit: Uberwachung des Einflusses polyphenolischer Substanzen auf die Eigen-
schaften von Gewebekulturen

Betreuer: Ing. Tomas Vlas

Anzahl der Seiten — nummeriert: 46
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gallocatechingallat, Zellkulturen, Zelllinien, B-Zelllinie C1R, Durchflusszytometrie,
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Zusammenfassung:

In dieser Bachelorarbeit wird die Wirkung von Gallussdure und Epigallocatechingallat auf
das Proliferationspotential der B-Zelllinie C1R untersucht, wobei die Methoden der Echt-
zeit-Zellanalyse mit dem IncuCyte-Gerit, der Durchflusszytometrie und dem ImageJ-Pro-

gramm zum Einsatz kommen. Die Ergebnisse dieser Methoden werden verglichen.

Die Ergebnisse bestétigen, dass 50 uM und 100 uM Gallussdurelésungen und 100 uM Epi-

gallocatechingallat-Losungen das Wachstum von C1R-Zellen hemmen.



Piredmluva

Tato bakalafska prace zkouma vliv polyfenolickych latek na vlastnosti tkdnovych
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UvVOoD

Rakovina je celosvétoveé jednou z nejcastéjSich pficin tmrti, a proto je piedmétem
rozséhlého vyzkumu, ktery se snazi objevit metody a latky zaméfené na prevenci a 1écbu,
a objasnit mechanismy vzniku rtiznych forem tohoto onemocnéni. Pochopeni mechanismu

vzniku tohoto onemocnéni totiz prispiva k jeho 1é¢be.

Posledni dekady pfinesly velky posun ve vyzkumu zaméteného, mimo jiné, na zjis-
tovani vlivu ptirodnich latek na rizné typy rakoviny. Mezi tyto latky patii i fytochemikalie,

které se ptirozené vyskytuji v rostlinach a jejich vyuZiti pfi terapii se jevi velice nad¢jné.

Tato bakalaiska prace je rozdélena do dvou ¢asti. Prvni, teoreticka, ¢ast poskytuje
Ctenafi zakladni informace o fytochemikaliich, jejich déleni a o kyseliné gallové a epigalo-
katechin galatu. Mimo to teoreticka ¢ast shrnuje zakladni informace o bunéénych kulturach,
lymfoidnich buné¢nych linii, do kterych patii i B-bunécna linie C1R a dale o vyuziti analy-
tické metody prutokové cytometrie a vyuziti ptistroje IncuCyte, u kterych shrnuji jejich prin-

cipy analyzy.

V praktické ¢asti se zabyvam analyzou vysledkt vlivi dvou vySe zminénych fyto-
chemikalii na buné¢nou linii C1R ziskanych na pfistroji IncuCyte a porovnavam je spolu

s vysledky méfenymi pomoci priutokové cytometrie a ru¢niho méfeni v programu ImageJ.
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1 FYTOCHEMIKALIE

Fytochemikalie tvofi Sirokou $kalu bioaktivnich chemickych latek, které nalézame
ve velkém mnozstvi v rostlinach. Tyto latky slouzi rostlindm v mnoha ohledech, at’ uz jako
ochrana pied predatory, rostlinnymi onemocnénimi nebo proti UV zafeni. Zaroven zapfici-
nuji vznik barvy a chuti jednotlivych rostlin a vyuzivaji se proto pii vyrob¢ potravin jako
dochucovadla a barviva. Pro lidi nemaji fytochemikalie zadny nutri¢ni vyznam, mnoho
z nich ma vsak potencial pfispét v boji proti zanétlivym onemocnénim, diabetu melitu, pfi

1é¢bé& a prevenci rakoviny nebo se stat pomocniky pii 16¢b& imunitnich onemocnéni. @ @

Potlacovani nddort fytochemikéliemi souvisi se schopnosti téchto latek piisobit
na konkrétni signdlni cesty genové exprese v jednotlivych fazich iniciace, progrese, metasta-
zovani, a nakonec i bunééné smrti v¢etné autofagie. Dochazi tak ke snizeni proliferace bu-
nék, zpomalovani vzniku metastaz, inhibici angiogeneze a k apoptdze. Mezi dalsi mecha-
nismy, které fytochemikalie ovliviiuji, je metylace promotorové DNA, modifikace histont
nebo post-transkripéni modifikace MIRNA. Nékteré fytochemikalie jsou studovany také
jako selektivni ristové faktory pro prospésné bakterie gastrointestinalniho traktu nebo jako
vychytavace reaktivnich a toxickych slou¢enin. Mnohé ditkkazy nasvéd¢uji tomu, ze se fyto-
chemikalie daji pouzit protektivné pro mnoho dal$ich onemocnéni, jako je napt. Sedy zakal,

atopicky ekzém, hyperaktivita a porucha pozornosti. () @

Je ale zapotiebi dodat, ze ackoliv se vétSina epidemiologickych studii shodne na po-
zitivnim vlivu ptijmu fytochemikalii a vys$siho titru téchto latek v plazmé, coz ma za nasle-
dek nizsi riziko vzniku zna¢né ¢asti druhti rakoviny, Vv klinickych studiich zatim nebylo
mozné tyto vysledky potvrdit kvili nedostatku dukazd. Dtukazy o antikarcinogennich a an-
timutagennich vlastnostech fytochemikalii tak v souc¢asné dobé piinaseji hlavné studie labo-

ratorni a populaéni, s vyuzitim bunéénych linii a zvitecich model. @

Fytochemikalie mizeme rozdélit do péti hlavnich podskupin. Jsou jimi fenoly, alka-
loidy, karotenoidy, organické slouceniny siry a slouceniny obsahujici dusik. Mezi fenoly

fadime mimo jiné fenolové kyseliny a flavonoidy. @
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2 FENOLOVE KYSELINY

Tyto latky fadime mezi polyfenoly a podle struktury rozlisujeme dvé hlavni skupiny.
Jsou to kyseliny hydroxybenzoové a kyseliny hydroxyskotficové. V potravinach, zejména
pak v kaveé, ¢aji, bobulich, ving, v jadrech ofecht a peckovicich, se hojné vyskytuji obé sku-

piny fenolovych kyselin. ®

Tabulka 1 Nejcastéjsi fenolové kyseliny

Kyseliny hydroxybenzoové kyseliny hydroxyskoricové
kyselina gallova kyselina kavova
kyselina ellagova kyselina ferulova

kyselina 4-hydroxybenzoova kyselina p-kumarova
kyselina vanilova kyselina sinapova

2.1 Mechanismy protirakovinového ptisobeni fenolovych kyselin

Z vysledki nékolika studii lze pusobeni fenolovych kyselin rozd¢lit do dvou casti.
Na jedné strané fenolové kyseliny diky antioxida¢nim vlastnostem ochraiuji zdravé bunky
pfed oxida¢nim poskozenim a také podporuji detoxikaci. Na stran€ druhé u rakovinovych
bunék indukuji apoptézu, inhibuji tvorbu nitroslougenin a inhibuji proliferaci. @ Russo
a spol. ve své studii dosli k vysledku, Ze vysoky pfijem kyseliny kavové a kyseliny ferulové
obsazenych v ovoci, zelening, kave, ¢aji a kakau mize byt spojen s niz$im rizikem vyskytu
rakoviny prostaty.  Zavéry prospektivni kohortové studie vedené Romanosem a spol. usku-
te¢néné v prubchu 11,8 let, do které bylo zapojeno 10 812 Zen stfedniho véku vysokoskol-
ského vzdélani ukazaly, Ze vysoky ptijem hydroxyskoficovych kyselin obsazenych v kavé,

ovoci a zeleninég je spojen s niz§im vyskytem rakoviny prsu U Zen po menopauze. ¥

2.2 Kyselina gallova

OH
2.2.1 Struktura a chemické vlastnosti HO
GA je bila az svétle nazloutld pevnd latka
se sumarnim vzorcem C7HgOs a molekuldrni hmotnosti OH
(Mr) = 170,12 g/mol. Systematicky se jedna o kyselinu HO
3,4,5-trihydroxybenzoovou a je to derivat kyseliny benzo- O

ove. Tvori bilé hydroskopické krystalky jehlicovit¢ho tvaru, — 5p... ot 1 Syrukturni veorec

které drazdi o¢i a kazi. Tyto krystalky se rozpoust&ji Akyseliny gallové O
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pfi teplot¢ kolem 260 °C, sublimuji pii teploté¢ 210 °C a bodu varu dosahuji pfi teploté
510 °C atlaku 760 mm Hg. Je rozpustna ve vodé¢, alkoholu, acetonu, glycerolu a etheru.

Maximalni absorbanci ma pii A = 272,5 nm. & © @)

2.2.2 Vyskyt
Coby rostlinny produkt se GA vyskytuje volné nebo vazana na tanin ve stro-

mech divi-divi, dale pak v dubové kufe, dubovych ofesich, v kofenech granatového jablka,
Skump¢ a ¢aji. Odtud se pak ziskava a zpracovava pro vyuziti ve farmaceutickém nebo
papirnickém prumyslu, kK vyrobé pyrogalolu, 1é¢iv a riznych analytickych ¢inidel. Vysoké
koncentrace GA byly také naméfeny v hiebi¢ku, kastanech, vlasskych ofeSich, Salvéji,

morusich, ostruzinach a v éerveném ving. ® ©) @

2.2.3 Metabolismus, farmakokinetika
GA se do krevniho obéhu snadno vstfebava v gastrointestinalnim traktu. V jatrech,

ledvinach, dale pak v krvinkach, koznich bunikéch, riznych zldzach a nervovych vldknech
je pomoci COMT methylovana na 3,5-dihydroxy-4-metoxybenzoovou kyselinu. Ve stievé
se pusobenim stfevni mikroflory dekarboxyluje GA na pyrogalol. Metabolity GA se pak
z velké &asti vyluéuji moéi. ©
2.2.4 Fyziologické a farmakologické ucinky

JiZ nyni se jedna o latku pouZivanou pfi terapii mnoha onemocnéni, napf. osteosar-
komu, leukémie, metastaz novotvaru, piitomnosti fuzniho genu BCR/ABL a mnoho dalsich
a je slibny i u terapie melanomu, kde vsak stale probiha vyzkum. Ve veterinarnim lékatstvi
je pak GA pouzivana jako antidiuretikum a intestinalni hemostatikum. Dale bylo dokazano,

7e 0,5 % O GA inhibuje rist hub z roda Cladosporium, Trichoclaudium a Fusarium. ©) ®)

2.25 Toxicita
LD50 pti pokusech na zvifatech se v riznych studiich pohybuje v rozmezi 500 mg

az 5 g/kg vahy. Pti podavani GA lidem v mnozstvi 2 az 10 g se neobjevily zadné tézkeé
nezadouci Gcinky. Podle n¢kterych zdroju je toxicita GA mensi nez toxicita kyseliny salicy-

lové a celkova systémova toxicita je velmi nizka. ® ©)
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3 FLAVONOIDY

Flavonoidy ptedstavuji Sirokou
skupinu sekundarnich rostlinnych meta-
bolitt, které nalézame ve vakuolach rost-
linnych bun¢k. Zde jsou ve formé C-gly-
kosidii nebo O-glykosidi a jsou odvo-
zeny od aromatické aminokyseliny feny-

lalaninu, kdy jsou syntetizovany v ramci

jedné z cest fenylpropanoidové drahy.

Fenylalanin amonnd ly4za (PAL)

deaminuje fenylalanin za vzniku amoni- Obrdzek 2 Déleni flavonoidit
) o a vyskyt v rostlinach ©
aku a kyseliny skoficové.

4-hydroxilaza kyseliny skoticové (C4H) ptisobenim na kyselinu skoficovou kataly-

zuje vznik kyseliny 4-kumarové a v ptitomnosti 4CL (kyselina 4-kumarova: CoA ligaza)

vznika 4-kumaroyl-CoA. Ten dale reguluje syntézu flavonoidiL. (viz Obr. 3) @ ©
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Obrazek 3 Cesta biosyntézy flavonoidii ©

3.1 Mechanismus antioxidac¢ni aktivity flavonoidi

Flavonoidy se ve zna¢ném mnoZstvi nalézaji v citrusech, bobulich, ofesich, rajca-
tech, zeli, fazolich, €ajich (v¢etné bylinnych) a v ¢erveném ving. V poslednich dekadéch jsou
flavonoidy pfedmétem vyzkumu pro jejich protizanétlivé a antioxidacni vlastnosti. Mezi me-

chanismy antioxidacni aktivity patfi:

1. Piimé vychytavani ROS — antioxidacni aktivita zavisi na uspofadani hydroxylo-
vych skupin v molekule. Antioxida¢ni aktivita na kruhu B (viz Obr. 2) je zpisobena
jeho o-dihydroxy strukturou. Ta umoziuje flavonoidnim uc¢ast na delokalizaci
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elektront a nasledné dislokaci elektronti na kruhu B s moznosti vychytavat kyslikové

radikaly.

2. Aktivace antioxida¢nich enzymi — flavonoidy aktivuji jedny z hlavnich obrannych
enzymt, které maji na starost boj proti toxickym latkam, ale i proti oxidativnimu
stresu. Jsou to napt. UDP-glukuronosyltransferazy nebo NAD(P)H-chinon oxidore-
duktazy. Kromé toho mohou flavonoidy potlacovat i aktivitu enzymu syntazy oxidu
dusnatého nebo xantinoxidazy, coz jsou enzymy zodpovédné za vznik volnych radi-

kala.

3. Inhibice oxidaz — Mezi latky, které jsou schopné katalyzovat vznik superoxidového
aniontu patfi xantinoxidaza a proteinkinaza C. Flavonoidy jsou schopné aktivitu

téchto enzymi potladovat a tim snizuji oxidaéni poskozeni bunék. @ © (viz Obr.3)

Oxidative stress

Quercetin
Luteolin
Naringenin
S
3 §"$ (a)ros OH+NO
& & N ; g
Ny < ® NO
S ~
'y, S0D 0
(0%
(2 = J T O Gilase
7. i \H 0
Xanthine 02 Wil e 2
cxidase 0 g o 02 Anti-Oxidant > ~ ROS  Mitochondria
02 ATP decreasg,
Ros increase
Xanthine & Neurotoxueity—>  Cell death
Tnhibition of
NADPH oxi-
(a) dases -} §
%tabxhz:mon of Antioxidantre- | (€) NADPH 20%+H'+NADP

T

sponse element
02

Nucleus
2
Queroetin, bt & 02 2
Hesperetin, % o
Naringenin, 2 02
(h) Luteolin, 'o;
Catechins, (o) g
R Lipid hydroperox-
Daidzein '5/" ide(LOOH)
/2 Lipid peroxyl radi-
& \% cal(LOO) ) A
(d)
a-Tocopheroxyl Monodehy- Glutathione di°
radical droascorbate sulfide
Daizein Glutathi
EGXG. MDH re- e
aringin o ductase ductase
SOD, CAT, i
GSH. GPX (b) a-Tocopherol Aascorbatc Glutathione

Obrazek 4 In-vitro mechanismy antioxidacni aktivity flavonoidii ©
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3.2 Epigalokatechin galat

3.2.1 Struktura a chemické vlastnosti
Epigalokatechin galat (EGCG) je pevna bila

latka ze skupiny flavanolt (znamych také jako ka-

techiny), jejiz sumarni vzorec je C22H18011 a jeji

(Mr) = 458,4 g/mol. Vznika kondenzaci kyseliny
gallové s (3R)-hydroxyskupinou epigalokatechinu.  Ho

EGCG je vyuzivan coby induktor apoptdzy, pouziva OH

Obrazek 5 Strukturni
se pro svoje antioxida¢ni ucinky, ale také jako anti- vzorec EGCG (9

neoplastické ¢inidlo.

Systematicky nazev této latky je: [(2R,3R)-5,7-dihydroxy-2-(3,4,5-trihydroxyfenyl)
-3,4-dihydro-2H-chromen-3-yl] 3,4,5-trihydroxybenzoat.

Bod tani EGCG je pii teploté¢ 140 az 142 °C, vypatuje se pii 909 az 910 °C a tlaku
760 mm Hg. Je rozpustna ve vodé, ethanolu, v DMSO a DMF. Maximalni absorbanci ma
pti A=274 nm. V zavislosti na druhu rozpoustédla je EGCG vysoce fluorescen¢ni latka, kdy
pfi excitaci svétlem o A = 275 nm je jeji maximalni emisni zafeni mezi 350 a 400 nm. Tyto
emise jsou pak zhruba 85x intenzivnéjsi pii pouziti DMSO coby rozpoustédla oproti vod-

nému roztoku s pH=7,0. 10 1) (12) (42)

3.2.2 Vyskyt
EGCG je hlavni katechin nalézajici se v ¢aji. Vyluh z néj je celosvétoveé druhym nej-

konzumovanéjsich napojem, a podle zptisobu ptipravy obsahuje jeden salek 0,1 az 0,2 gramu
EGCG. Rizné ¢aje a dopliiky stravy jsou ale co do koncentrace EGCG velice variabilni,
a proto je zapotiebi provadét vyzkum ze standardizovanych nebo vysoce purifikovanych pii-
pravku. Studie bohuzel ukazuji, ze vstiebatelnost EGCG a dalSich flavonoidt je velice nizka
a vétSina latky, ktera se dostane do krve je v ramci nékolika hodin odstranéna zluéi do tlus-
tého stieva. V krvi pak nalézame EGCG v mnozstvi do 0,1 % prijaté davky. Mezi dalsi plo-

diny, kde nalézame EGCG, fadime kiwi, avokado, hefmanek, pekanové a liskové ofisky. 1%

(13)

3.2.3 Metabolismus, farmakokinetika
V ramci nékolika studii biologické dostupnosti EGCG bylo zjisténo, ze absorpce této

latky je pouze v fadu nékolika %. Maximalni koncentrace v plazmé bylo dosahovano

2 hodiny po podani. Poloc¢as rozpadu, ktery je u této latky zhruba 3 hodiny, se siln¢ odviji

22



od pfitomnosti dalSich katechinti ptijatych spolu s EGCG. EGCG je do krevniho ob&hu vstie-
bavana v jejunu a ileu, mala ¢ast je pak reabsorbovana pomoci enterohepatalni recirkulace.
Po prechodu pfes enterocyty se zhruba 75 % EGCG nachazi v plazmé ve volné formé.
Zda se, ze EGCG dobfe prostupuje do tkani a piekonava i hematoencefalickou bariéru. Jeden
z metabolitt EGCG vznika metylaci enzymem katechol-O-methyltransferaza a vznika
dimetoxyl-EGCG. Spolu s dal§imi metabolity, které vznikaji mimo jiné i jako produkty me-
tabolismu stfevnich bakterii, jsou vylucovany zluCovymi i mocCovymi cestami. I pies
pomérné dobrou pfedstavu o farmakokinetice EGCG, kterou mame, jsou nam biologické

ginky jednotlivych metabolitli stéle z velké Easti neznamé. 1) (9

3.2.4 Fyziologické a farmakologické ucinky
EGCG je pfedmétem vyzkumu pro svoje antikarcinogenni, antimutagenni, antioxi-

dacni a neuroprotektivni vlastnosti. Bylo zjisténo, ze 3'-O-methyl-epikatechin je schopny

zabranit u fibroblasti oxidativnimu poskozeni, které zptisobuje UVA. 19 (14)

Metylace DNA prispiva ke vzniku mutaci a tyto epigenetické zmény zvySuji riziko
vzniku rakoviny. Mirza a kol. ve svém vyzkumu zjistovali pomoci RT-PCR vliv EGCG
a dalsich ptirodnich latek na specifické DNA methyltransferazy (DNMT), které jsou nej-
spiSe zapojené do karcinogeneze prsu. Dosli k zavéru, ze 1écba pomoci EGCG a dal$ich latek
snizila mnozstvi DNMT, coZ poukazuje na potencial téchto latek v chemoprevenci rakoviny

prsu. 39 Ke stejnému zavéru dosli ve své studii také Lewis a kol. 19

Podle resersni studie, kterou realizovala Lecumberri a kol., by mohly byt EGCG
a dalsi podobné latky pouZity v jiz zab&hnutych chemoterapeutickych postupech, ve kterych
by mohly plsobit aditivnimi nebo synergickymi ucinky na 1é€bu. Pro toto tvrzeni je ale

zapotiebi dalsich klinickych studii. 7

Sidiggui a kol. ve svém vyzkumu zapouzdtili EGCG do nanocastic (PLA)-(PEG)
a pozorovali, ze oproti nezapouzdienému EGCG si zapouzdieny uchovava vice jak deseti-
nasobnou biologickou uc¢innost. Toto zjisténi by mohlo v budoucnu pomoci vyfesit problém

s kratkym polocasem rozpadu. ‘¥

Zda se, ze ptinos EGCG pro lidsky organismus je spojeny s konzumaci ¢aje, ptipadné
potravinovych doplikd, a predevsim s dlouhodobym vystavovanim se této latce, coz in-vitro
studie nedokazou dostate¢né napodobit. Tyto latky ale maji vysoky potencial pti 1é¢bé on-

kologickych, ba i dalsich onemocnénich. Je vSak zapotiebi dalsiho vyzkumu, protoze nékteré
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studie poukazuji na skute¢nost, ze ackoli latky obsazené v zeleném ¢aji, jako je EGCG, umi
predchézet vzniku rakoviny prsu, tytéz latky se jevi jako neucinné pfi prevenci rakoviny
prostaty a dalsi latky, které se nachazeji v ¢erném caji riziko vzniku rakoviny prostaty do-
konce nejspise zvySuji. Piti zeleného Caje a kavy, na rozdil oproti piti ¢erného Caje, také

nejspis snizuje riziko vzniku rakoviny jicnu. 4 9

3.2.5 Toxicita
Pii pokusu na mysich byla LD50 EGCG stanovena na 2170 mg/kg. 9
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4 BUNECNE KULTURY

Vyzkum bunéénych kultur zacal az na zacatku minulého stoleti, kdy v roce 1912
francouzsky 1ékai Alexis Carrel dokazal kultivovat buiiky srde¢niho svalu kufeciho embrya
in-vitro, a to po dobu 34 let bez pouziti antibiotik. Dalsim velkym pokrokem byl objev dok-
tora George Otto Geye, kterému se v roce 1951 podafilo vykultivovat buriky s vysokou mi-
totickou aktivitou odebrané z karcinomu délozniho ¢ipku Henrietty Lacksové, po které tuto
stabilizovanou bunéénou linii pojmenoval HeLa. Harry Eagle ptispél k vyzkumu bunécnych
kultur vytvofenim médii, ve kterych dokazaly bunky kultur rist. Jednalo se o smés mineral-

nich latek, cukri a aminokyselin doplnénych o zvifeci séra s ristovymi faktory. ¢ 2

Bunééné kultury, nejéastéji z ¢istych bunéénych linii, jsou neziidka nespravné zamé-
novany za tkanové kultury, které vznikaji rastem bunc¢k z malého kousku cerstvé tkané
do okoli. Buné¢né kultury rozdélujeme na dva zakladni typy. Prvni skupinou jsou kultury
adherentni, které mohou riist az po ptichyceni na dno kultiva¢ni nadoby, kde jejich postup-
nym rustem v jedné vrstvé vznika tzv. monolayer. Timto zptisobem ale mizeme pfipravovat
a v prostredi in-vitro 1épe napodobuji podminky in-vivo. Druhou skupinu tvoii buiky ozna-
¢ované jako lymfoblastoidni. Ty vytvareji suspenzni kultury. U téchto kultur je dtlezité za-
branit adhezi bun¢k k pevnému povrchu, protoze rostou rozptylené v roztoku, kde mohou
tvofit shluky. At uz se jedna o kultury bunéc¢né nebo tkanové, je dilezité rozliSovat, jestli
jsou prave odebrané z organismu, bez adaptace na nové in-vitro prostiedi, nebo jsou jiz plné

ptizptisobené. Podle toho kultury délime na primarni a sekundarni. ¢V

4.1 Primarni kultury

Pro zalozeni primokultury pouzivame bud’ suspenzi bungk (tu tvofime dezintegraci
tkan¢) anebo méné Casto maly kousek tkané samotné. Témto kulturam je zapotiebi zajistit
velice podobné podminky ristu, kterym byly vystaveny v organismu. Pti vybéru podminek
kultivace se zaméfujeme predevsim na vybér kultiva¢niho média nebo zpusob kultivace (ad-
herentni / suspenzni typ rastu). Diky lep§imu proliferacnimu potencialu se Iépe kultivuji

butiky mladych jedinct, popf. buiiky s nadorovou nebo virovou transformaci. ¢%

4.2 Sekundarni kultury

Primokultivaci zpravidla ziskavame heterogenni bunécnou populaci, jelikoz ode-
brany bunéény material obsahuje vice typt bun¢k. Sekundarni kultivace ma stejné jako v mi-
krobiologii za ukol vhodnym postupem (v tomto piipadé pasdzovanim) vyizolovat Cistou
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bunéénou kulturu, kterou miizeme povazovat za sekundarni. Vznika tak bunééna linie, kte-

rou tvoii totozné buiiky. @Y

4.3 Bunécné linie

Buné¢né linie, které vznikaji z bunéénych kultur, jsou drtivou vétSinou nestabilizo-
vané. To znamend, ze buiiky danych linii s kazdym dal$im délenim starnou, pocet buné¢k
s abnormalni morfologii postupné nardsta a bunééné linie jako takové postupné dojdou
do stadia, kdy uz nejsou schopné se dale dé€lit a zaniknou. Tento proces oznacujeme jako
senescence neboli replikativni starnuti. Je zptisobeno zkracovanim koncu telomer na chro-
mozomech béhem kazdého mitotického déleni. Pofet moznych déleni je charakterizovan
tzv. Hayflickym limitem a ddva nam informace o prolifera¢nich moznostech jednotlivych
typl bun¢k. U sav€ich bunék je tento limit 45 az 60 mitotickych déleni, konkrétné u bun¢k
lidskych se pak primérna hodnota pohubuje okolo ¢isla 52. Pro zachovani bunéénych linii
bychom proto museli neustale zakladat nové primokultury. To by s sebou neslo fadu pro-
blému, jako je nejednotny fenotyp bunécnych linii stejnych bunék, ale jinych primokultur,
ruzné vlastnosti bun¢k jako rychlost déleni, exprese povrchovych proteinil nebo tvorba riz-

nych intracelularnich enzymu ovliviiujicich metabolismus danych bungk. ?%)

Resenim tohoto problému je uméle navozena imortizalizace nestabilizovanych
bunécnych linii. Vznikéd imortalizovana, také kontinudlni nebo stabilizovana bunécna linie,
u které nedochazi k projeviim degenerativnich zmén. Tuto imortalizaci nemusime provadét
U bunécnych kultur, které pochazeji z nadorovych bungk, jelikoz disponuji neomezenou
mitotickou aktivitou jiz samy o sob&. Podobné délici vlastnosti projevuji kromé nadorovych

bungk také buiiky kmenové. @V

4.3.1 Vyhody a nevyhody nestabilizovanych a imortalizovanych bunéénych linii
Mezi hlavni nevyhody nestabilizovanych buné¢nych linii patii omezena doba, béhem

které se s témito liniemi dé pracovat a jejich citlivost na negativni vlivy pochazejicich z pro-
stfedi, ve kterém se s liniemi pracuje. Jejich velkou vyhodou je ale jejich geneticka a feno-
typova podobnost k ptivodnim buiikam, ze kterych pochazeji, ¢ehoz se vyuziva pii nutnosti
simulovat podminky in-vivo v laboratornim prostfedi. Navic jsou relativné odolné proti
vzniku spontdnnich mutaci. Za zminku stoji 1 kontaktni inhibice, coZ je jev, kdy bunky inhi-
buji svou prolifera¢ni aktivitu ve chvili, kdy se navzajem za¢nou dotykat a vytvofti celistvou

vrstvu, @D
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Nevyhodou imortalizované linie je fakt, ze béhem imortalizace zpravidla ztraci
schopnost kontaktni inhibice, a tak dochazi k jejich prerustani. Diky tomu ovSem dokazeme
vytvorit bunééné linie o vyssi bunééné koncentraci. Imortalizace ale u bun¢k zpisobuje
zmény na genove Urovni, coZ souvisi S vykazovanim odlisnych fenotypovych vlastnosti
V porovndni s buikami ptivodnimi. Kvili tomu jsou také nachylngjsi k dalSim mutacim,

a proto je zapottebi je po imortalizaci pted dal§i praci nejdiive stabilizovat. ?1)
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5 LYMFOIDNI BUNECNE LINIE

V ramci krvetvorby se ze spole¢né lymfoidni progenitorové buiiky diferencuji a vy-
zravaji B a T lymfocyty a NK-buiiky. Zatimco NK-burky jsou dilezitou soucasti vrozené
imunity, B a T lymfocyty tvoii kliCovou sou¢ast imunity humoralni. Tyto bunky se podile;ji
na imunologické regulaci nadorti a jejich imunoeditaci. T lymfocyty se vyvijeji v brzliku
a diferencuji na dvé subpopulace. Prvni jsou T lymfocyty s povrchovym znakem CD4,
ze kterych se pozdé&ji stavaji pomocné T buiky (Th) a druhou jsou T lymfocyty s povrcho-
vym znakem CDS8. Ty v pozd¢jSich fazich svého zivota ptechazeji v cytotoxické T bunky
(Tc). NK-bunky na svém povrchu exprimuji receptory piirozené cytotoxicity (NCR). Diky
nim jsou schopné rozpoznavat Sirokou skalu aktivacnich ligandii, at’ uz virovych, bakterial-
nich nebo bunécnych a které po své aktivaci spousti cytotoxickou reakci. Vyvoj B lymfocytt
probiha v kostni dieni, dokoncuje se ale az po setkani s antigenem v uzlinach, sleziné nebo
v Peyrovych platech (ty patfi mezi sekundarni lymfatické orgény). Na svém povrchu vysta-
vuji receptor pro antigen, kterym je komplex imunoglobulinové molekuly a dal$ich struktur.
Tento receptor se nazyva BCR. Po setkani s antigenem zptisobi déleni B lymfocytt a zapfi-
¢ini vznik finalniho stadia, plazmocytl, které nasledné produkuji protilatky proti antigenlim,
které vyvolaly reakci. Pro tvorbu vysoce specializovanych protilatek z fad IgG, IgA a IgE
je zapotiebi podpora (potvrzeni) subtypu T lymfocyti Th2. Mala ¢ast T i B lymfocyti se po

setkani s antigenem diferencuji v tzv. pamétové buiky. ?3) ¢4 (25 (26)

5.1 Lymfoblasticka leukémie

Leukémie a lymfoblastické lymfomy patii mezi neoplazie vznikajici z lymfocytar-
nich prekurzort. ,, Vzhledem k podobnostem mezi akutni lymfoblastickou leukémii (ALL)
a lymfoblastickym lymfomem (LL), které se tykaji zejména obdobného bunécného piivodu,
imunofenotypu a morfologie malignich bunék, se ¢asto hovori o dvoji prezentaci jedné dia-
gnozy. **(27,s.225) ALL i LL se déli na B a T bunééné podle toho, jaké prekurzorové bunky
staly u vzniku konkrétniho onemocnéni. B bunééné ALL/LL jsou cCastéji spojovany s dia-
gnostikou leukémii, coz je maligni proliferace hematopoetické, popt. progenitorové buiiky,
pochazejici z kostni dien€, jejiz maligné transformovany klon prostupuje do periferni krve
a infiltraci postihuje lymfatické uzliny nebo nervovou soustavu. Tyto klony mohou mit pa-
vod jak v bunécné linii lymfatické, myeloidni, monocytové tak i megakaryocytarni. Naproti
tomu, T bunééné ALL/LL tvoii ¢ast&ji mimodienové malignity. Vznikaji pfimo v perifernich
lymfatickych organech, odkud se pomoci cévniho fecisté rozsituji (diseminuji) do dalSich

organtl jako jsou jatra, slezina, mozek, kostni defi, nebo plice, a tim je infiltruji. " (28)
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I ptesto, ze ALL/LL nejsou dédi€na onemocnéni a vétSina piipadl vznika de-novo
v ramci nekolika stupiiového procesu, na jehoz zacatku je maligni transformace bunky, ktera
ziska jistou prolifera¢ni vyhodu a da vzniknout pre-leukemickému klonu, jejich incidence
narusta v rodinach s nékterymi onemocnénimi. Jsou jimi napf. neurofibromatéza, Shwa-
chman-Diamonduv syndrom, Bloomiiv syndrom nebo Franconiho anémie. Podle epidemio-
logickych dat je jedinym dosud popsanym vnéjsim faktorem, ktery ma vliv na vznik ALL/LL
ionizujici zafeni. To bylo pozorovano po konci druhé svétové valky na prezivsich, které

tvofily zejména déti, postizenych vybuchy atomovych bomb v Japonsku. @7 28)

Incidenci ALL/LL miZeme rozdélit do dvou oddé€lenych pikt. Prvni nalézame u déti
do 18. roku zivota, druhy pak u osob star$ich 40 let. Krom¢ kojeneckych leukémii, které
se vyskytuji ¢ast&jsi u divek, postihuji ALL/LL &ast&ji chlapce/muze. ?7 28

5.1.1 Priklady malignich transformaci p¥i vzniku ALL/LL
Protoonkogeny jsou geny, jejichz mutace mtzou vést ke vzniku nddorového bujeni.

Dévaji vzniknout proteintim, které maji abnormalni funkce nebo je zvysena jejich aktivita.

Mezi zmény na chromozomech, které vedou ke vzniku nadorového bujeni, patii:
o 1(12;21)(p13;922) s fiuznim genem TEL/AML1 (ETV6/RUNX1)

Jedna z nejstudovanéjsich hematologickych aberaci vznika fuzi genu TEL a AMLL.
Gen TEL produkuje transkripéni faktor z rodiny Ets a je nutny pro spravné pievedeni krve-
tvorby ze Zloutkového vaku do kostni diené. AML1 je soucasti transkripcniho faktoru CBF
(core blinding factor) zodpovédného jednak za spravné navazani DNA, ale také reguluje
geny zodpovédné za definitivni krvetvorbu v radmeci vSech linii. Bohuzel, biologicky mecha-

nismus lymfoidni transformace TEL/AMLI1 zatim neni plné pochopen. 7
e 1(9;22)(g34;q11) s fiiznim genem BCR/ABL1

Tato mutace, znama také jako Filadelfsky chromozom, se vyskytuje u naprosté vét-
Siny pacientil s ALL/LL. Vznika translokaci onkogenii BCR na chromozomu 22 a ABL
na chromozomu 9, které po spojeni aktivuji fuzni gen, diky kterému se tvofi nova tyrosinki-

naza. Ta umoziuje buiice dalsi nekontrolovatelné déleni. ¢7) (8)
e 1(1;19)(g23;p13) s fiznim genem E2A/PBX1

Jak fazni gen E2A/PBX1 prispiva k rozvoji ALL/LL v soucasné dob¢ neni jasné.

Je schopny navodit transformaci fibroblasta in-vitro a vyvolat vznik T lymfomt, nicméné
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u B prekurzort transformaéni aktivitu nejevi a zda se, Ze naopak dokaze vyvolavat apoptozu.
Pro maligni transformaci je tedy krom samotné ptitomnosti E2A/PBX1 nejspi§ zapotiebi

jesté dalsi, dosud neznamy faktor. ?7)
e Piestavba genu MLL (11923)

Prestavba genu MLL probiha s vice nez 100 chromosomalnimi lokusy, coz ma
za nasledek Sirokou skalu projevi. U leukémii, kde bylo prokazano poskozeni genu MLL,
dochazi ke zménam v expresi tzv. homeoboxovych genti. Ty jsou zodpovédné za diferenci-
aci bun¢k. Zaroven dochazi k poskozeni mechanismu, které jsou zodpovédné za reparaci
poskozené DNA, coz vede k dalsimu zvyseni incidence chromozomovych abnormalit v pro-

liferujicich buiikach. ¢"
e Mutace genu NOTCH1

Gen NOTCHI1 déava vzniknout transmembranovému receptoru, ktery sméfuje vyvoj
lymfoidniho progenitoru do T bunééné linie. Jeho inaktivace, potazmo abnormalni exprese,
vede k tvoteni bud’ to pouze B nebo T bunééné linie a nalézame ji u vice nez poloviny paci-

entd. 9

Dal$im vyraznym cinitelem vzniku ALL/LL je Castd pfitomnost zvySeného poctu
chromozomu v blastech. Nizka hyperdiploidita je charakterizovana vice jak 47 chromo-
zomy, vysoka hyperdiploidita pak pfitomnosti vice jak 50 chromozomi. Objevuje se i hy-
podiploidie, ktera se vyskytuje zhruba u 5 % ptipadit ALL/LL a je spojena s vyrazné horsi

prognézou. @7 28)

5.2 Bunéé¢na linie C1R

Buné¢na linie C1R byla odvozena z B lymfoblastoidni buné¢né linie HMy.2 pocha-
zejici z lidskych B bunék tfikolovou mutagenezi virem Epsteina-Barrové a imunoselekci
s anti-HLA mAb. U této linie je potlacena exprese HLA-A2, HLA-A3, HLA-B35, HLA-
Bw62 a HLA-Cw3. ?% (0

Potlacena exprese vyse zminénych HLA muze ptispét k rozvoji Hodgkinova lym-
fomu, vlasatobunééé leukémie nebo chronické myeloidni leukémie. G1) 32) 33

521 CDAg
CD (z anglického spojeni cluster of differentiation) jsou molekuly, které nalézame

na buikach imunitniho systému, véetné lymfocytd. Nomenklatura CD byla vytvofena,
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a je prabézné aktualizovana, na Human Leukocyte Differentiation Antigens Workshops.
Byla schvalena Mezinarodni unii imunologickych spole¢nosti a WHO a diky tomu poskytuje
jednotny systém klasifikace a ozna¢ovani mAb a molekul bunééného povrchu, které rozpo-
znavaji. V uplynulych 30 letech bylo charakterizovano a oznaceno jiz vice nez 400 téchto
CD molekul, které se staly nedilnou soucasti mnoha védnich oborti coby bunééné markery
umoznujici identifikaci a izolaci populaci a podskupin, v¢etné vyvojovych stadii leukocytd,
coZ je vyuzivano pii prukazu znakll prutokovou cytometrii nebo imunohistochemii.
mAD jsou dilezitou soucasti biomedicinského vyzkumu, biotechnologie a diagnostiky, které

mohou byt pouzity pii 1é¢bé malignit a autoimunnich onemocnéni. ¢® 34

522 CD19
Bunéena linie CIR na svém povrchu prezentuje celou fadu antigentl, véetné CD19.

Spolu s CD81, CD21, CD82 a CD225 tvoti komplex koreceptoru BCR. Ten pak reguluje
tok vapniku, aktivaci MAP kinazy nebo Src PTK. Pfes tyto mechanismy je CD19 kli¢ovy
progenitor B lymfocytd, ktery hraje diileZitou roli pfi jejich vyvoji a spravné funkei, véetné
rozvoje adekvatni imunitni odpovédi, a podili Se na stanoveni praht vnitini signalizace. Jeho
exprese zacina pii diferenciaci z pluripotentni kmenové buniky jiz v ¢asnych prekurzorech B

bunék a konéi az béhem terminalni diferenciace

NH,
na plazmatickou bunku. Ve zralych B bunikach bose
Cc2
je jeho exprese zhruba 3x vyssi nez u nezralych.
Exprese tohoto znaku je udrzovana také ve foliku- =
Extracellular
larnich dendritickych buitkach a v B buikach,
™
které prosly neoplastickou transformaci, a proto
je o n&j opiena diagnostika a 1écba B bunéénych Cytoplasmic
- Y391
leukémii a lymfomi pomoci monoklondlnich pro- \_7 e
tilatek (mADb). Deficit CD19 vede k hyporeakti-
- Ya82
vité na transmembranové signaly a slabé imunitni | * % P .
odpovédi, kterd je zavisld na T buiikach. To vede - W
N/
k celkové hor$i humoralni imunitni odpovédi. e
COOH

CD 19 patii do imunoglobulinové “superrodiny*,
kam fadime molekuly imunitniho systému s po- Obrdzek 6 Struktura CD19 €

dobnou strukturou. Jsou to:

imunoglobuliny a receptory T bunék (TCR)
molekuly hlavniho histokompatibilniho systému I. a II. tfidy (MHC)
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molekuly zapojené do mezibunééné interakce (CD4, CD8 a CD22, v¢etné CD19)
adhezni molekula CD56

polymerni imunoglobulinové receptory IgR.

Co do struktury je CD19 transmembranovy glykoprotein 1. typu, ktery ma v extra-
celularni oblasti dvé C2 domény, mezi kterymi se nachazi tieti nejspiSe disulfidem véazana
doména. Mezi extraceluldrni a intracelularni oblasti je transmembranova oblast CDI19.
Na ni navazuje intracelularni oblast s velkym cytoplazmatickym koncem zahrnujicim 242
AMK s deviti tyrosinovymi zbytky. Biologické funkce jsou podle studii zavislé na schop-

nosti fosforylace tyrosinovych zbytkii na pozicich Y391, Y482 a Y513, (26) (27) (35) (36) (37) (38)
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6 PRUTOKOVA CYTOMETRIE

Pratokova cytometrie je v dnesni dobé jiz bézna laboratorni metoda, ktera nasla své
uplatnéni v imunologii, onkologii, hematologii a ve vyzkumu. Pro méteni vzdy vyuzivame
jistou suspenzi bunék, u kterych zjistujeme bud’ povrchové nebo intracelularni molekuly.
Pokud se jedna o molekuly intracelularni, musime bunky nejdiive fixovat. K tomu vyuzi-
vame napt. 1% roztok paraformaldehydu. Takto pfipravené buiiky nasledné permeabilizu-
jeme a diky tomu protilatky proniknou i do stfedu buiky. Pro prutokovou cytometrii se vét-
Sinou vyuzivaji monoklondlni protilatky (mAb), které jsou znacené fluorochromem. Tyto
protilatky nechame navazat na piislusné extracelularni (popf. intracelularni) antigeny a poté

pfistupujeme k samotnému meéteni.

Bunécnou suspenzi nechavame nasavat do prutokového cytometru, kde jsou vysokou
rychlosti a za vyuziti hydrodynamické fokusace jednotlivé bunky fazeny za sebou, aby pii
nasledném pruletu komorou byla kazda bunka ozafena laserem samostatné. Tento prilet

laserem zapficini vznik nékolika signald, které jsou zaznamenény a pocitacove zpracovany.

Prvni signal vznika jako dusledek Tyndallovu jevu, kdy kazda granulovana castice
zpusobuje jakysi odraz laserového paprsku do okoli (bo¢ni rozptyl, side scatter). Detektory
umisténé v thlu 90° tento odrazeny signal zachyti a po zesileni fotonasobic¢em je jeho veli-
kost imérna mite granularity ¢astic. Druhy signal méfi piimy rozptyl (forward scatter) bunék
prochazejicich laserem. Detektor je umistén v thlu 0° a vznikly signal je tmérny velikosti
bunék. Tteti signal vznika diky fluorochromiim navazanych na buné¢né struktury. Laser tyto
fluorochromy excituje a vzniklé emisni zafeni je detekovano v tthlu 90°. Pritokové cytome-
try v dnesni dob€ umoziiuji zapojeni vétSinou 3 laseri soucasné a diky tomu je mozné meéfit
Vv jednu chvili hned nékolik emitnich signald najednou. Jsou jimi argonovy laser (A = 488

nm), helium-neonovy laser (A = 633 nm) a fialovy nebo UV laser ((A = 407 nebo 350 nm).

Vzniklé paprsky svétel riaznych vinovych délek jsou pomoci optické soustavy dia-
chroickych, pasmovych, long pass a short pass filtrii upraveny tak, aby proslo pouze mo-
nochromatické svétlo konkrétni vinoveé délky, které je po detekci pievedeno na elektricky
impulz. Takto ziskana data jsou nasledné softwarové zpracovana a zobrazena graficky
ve formé histogramii, které ndm davaji informace o % zastoupeni buné€k pozitivnich pro dany
parametr a scattergramu. Scattergramy jsou dvourozmérné bodové grafy, kdy kazdy bod

znazoriiuje jednu buiku. V zavislosti na nastaveni parametr(i na ose X a 0se y jsou bunky
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rozmistény podle vztahu dvou urcenych veli¢in, kterymi mize byt velikost, granularita nebo

(ne)piitomnost bun&ené struktury, kterou jsme znacili fluorochromem. ) 27 (39

6.1 Fluorochrom 7-AAD

Jednim z téchto fluorochromi je 7-aminoaktinomycin D se sumarnim vzorcem
Ce2Hg7N13016 @ Mr = 1270,43 g/mol, ktery vyuzivame pii méfeni bunééné viability. Kromé
hodnoceni zivotaschopnosti bun¢k se vyuziva také K rozliseni pozdnich apoptickych a ne-
krotickych bunék. Principem méfeni se 7-AAD je skuteCnost, Ze se¢ tato latka vaze
na dsDNA, ale u bunék s neporusenou plazmatickou membranou je vylu¢ovan do extrace-
lularniho prostoru, jinak fe¢eno, mrtvé bunky s narusenou plazmatickou membranou jsou

obarveny 7-AAD, kdeZto Zivé nikoli. “9 ¢

Systematicky se jedna o 2,7-dia-
mino-N,N'-bis[(6S,9R,10S,13R,18aS)- \H/\Q j/\ﬂ/
6,13-diisopropyl-2,5,9-trimethyl-
1,4,7,11,14-pentaoxohexadekahydro-1H- .
pyrrolo[2,1-i][1,4,7,10,13]oxatetraaza- é: :&

cyklohexadecin-10-yl]-4,6-dimethyl-3-

ox0-3H-phenoxazin-1,9-dikarboxamid.
(41)
Obrazek T Strukturni vzorec 7-AAD ¢V
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7 INCUCYTE

V roce 1992 zalozili Kirk Schroeder a Brad Neagle spole¢nost NovelTech Systems,
Inc. Ve spolupraci s Upjohn Company vyvinuli ¢tecku fluorescencnich zobrazovacich des-
ticek (FLIPR), ktera se rychle stala prilomovou technologii ptfi vyzkumu receptort spoje-
nych s G-proteinem a cild 1é¢iv na iontovych kanalech. Dal§im vyznamnym piinosem pro
objevovani a vyzkum lé¢iv bylo predstaveni lonWorks v roce 2002, jiz pod ndzvem spolec-
nosti Essen Instruments. Na prelomu let 2005 a 2006 Essen piedstavil zobrazovaci systém

IncuCyte® a v roce 2010 se spole¢nost piejmenovala na Essen BioScience. )

7.1 Analyza Zivych bunék v realném case

Od svého vydani v roce 2006 se sytém IncuCyte dockal nékolika inovaci, ale tech-
nologie zalozena na analyze zivych bunék v redlném Case ziistala stejna. Moznosti aplikace
tohoto systému jsou Siroké a umoznuji studium bun&tné proliferace, bunétné smrti,
apoptdzy, zabijeni imunitnich bunék, dale pak pozorovani migrace, chemotaxe, angioge-
neze, vyrustani neuritli nebo fagocytozy. Dalsi vyuziti naléza systém IncuCyte pii posuzo-
vani u¢inki riznych sloucenin na buiiky a pro nalezeni spravného okamziku nasazeni t€chto

latek napt. pro 1é¢ebné ucely, analyze riznych metabolitii nebo vylu¢ovanych proteint. ¢4

IncuCyte je navrZzen tak, aby se mohl nachazet ve stabilnim prostfedi bun&écnych
inkubatort, kde pomoci mikroskopti a pohyblivého optického systému zarucujicim nehyb-
nost destic¢ek a bunék béhem celého procesu méfeni, potfizuje vysoce kvalitni snimky bunék,
a to bud’ fazovym kontrastem, ve svétlém poli a/nebo pomoci fluorescence. Tyto snimky
poftizuje automaticky podle nastaveni opakované a nepfetrzité, bez nutnosti invazivniho na-
ruSovani bunék. Ziskavana data jsou analyzovéna jiz v pribéhu méfeni, snimek po snimku

tak, aby bylo mozné pozorovat chovani bunék v realném &ase. 4%

7.2 Vyhody uziti IncuCyte

Pro oblasti vyzkumu, jako je virologie, onkologie nebo farmakologie je moZnost Sle-
dovani dynamiky zivych bun¢k klicova, coz jiné systémy a technologie v takové mife neumi.
Tyto systémy nejsou Casto schopné podchytit bunécné zmény v ramci dlouhého ¢asového
obdobi, kdy napi. zrani a diferenciace kmenovych bunék muze trvat od nékolik hodin
po nékolik tydnd. IncuCyte je navic relativné dostupny, bez nutnosti vysokych investic do
vybaveni nebo vysoce Skoleného personalu a obsluhy laboratote. Nespornou vyhodou tohoto
systému je pak odpadnuti nutnosti riznych zasahti do prostredi bun¢k a tim predchazeni
nechténych a zavadgjicich experimentalnich artefaktd a chyb. ¢3) (44

35



PRAKTICKA CAST
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8 CIL PRACE

Cilem této prace bylo ovérit, zda polyfenoly kyselina gallova a epigalokatechin galat, maji

vliv na prolifera¢ni potencial B bunécné linie C1R.
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9 VYZKUMNE OTAZKY

1. Ovlivigje ptitomnost kyseliny gallové proliferaci bunééné linie CIR?

2. Ovliviiyje pritomnost epigalokatechin galatu proliferaci bunééné linie C1R?

3. Poskytuje méieni konfluence pomoci IncuCyte stejné vysledky jako méteni viability
bunék pratokovym cytometrem s vyuzitim 7-AAD?

4. Koreluji vysledky konfluence métené pomoci IncuCyte s primérnou plochou bunéc-

nych klastrti méfenych ruéné s vyuzitim programu ImageJ?
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10 METODIKA PRACE

10.1 Charakteristika experimentu

V praktické ¢asti bakalarské prace jsem experimentalné navrhl postup kultivace bu-
nééné kultury C1R s piedem definovanymi roztoky GA a EGCG o znamé koncentraci v pfi-
stroji IncuCyte. Po zjiSténi, ze podminky nastavené pro provedeni experimentu jsou vyho-
vujici, jsem toto méteni provedl znova za stejnych podminek a zaroven jsem si pfipravil
material pro kontrolni méfeni na priitokovém cytometru. VSechna ziskana data jsem zpraco-
val, porovnal jsem jednotlivé metody méfeni a vyhodnocovani a dale jsem tato data statis-

ticky zhodnotil.
10.2 Vybaveni a materialy

10.2.1 Prtistrojové vybaveni
Prutokovy cytometr DXFLEX, Beckman Coulter, USA

IncuCyte, Sartorius, USA

10.2.2 Programy, Software
CytoExpert, Beckman Coulter, USA

IncuCyte, USA
ImageJ, US

10.2.3 Pouzity material
Vacuum Filtration 150 ,,rapid“-Filtermax, 0,22 um pore size, TPP, gvycarsko

BD Trucount™ Tubes, LOT: 21258, Exp.: 2023-09-30, BD
96F NONTREATED BLACK MICROWELL SI, Thermo Fischer Scientific,
USA

48-well Clear TC-treated Multiple Well Plates, Individually Wrapped, Sterile,
Corning, USA

10.2.4 Chemikalie
Gallic acid, Sigma-Aldrich, USA

(-)-Epigallocatechin gallate >80% (HPLC), from green tea, Sigma-Aldrich,
USA

RPMI Medium 1640 (1x), GIBCO — Thermo Fischer Scientific, UK
Poly-L-ornithine solution, Sigma-Aldrich, USA
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7-AAD Viability Staining Solution Liquid, EXBIO, Ceska republika

Water for injection, Kabi

Anti-Anti (100x) Antibiotic-Antimycotic, GIBCO — Thermo Fischer Scientific,
UK

DPBS (10x), GIBCO — Thermo Fischer Scientific, UK

Propidium jodid, ORPEGEN Pharma, Némecko

Buné¢na linie C1R, Hematologicko-onkologické oddéleni, FN Plzen

10.3 Postup

Z diivodu mozné kontaminace pracovnich roztokt, vzorki i spotfebniho materialu

jsem pracoval po celou dobu sterilné v laminarnim boxu.

10.3.1 Priprava zasobnich roztoki

10.3.1.1 GA

Navazku 0,1630 g GA jsem prevedl pomoci 50 ml RPMI na roztok, ke kterému jsem
nasledné napipetoval 0,5 ml Anti-Anti. Takto pfipraveny roztok jsem filtroval pomoci
Vacuum Filtration. Vznikly filtrat roztoku GA o ¢ = 19,1 mM jsem rozalikvotoval po 500 pl

a zamrazil na -20 °C pro dalsi pouziti.

10.3.1.2 EGCG

100 mg EGCG jsem pievedl pomoci 50 ml RPMI na roztok, ke kterému jsem
nasledné napipetoval 0,5 ml Anti-Anti. Takto pfipraveny roztok jsem filtroval pomoci
Vacuum Filtration. Vznikly filtrat roztoku EGCG o ¢ = 4,36 mM jsem rozalikvotoval po
500 ul a zamrazil na -20 °C pro dalsi pouziti.

10.3.2 Priprava 48jamkové desticky
Den pted méfenim jsem na dno jamek 48jamkové desticky (celkem 4 desticky) napi-

petoval 100 pul roztoku Poly-L. Pomoci parafilmu jsem desti¢ku utésnil a nechal v lednici
ptes noc. Poly-L jsem nasledujici den vyklepl z desticek a zbyvajici Poly-L jsem nechal

vyschnout

10.3.3 Priprava 1000 pM roztoki GA a EGCG

10.3.3.1 GA
Ke 100 pl roztoku GA (c = 19,1 mM) jsem pfipipetoval 1910 ul RPMI. Vznikl roztok
GA 0c=1000 uM.
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10.3.3.2 EGCG

Ke 400 pl roztoku EGCG (c = 4,36 mM) jsem pfipipetoval 1744 ul RPMI. Vznikl
roztok EGCG o ¢ = 1000 uM.
10.3.4 Zjisténi bunécnosti bunécné linie C1R

Bunéénost roztoku bunééné linie CIR (dale uz jen © C1R) poskytnuté Hematolo-
gicko-onkologickym oddélenim FN Plzefi jsem si ovéfil pomoci BD Trucount™ Tubes.
Do této zkumavky jsem napipetoval 50 ul @ CIR, piidal jsem 400 pul DPBS a poté dalsich
100 pl propidium jodidu. Tuto smés jsem proméfil pritokovym cytometrem. Ze ziskanych
vysledkt bunécnosti O C1R jsem musel © C1R natfedit RPMI (1 dil © CIR + 5 dila RPMI),
abych dosahl bunécnosti roztoku 100 000 bunék/ml.

10.3.5 Dalsi postup
1. Z ptipravenych roztoki polyfenolt o ¢ = 1000 uM jsem dvojkovym tfedénim

pomoci RPMI pfipravil jednotlivé roztoky o koncentracich 1000, 500, 250, 125,
62,5a31,25 uM.

2. Nadna jamek pripravené 48jamkové desticky jsem podle schématu zobrazeného
v Tabulce 2 napipetoval 50 pl roztoku polyfenold o uréenych koncentracich, a
pfipipetoval jsem 500 ul © C1R.

Pro GA a EGCQG jsem pfipravoval po dvou destickach.

Tabulka 2 Pipetovaci protokol pro 48jamkovou desticku

1 2 3 4 5 6 7 8
A \ \" \" \ \
B \ K K K K K K \
C \ 100 50 25 12,5 6,25 3,125 \Y%
D \ 100 50 25 12,5 6,25 3,125 \
E \ 100 50 25 12,5 6,25 3,125 \Y%
F \ \ \ \ \ \ \ \

Legenda: V = 500 ul Water for injection, K = 50 ul RPMI + 500 ul © CIR, 100 = 50 ul polyfenolu
(1000uM) + 500 ul © CIR, 50 = 50 ul polyfenolu (500uM) + 500 ul © CIR, 25 = 50 ul polyfenolu
(250uM) + 500 ul © CIR1, 2,5 =50 ul polyfenolu (125uM) + 500 ul © C1R, 6,25 =50 ul polyfenolu
(62,5uM) + 500 ul © CIR, 3,125 = 50 ul polyfenolu (31,25uM) + 500 ul © CIR

3. Takto piipravené 48jamkové desticky jsem utésnil parafilmem. Dvé (jednu pro

kazdy polyfenol) jsem umistil do IncuCyte a spustil pifednastaveny program,
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zbylé dvé 48jamkové desticky (také po jedné pro kazdy polyfenol) jsem vlozil
do CO- inkubatoru.

4. V IncuCyte probihalo méfeni s odectem po 3 hodinach béhem nasledujicich
dvou dnti a 21 hodin.

5. Z COz inkubatoru jsem desti¢ky vyndal po tfech dnech. Z kazdé jamky (vyjma
téch s Water for injection) jsem piepipetoval 150 ul podle Tabulky 3 do 96jam-
kové desticky. Do kazdé jamky jsem také napipetoval 6 pul 7-AAD. Takto pii-
pravenou desku jsem po inkubaci 30 minut pfi 5,5 °C nechal zméfit pratokovym

cytometrem.

Tabulka 3 Pipetovaci protokol 96jamkové desticky pro priitokovy cytometr

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

K K K K K K

100 50 25 12,5 | 6,25 | 3,125

100 50 25 12,5 | 6,25 | 3,125

100 50 25 12,5 | 6,25 | 3,125

K K K K K K

100 50 25 12,5 | 6,25 | 3,125

100 50 25 12,5 | 6,25 | 3,125

mm MmO |wm|>

100 50 25 12,5 | 6,25 | 3,125

Legenda: Do bunék Al az D6 jsem priepipetovival obsah 48jamkové desticky GA. Do bunék E1 az
F6 jsem prepipetovaval obsah 48jamkové desticky EGCG.

6. Vsechna ziskana data jsem vyhodnotil a porovnal.

10.4 Zpusob hodnoceni

10.4.1 IncuCyte
Z dat o konfluenci bun¢k C1R, coz je mira poristani bunék vyjadiena v %, v pro-

sttedi GA a EGCG o riznych koncentracich ziskanych pribéznym méfenim vzorkl v Incu-

Cyte jsem vytvoril grafy, na kterych je vidét prub¢h a intenzita konfluence bun¢k C1R.

10.4.2 Prutokova cytometrie
Z dat ziskanych méfenim vzorkt bunék C1R kultivovanych Vv pfitomnosti roztoka

GA a EGCG o ruznych koncentraci v CO2 inkubatoru jsem pro hodnoceni a porovnani
s ostatnimi daty v této BP vyuzil median stfedni hodnoty intenzity fluorescence 7-AAD PC5,
5-A. Tato hodnota odrazi miru ptezivani bunék CIR v pfitomnosti rizn€ koncentrovanych
roztokli GA a EGCQG, a to tak, Ze ¢im vice bunék pfeziva, tim mensi je hodnota medidnu

stfedni hodnoty intenzity fluorescence 7-AAD PC5, 5-A. (viz obr. 9). Histogram vlevo patii
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kontrolnimu vzorku bunék C1R bez GA s jeho medianem maxima 11430,7 7-AAD PC5,
5-A. V tomto ptipadé¢ bunky piezivaji. Naproti tomu, histogram vpravo patfici vzorku bunék
C1R se 100 uM roztokem GA ma median maxima 878215,3 7-AAD PC5, 5-A a buriky jsou

V tomto ptipad¢ nezivotaschopné.

= e B a2

Obrazek 8 Scattergramy gatovaci strategie pro méreni CIR se 7-AAD na priitokovém cyto-
metru (GA QC)

rrrrrrrr

2]

Obrazek 9 Histogramy intenzity fluorescence 7-AAD u vzorku C1R (GA QC — vlevo, GA
100 uM — vpravo)

10.4.3 ImageJ
IncuCyte béhem svého méfeni kazdou jamku jednou v daném ¢asovém intervalu vy-

foti (v ramci této BP byla kazda jamka se vzorkem 48jamkové desticky vyfocena na ¢tyfi
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zorna pole kazdé tfi hodiny) a tyto snimky dale zpracovava, vyhodnocuje a uklada. V ramci
obou desticek tak béhem méteni po dobu dvou dni a 21 hodin vzniklo timto zptisobem 1344
fotografii. Tyto fotografie jsem postupné nahraval do programu ImageJ (viz obr. 10), kde
jsem jednotlivé bunééné klastry oznacoval, mé&fil jejich priméry a z primérnych hodnot
téchto praméra bunéénych klastri jsem nasledné vytvotil grafy. Ty znazornuji, jak se pri-
mérné zvetSoval primér jednotlivych bunéénych klastri C1R v pfitomnosti roztoki GA

a EGCG o riznych koncentracich.

Z téchto dat jsem byl také schopny graficky znazornit procentualni miru inhibice

rastu bunék C1R v ptitomnosti roztokti GA a EGCG o ruznych koncentracich.

O ImageJ -%
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
+,
njojaf@ 2|« |#\|Alo|eld| i glolx| | | =
1408x1040 pixels; 8-bit; 1.4MB File Edit Font Results
2K ? [Area  [Mean  [Min [Max [
1 7388 123563 3 255
2 32647 124655 3 255
3 3543 129791 3 255
4 21015 123963 3 255
5 19048 123912 3 255
6 6551 130.123 3 255
7 2540 130908 3 255
8 3459 131907 3 255
||
- »

Obrazek 10 Nahled programu ImageJ s vyznacenym klastrem bunek C1R

10.4.4 Korelace
Korelace popisuje vztah mezi dvéma ndhodnymi soubory znakl. Lze fict, ze nam

dava informaci o tom, jestli se pfi zméné jednoho znaku jednoho souboru méni i piislusny
znak souboru druhého. Pokud mezi témito znaky vznika korelace, jsou na sobé tyto znaky
linearné zavislé. Vysledkem korelace je korelacni koeficient R, ktery miize nabyvat hodnot
od 1 do -1. V ptipad¢, kdy je korela¢ni koeficient roven 0, oba soubory na sobé nejsou nijak

r~r

linearné zavislé. Cim vice se korela¢ni koeficient blizi hodnoté 1, hovofime o pfimé linearni
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zavislosti, kdy zvySeni jednoho znaku zvysi i znak druhy, a naopak, ¢im vice se korelacni
koeficient blizi hodnot¢ -1, jedna se o neptimou zavislost, kdy zvyseni jednoho znaku vede

ke snizeni druhého. Podle absolutni hodnoty korelace délime jeji silu do péti stupnti.

1. R=0,01az0,19 velmi slaba korelace
2. R=0,20az0,39 slaba korelace

3. R=0,402az0,59 stfedni korelace

4. R=0,60az0,79 silna korelace

5. R=0,80az1,00 velmi silna korelace
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11 ANALYZA A INTERPRETACE VYSLEDKU

11.1 Kyselina gallova

11.1.1 IncuCyte

Konfluence je procentudlni vyjadieni toho, jakou plachu z celku zaujima plocha bu-
nék. V ramci méfeni konfluence bunek C1R v pritomnosti GA vidime (viz graf 1), ze vysoké
koncentrace GA (50 uM, 100 uM) zpomaluji nebo inhibuji riust bun¢k C1R. S klesajici kon-
centraci GA se konfluence zvySuje a nejvyssi je u vzorku s GA o ¢ = 0 uM. V piipadé roz-
toku GA o ¢ = 100 uM se konfluence na konci méfeni zvysila od za¢atku méfeni ve srovnani
se zvySenim konfluence bunék CIR ve vzorku bez GA o0 24,68 %, u roztoku GA

0 ¢ =50 uM byl tento narast dokonce jen 2,43 %.

Graf 1 Konfluence CIR v pritomnosti GA mérend pristrojem IncuCyte

Konfluence C1R v pfitomnosti GA
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Cas [h]

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48 51 54 57 60 63 66 69

0

oum 20,24 21,17 20,4 21,01 21,91 23,36 24,81 26,04 27,65 29,44 30,14 31,06 31,01 31,79 33,92 34,56 35,98 382 40,27 42,69 44,51 47,14 49,51 51,38

100pM 21,05 22,75 24,06 23,85 24,76 25,41 2511 25,54 27,05 27,32 28,06 27,48 28,77 28,32 29,89 28,25 28,08 28,55 28,21 28,83 28,76 29,9 29,33 29,03
50 uMm 19,64 21,53 22,55 23,46 23,9 23,74 23,26 23,54 23,86 23,48 23,89 23,97 23,84 23,64 25,13 23,65 23,52 22,81 22,77 22,5 22,36 21,92 21,41 20,37
25 M 19,47 20,77 20,76 20,57 20,29 20,3 20,09 20,18 20,42 20,62 21,24 21,95 22,62 23,46 25,19 2529 26,73 27,68 29,27 31,24 32,8 33,63 34,99 37,14
—12,5uM 17,91 19,02 19,71 20,01 20,36 21,41 21,81 22,84 24,28 25,47 26,47 27,58 27,83 28,9 28,98 29,13 29,16 30,23 30,58 30,38 31,32 33,42 34,29 34,61
—,25uM 19,5 20,92 21,75 22,13 23,33 24,35 254 2583 26,49 26,28 26,37 25,47 2547 25,02 2556 24,61 25,48 26,53 27,9 29,22 31,63 34,84 37,68 40,1

———3125uM 20,85 22,12 22,43 22,44 23,67 24,87 2557 2621 27,15 27,33 26,75 26,65 26,5 26,46 27,09 27,79 29,11 29,71 31,23 33,84 35,85 3821 40,13 42,21
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11.1.2 Mé¥reni viability pomoci 7-AAD
Viabilita se da popsat jako schopnost bunék provadét zékladni biologické funkce,

jako je rast a déleni, metabolismus a interakce s okolim. Proto, ¢im vice je ve vzorku zivych
bunék, tim v¢&tsi bude i viabilita tohoto vzorku. 7-AAD je latka se schopnosti vazat se na
dsDNA, ale zivé bunky schopné udrzovat neporusenou buné¢nou membranu dokazou tuto
latku vylucovat a pii méfeni pritokovym cytometrem nejsou, narozdil od bun¢k mrtvych,
detekovany. Na grafu 2 je jasné patrnd vysokd hodnota medianu stfedni hodnoty intenzity
fluorescence 7-AAD PC5, 5-A u vzorku bunék C1R s roztokem GA o ¢ = 100 uM. To uka-

zuje na vysokou umrtnost bunék C1R v tomto vzorku.

Graf 2 Viabilita CIR v pritomnosti GA hodnocend podle medianu stiedni hodnoty intenzity
fluorescence na prutokovém cytometru
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Po odstranéni vysoké hodnotu tohoto vzorku a pfi praci pouze se vzorky bun¢k C1R
s roztoky GA o koncentracich 0 uM az 50 uM je vidét, ze viabilita bunék stoupa s klesajici

cvwr

Graf 3 Viabilita CIR v pritomnosti GA hodnocenad podle medianu stiedni hodnoty intenzity
fluorescence na prutokovém cytometru (bez koncentrace 100 uM)
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11.1.3 Ruéni méreni bunéénych klastri
Ruéni méteni bunéénych klastrti je pomérné subjektivni zplsob zjistovani dat, jeli-
koz v ramci fotek potizenych IncuCyte, s kterymi bylo pracovéano pii tomto méteni, je Casto

velice obtizné rozlisit a vytyc¢it hranici mezi bunécnym klastrem a jeho okolim.

Graf 4 Primeérnd plocha kolonii CIR v pritomnosti GA mérena pomoci programu ImageJ
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Cas [h]

V grafu 4 vidime rostouci tendenci plochy klastri bunék CIR u vSech vzorkt s vy-
jimkou vzorku bunék CIR s roztokem GA o ¢ = 100 uM, u kterého se viditelné bunétné
klastry neobjevily po celou dobu dvou dni a 21 hodin méfeni. Z pribéhu kiivek zbylych
vzorkll vidime, Ze se sniZujici koncentraci GA a pfibyvajicim ¢asem roste plocha rostoucich
bunéénych klastri. U vzorku bun€k CI1R s roztokem GA o ¢ = 50 uM bylo moZné hodnotit
velikost klastrii z divodu pfili§ malych hodnot, které jsem nebyl schopny zachytit pomoci

této metody, aZ od 24. hodiny méfeni.

Ze ziskanych dat jsem pomoci vzorecku: Inhibice riistu vzorku x s GA o koncen-
traci y v case t = 100 — (100 -+ plocha vzorku s GA o koncentraci 0 v case ¢ - plocha vzorku

x s GA o koncentraci y v case t [%)],
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ziskal data, ktera ukazuji, jakou mirou inhibuji roztoky GA o riznych koncentracich
rust (proliferaci) klastri a celkové bunék C1R. Pomoci stejného vzorce jsem tento vypocet

provedl i u vzorku s pouzitim EGCG.

Graf 5 Inhibice riistu CIR v pritomnosti GA vychazejici z méreni pomoci ImageJ [%]
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12,5 uM 67,67 68,42 73,45 72,41 69,45 75,54 78,07 75,58 72,4 69,4 72,24 74,14 70,24 68,92 69,34 74,43 76,9 77,21 78,02 75,57 73,68 73,3 71,12

— 6,25 UM 46,07 48,25 50,87 51,92 50,25 51,14 56,23 47,03 48,03 49,63 51,95 53,07 53,87 56,09 57,22 63,15 64,54 66,47 69 6802 65 61,01 60,88

— 3,125 UM 38,09 39,09 40,03 40,63 40,54 41,85 40,35 42,54 43,62 42,39 41,95 43,63 45,3 48,02 45,78 47,27 45,53 46,39 48,38 46,06 44,28 38,36 37,37
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Cas (h)

Z téchto dat a jejich grafického zobrazeni v podob¢ grafu 5 je jasné vidét, ze roztok
GA o ¢ =100 puM inhibuje rast bunék C1R ze 100 %. Velice vysokou inhibi¢ni aktivitu ma
také roztok GA o ¢ = 50 uM, ktery inhibuje rist bunék C1R primémeé z 95,8 %. Primérna
inhibice ristu je prumérnou hodnotou jednotlivych hodnot inhibice v ramci dané
koncentrace. Primérnou inhibici ristu C1R nad 80% ma jesté roztok GA o ¢ =25 puM, a to
82,7 %. Zbylé roztoky GA snizuji inhibici se SV0ji snizujici se koncentraci, avsak i roztok

GA o ¢ = 3,125 uM ma prumérnou miru inhibice ristu bunék C1R 42,9 %.
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11.2 Epigalokatechin galat

11.2.1 IncuCyte
Konfluenci bunék C1R v piitomnosti EGCG znazornuje graf 6. Je zde jasn¢ vidét

vliv EGCG o ¢ = 100 uM, ktera konfluenci bun¢k CIR potlac¢uje. Konfluence ostatnich
vzorku s koncentraci EGCG od 3,125 uM do 50 uM se pohybuji nad i pod konfluenci vzorku
s EGCG o c =0 puM. Vyssi konfluenci jevi vzorky s koncentraci EGCG 50 uM a 25 puM.
Vzorky s koncentraci EGCG 12,5 uM, 6,25 uM a 3,125 uM maji konfluenci oproti vzorku
SEGCG o ¢ = 0 uM pouze mirn¢ snizenou. V piipad¢ roztoku EGCG o ¢ = 100 uM
se konfluence na konci méfeni zvysila od zacatku métfeni ve srovnani se zvySenim konflu-

ence bunék CIR ve vzorku bez EGCG 0 17,22 %

Graf 6 Konfluence CIR v pritomnosti EGCG mérend pristrojem IncuCyte
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100uM 17,44 19,68 20,76 21,51 21,17 21,12 20,52 20,6 19,92 20,13 20,69 20,96 21,38 22,04 22,57 21,69 21,49 21,14 20,89 20,65 21,23 21,28 20,46 21,48
50 uM 19,17 20,04 20,78 22,47 23,61 24,94 26,27 27,63 28,73 30,47 32,41 3502 36,82 39 42,5 43,08 44,84 46,12 48,42 50,88 52,19 54,61 5531 57,03
25 M 20,63 21,99 21,94 23,13 25,39 28,02 29,06 31,3 34,08 3595 37,75 40,18 41,79 43,95 45,73 46,97 48,36 50,4 51,56 53,94 55,84 57,27 59,28 60,46
o 12,5uM 15,81 17,46 18,39 19,32 20,77 22,94 24,56 26,22 27,52 29,88 32,14 33,37 34,14 35,73 36,78 36,91 37,8 39,08 41,1 43,18 44,33 45,72 47,55 49,34
— 6,25 UM 20,49 21,48 22,41 23 24,71 26,38 28,25 29,73 31,31 32,83 33,13 34,51 35,35 34,76 36,99 36,16 37,21 38,63 38,83 41,25 43,93 44,29 454 47,83
3,125 uM 18,83 20,52 20,02 20,94 22,19 23,68 26,38 27,27 28,88 31,13 31,15 31,99 31,67 32,41 32,44 32,4 33,14 32,66 33,79 36,04 37,57 40,4 40,75 43,13

11.2.2 Méreni viability pomoci 7-AAD
Na grafu 7 vidime stoupajici tendenci mediant stfednich hodnot intenzity flu-

orescence vzorkl bun¢k C1R s roztoky EGCG, ktera roste se stoupajici koncentraci EGCG.
Pozorujeme vykyv u vzorku s EGCG o ¢ = 3,125 uM.
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Graf 7 Viabilita CIR v pritomnosti EGCG hodnocena podle medianu stredni hodnoty in-
tenzity fluorescence na priitokovém cytometru
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11.2.3 Ruéni méreni bunéénych klastri
V grafu 8 vidime rostouci tendenci ploch bunéénych klastri C1R u vSech vzorki

s vyjimkou vzorku s roztokem EGCG o ¢ = 100 uM, u které¢ho se viditelné bunééné klastry
neobjevily po celou dobu dvou dni a 21 hodin méteni a dale u vzorku C1R s roztokem EGCG
méteni. U tohoto vzorku také bylo mozné hodnoceni velikosti bunéénych klastri z divodu
prilis malych hodnot, které jsem nebyl schopny touto metodou zaznamenat, az od 12. hodiny
meéfeni. Z prubéhu kiivek ostatnich vzorkl s koncentraci EGCG od 0 uM do 25 uM pozoru-

jeme zvysujici se plochu bunécnych klastri C1R se snizujici se koncentraci EGCG.

Roztok EGCG o ¢ = 100 uM inhibuje riist bun€k C1R ze 100 %. Vysokou inhibi¢ni
aktivitu ma rovnéz roztok EGCG o ¢ = 50 uM, a to 89,2 %. To miZeme vidét na grafu 9.
Primérnd inhibicni aktivita roztoku EGCG o ¢ =25 uM se pohybuje na hranici 50 % a zbylé
koncentrace EGCG maji tuto inhibi¢ni aktivitu nizsi, kdy primérna inhibiéni aktivita EGCG

oc=23,125 uM je pouze 22,4 %.
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Graf 8 Primeérnd plocha kolonii CIR v pritomnosti EGCG mérend pomoci programu

ImageJ
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Graf 9 Inhibice riistu CIR v pritomnosti EGCG vychazejici z mereni pomoci ImageJ [%]
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11.3 Korelace

11.3.1 IncuCyte x Prutokova cytometrie X ImageJ
Z vysledku korelaci a korelacnich koeficientd v tabulce 4 je patrné, ze métené a zjis-

téné hodnoty konfluence (IncuCyte), sttedni hodnoty intenzity fluorescence 7-AAD (prito-
kova cytometrie) a méfeni plochy klastrii (ImagelJ) koreluji vzajemné velmi silné u vSech
metod a v ramci zjist'ovani vlivu roztokti GA o riznych koncentracich poskytuji tyto metody
velmi podobné vysledky. V ramci porovnani konfluence a plochy klastrti jde o velmi silnou
piimou korelaci, ve zbylych dvou ptipadech pak o velmi silné nepiimé korelace. Z davodu

vysoké hodnoty u FC 7-AAD nebyly vysledky GA o ¢ = 100 uM do korelaci zapocteny.

Tabulka 4 Korelace vlivu GA po inkubaci dvou dni a 21 hodin na C1R

GA
koncentrace IncuCyte Pru::l;o(\;aj :X'I:)o)me- IncuCyte Imagel Pru::l;a(\ﬁ :X'I;o)me- Imagel
100 29,03338 924204,67 29,03338 0 924204,67 0
50 20,37 30666,33 20,37 1454 30666,33 1454
25 37,14099 27338,33 37,14099 5153 27338,33 5153
12,5 34,60744 22331 34,60744 7533 22331 7533
6,25 40,10354 18869 40,10354 10202 18869 10202
3,125 42,2115 17629 42,2115 16336 17629 16336
0 51,37535 13168,17 51,37535 26082 13168,17 26082
Korelaéni IncuCyte X Pritokova cytometrie (7-AAD) IncuCyte X Image) Pritokova cytometrie X Image)
koeficient -0,912131507 0,904565969 -0,935019434

Korelace v ramci méfeni EGCG (viz tabulka 5) nejsou jiz tak jasné, jelikoz jedina
velmi silnd zdpornd korelace je mezi hodnotami stfedni hodnoty intenzity fluorescence
7-AAD (FC) a plochou klastrti (ImagelJ), kde je korela¢ni koeficient roven -0,91. Stiedni
az silnou zapornou korelaci vidime mezi konfluenci (IncuCyte) a pritokovou cytometrii
s korelaénim koeficientem -0,63. Slaba kladna korelace s korelacnim koeficientem 0,37

se vyskytuje mezi vysledky méfeni konfluence a plochou klastri bunék C1R.

Tabulka 5 Korelace vlivu EGCG po inkubaci dvou dniz a 21 hodin na C1R

EGCG
koncentrace IncuCyte Pru::l;o(\;a: :X:)o)me- IncuCyte Image) Pru::l;o(\;? :X:)o)me- Imagel
100 21,4783 24671,33 21,4783 0 24671,33 0
50 57,02732 19304,67 57,02732 3571 19304,67 3571
25 60,45753 17851,67 60,45753 12167 17851,67 12167
12,5 49,34036 16284,33 49,34036 13317 16284,33 13317
6,25 47,82644 15143 47,82644 15468 15143 15468
3,125 43,12568 15729 43,12568 20224 15729 20224
0 51,29333 13806 51,29333 26167 13806 26167
Korelaéni IncuCyte X Priitokova cytometrie (7-AAD) IncuCyte X Image) Pritokova cytometrie X Image)
koeficient -0,629563764 0,372741837 -0,907473734
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11.3.2 IncuCyte x ImageJ

11.3.2.1 Kyselina Gallova

Korelace mezi konfluenci a velikosti buné¢nych klastrt C1R ovlivnénych piitom-
nosti GA jsou graficky znazornény v grafu 10. Velmi silnou korelaci vidime u vSech hodnot
koncentraci GA vyjma koncentrace GA 6,25 uM. Korelace GA o ¢ = 50 uM je ovlivnéna
nezahrnutim vysledki v ¢asech méteni 0 az 21 hodin, kde nebylo mozné ziskat vysledky pro
velikost bunéc¢nych klastri C1R. I z toho divodu zde pozorujeme velmi silnou zapornou

korelaci. Celkova korelace je pak velmi silna pozitivni s R = 0,91

Graf 10 Grafické zobrazeni korelaci mezi konfluenci a plochou klastrii CIR u jednotlivych
koncentraci GA vyjma GA, ¢ = 100 uM, + celkova korelace pro v§echny koncentrace
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11.3.2.2 Epigalokatechin galat

Korelace mezi konfluenci a velikosti bunéénych klastri CIR ovlivnénych pfitom-
nosti EGCG jsou graficky znazornény v grafu 11. Velmi silnou pozitivni korelaci vidime
u vSech hodnot koncentraci EGCG. Celkova korelace s korelaénim faktorem R = 0,59 je pak
stiedni az silna.

Graf 11 Grafické zobrazeni korelaci mezi konfluenci a plochou klastrii CIR u jednotlivych
koncentraci EGCG vyjma GA, ¢ = 100 uM, + celkova korelace pro vsechny koncentrace
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DISKUZE

Hlavnim cilem praktické ¢asti bakalaiské prace bylo ovéftit, zda maji kyselina gallova
a epigalokatechin galat vliv na prolifera¢ni aktivitu B-bunééné linie C1R. Na to se zamétuji
prvni dvé vyzkumné otazky. V ramci obou Ize prohlasit, ze jak kyselina gallova, tak i epiga-
lokatechin galat, inhibuji proliferacni aktivitu B-bunécné linie C1R. Nejvyssi inhibi¢ni akti-
vity na B-buné¢nou linii C1R jevily roztoky kyseliny gallové o koncentracich 50 uM (kon-
fluence 20,37 %, nartst konfluence 2,43 % oproti vzorku bunék C1R bez kyseliny gallové)
a 100 uM (konfluence 29,03 %, narast konfluence 24,68 %). Nejvyssi inhibi¢ni aktivitu
na B-bunécnou linii C1R pak mél roztok epigalokatechin galatu o koncentraci 100 uM (kon-
fluence 21,48 %, nardst konfluence 17,22 %).

Yang a kol. ¥ ve své studii zjistovali synergicky vliv kyseliny gallové pii 1é¢bé
bunék maligniho gliomu U87MG latkou temozolomid. Zjistili, ze pfi vystaveni obou latek
doslo beéhem 48 hodin ke snizeni viability bun¢k U87MG na pouhych 30 %, avsak i pouziti
pouze samotné kyseliny gallové vedlo po 48hodinové kultivaci ke snizeni viability bunck
UB7MG na 68 % (50 uM) a 48 % (100 uM). Takeé zjistili, Ze pouziti samotné kyseliny gallové
snizuje celkové mnozstvi bunék, zatimco kombinace kyseliny gallové a temozolomidu vede
I k fad¢ poskozeni bun¢k, vzniku apoptickych télisek a membranovych bublin. Toto ptiso-
beni piipisuji synergickému vlivu kyseliny gallové (100 pM) a temozolomidu, které ve vy-
sokych koncentracich dokazi potlacit produkci Bcl-2 (coz je antiapopticky protein) a tim
zrusit Iékovou rezistenci pii [é¢be. Nizsi koncentrace nebo pouziti latek samotnych ale pro-
dukci Bcl-2 v jejich praci nesnizovalo. Popsali také vliv kyseliny gallové na bunéény cyklus,
kdy je kyselina gallova schopna zastavit déleni bun¢k v G1 fazi. Pozorovali i antioxida¢ni
ucinky kyseliny gallové, ktera v koncentraci 100 uM snizila expresi ROS o 53,3 %. Mezi
dal$i mechanismy, které Yang a kol. popsali, patii aktivace p-38-MAPK, coz vede k navo-
zeni samotné apoptdzy. To podporuji i vysledky studie Wanga a kol. ©8), kteii dosli k zavéru,
ze kyselina gallova zvySuje prostfednictvim intracelularni tvorby ROS protirakovinné
ucinky cis-platiny, coz souvisi s aktivaci mitochondrialni apoptotické cesty v buitkach ma-
lobunééného karcinomu plic H446. ZvySeni apoptdzy a potlateni mnozeni bun¢k nemalo-
bunééného karcinomu plic A549 pozorovali ve své studii i Zhang a kol. 7, kteii tuto aktivitu
pfipisuji inhibici Bcl-2 jako nasledek synergického ptisobeni GA na cis-platinu. S jejich vy-
sledky se shoduji zavéry mé prace a vysvétluji mozné mechanismy piisobeni kyseliny gall-

ové na bunky CIR.
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Dalsi mozné mechanismy pusobeni kyseliny gallové na rakovinné buiky poskytuje
studie Kima a kol. 8. V ni se autoti zaméfili na mozné mechanismy funkce kyseliny gallové
analyzou transkriptomu pomoci vefejné dostupné databaze LINCS L1000, kdy porovnavali
zmény v profilech genové exprese indukované kyselinou gallovou se zménami zptisobenymi
pasobenim ruznych 1ékd, a to na tfech rakovinnych bunéénych linii (A549: epitelialni karci-
nom plic, PC3: lidsky adenokarcinom prostaty a MCF7: lidsky karcinom prsu). Zavérem
uvadi schopnost kyseliny gallové vazat se pfimo na DNA polymerazu 3 a ribonukleosid-
difosfat reduktazu coby hlavni cilové proteiny ptsobeni Kyseliny gallové. Ta tak plsobi
Vv drahach oprav DNA a pfi piezivani bunék zavislych na p53. Mimo to ale kyselina gallova
muze pusobit I jinymi mechanismy, kterymi reguluje bunéénou proliferaci a piezivani,
indukuje apoptézu, inhibuje angiogenezi a spousti oxidaéni stres. Tang a Cheung “® pak
ve svém Clanku prehledné ukazuji seznam nékolika desitek mechanismil, kterymi plisobi
kyselina gallova na rtizné typy rakovin a bunécnych linii. Zminim z nich napt. poskozeni
a fragmentaci DNA, down-regulaci preziti Akt/mTOR cesty u tumort jicnt, zvySeni exprese
p53 u rakoviny prsu, down-regulaci Bcl-2 u neuroendokrinnich typt rakoviny nebo pak inhi-
bici BCR/ABL tyrosinkinazy u leukémii. Zatimco vétSina studi spojuje ptisobeni kyseliny
gallové s apoptozou, Tang a Cheung ale dokazuji, ze je kyselina gallova schopna aktivovat
i feroptotické a nekroptotické drahy bunécné smrti pies mechanismy, které je ale zapotiebi

popsat, jelikoz nam dosud nejsou zcela znamé.

Lewis a kol. 18 hodnotili vliv epigalokatechin galatu (EGCG) a suberoylanilid hyd-
roxamové kyseliny (SAHA) na tripl-negativni karcinomy prsu. Ob¢ latky byly schopné
ovlivnit expresi onkogentt miR-221/222 a tumor supresoru, p27 a PTEN. Pusobenim téchto
latek také doSlo u bunék ke snizeni aktivity DNMT. Doslo ke sniZeni migrace triple-nega-
tivnich bun€k rakoviny prsu, omezeni ristu a proliferace. Inhibici proliferace bunék CIR
v pfitomnosti EGCG ve své bakalaiské praci pozoruji také, coz souhlasi i s vysledky Mirzi
a kol. ), ktefi ve své studii rovnéZ poukazuji na schopnost EGCG a dalsich p¥irodnich latek

snizovat mnozstvi DNMT a proteint DNMT1, HDAC1 a MeCP2.

Wang a kol. ®9 ve své studii zkoumali vliv EGCG na bun&né linie B-lymfomu Raji
a Jeko-1. Prokazali schopnost EGCG indukovat inhibici ristu a apoptézu obou buné¢nych
linii. Zjistili, Ze EGCG up-reguluje expresi mRNA Fas a Bax (titry proteint Bax, aktivované
kaspazy-3, -7, -8, -9 a PARP byly zvysené) a down-reguluje Bcl-2, jehoz proteinova hladina
byla snizend. S ohledem na skutecnost, Ze Wang a kol. pracovali také s B-bunéénymi lini-

emi, lze predpokladat, ze mechanismy vlivu EGCG na bunéénou linii C1R, jejiz rust byl pfi
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vysokych koncentracich EGCG inhibovan, budou pfinejmensim podobné. Obecné Ize fict,
ze EGCG indukuje apoptdzu jednak prostiednictvim vnitinich kapsazovych drah (mitochon-
dridlnich), a pak také pomoci vnéjSich drah s vyuzitim receptord smrti, coZ jsou dvé hlavni
cesty apoptozy. Dalsi mechanismy ptisobeni EGCG popisuji ve své praci Rahman a spol.
®D kteti dosahli synergického u¢inku EGCG a hydroxychavicolu (HC). Kombinace t&chto
dvou latek zastavila déleni bunék v S fazi bunééného cyklu a snizila celkovou migraci bun¢k
1321IN1 a LNI18. Doslo k down-regulaci procesu vedeni axoni a metabolické drahy.
Apoptézu Vv buiikach 1321N1 a LN18 navozuje EGCG s HC také schopnosti poskozovat
mitochondrialni geny MT-CO3 a MT-RNR2. Sharifi-Rad a spol. ®? zjistili, ze se EGCG
podili na modulaci cyklooxygenéazy-2, oxidativniho stresu a zanétu. Déle byl prokazan me-
chanismus ptsobeni EGCG zaloZeny na inhibici ERK1/2, p38 MAPK, NF-KB a vaskular-
niho endotelidlniho ristového faktoru, stejné tak jako inhibice proteazomu a podilu na epi-

genetickych mechanismech.

V ramci tieti vyzkumné otazky jsem porovnaval, jestli jsou vysledky ziskané méte-
nim konfluence C1R pomoci IncuCyte shodné s vysledky hodnot medianu stfedni hodnoty

intenzity fluorescence 7-AAD PC5, 5-A ziskanymi prutokovou cytometrii.

Dospél jsem k zavéru, ze vysledky méfeni vlivu kyseliny gallové na C1R pomoci
IncuCyte velice silné zaporné koreluji (R = -0,91) s vysledky ziskanymi méfenim na priito-
kovém cytometru. Toto tvrzeni ale miZe narusit skutecnost, ze do korelace nebyly zaclenény
vysledky v ramci koncentrace GA (100 uM), jelikoz hodnota medianu 7-AAD byla u této
koncentrace enormn¢ vysoka a pii praci s témito hodnotami se korelaéni koeficient R snizil
na pouhych -0,34. To sice zna¢i vysokou miru tmrtnosti bunék C1R v prostiedi 100 pM

roztoku kyseliny gallové, ale zaroven vnasi chybu do tohoto porovnani.

Pii porovnavéani stejnych parametri vysledkid pifi pouzZiti EGCG jsem dospél
k zavéru, ze mezi vysledky konfluence IncuCyte a medianu fluorescence 7-AAD existuje
zapornd, sttedné silna az silna korelace s R = -0,63. Tato nizs§i hodnota R mtize byt zpiso-
bena nékolika faktory, které by bylo vhodné v dalsich pracich blize prozkoumat. Zaprvé
se jedna o fakt, Ze v rdmci méteni viability pratokovym cytometrem byly hodnoty medidnu
sttedni hodnoty intenzity fluorescence 7-AAD podobné u vzorki s EGCG 0 koncentraci
0 uM, 3,125 uM a 6,25 uM, a tato hodnota zacala stoupat az u koncentrace EGCG 12,5 uM.
Tyto vysledky navic zcela nesouhlasi s vysledky ziskanymi pomoci IncuCyte, kde konflu-

ence vSech vzorkl vyjma vzorku s EGCG o ¢ = 100 uM, se pohybovala v rozmezi od 43,1 %

58



do 60,5 % (vzorek se 100 uM roztokem EGCG dosahoval konfluence 21,5 %) a proto bych
oc¢ekaval mnohem vétsi rozdil hodnot medianu 7-AAD mezi koncentraci 50 uM a 100 uM.
Dalsi anomalii, na kterou by bylo zapottebi se vice zaméfit, je skuteCnost, Zze zatimco roztok
EGCG o ¢ = 100 uM podle oc¢ekavani prakticky zastavil rast bunék C1R a nizké koncentrace
této latky mély na C1R pouze minimalni inhibi¢ni vliv, roztoky EGCG o ¢ = 25 uM
a 50 uM mély podle vysledki konfluence IncuCyte na buitkky C1R opacny efekt a je mozné,
ze EGCG v jisté koncentraci mize pomahat ristu bun¢k C1R. To vSak nepodporuji zadné

jiné mnou prostudované studie, a proto by bylo zajimavé této anomalii vénovat pozornost.

Zésadni rozdil pro moznosti hodnoceni ale predstavuje predevsim skutecnost, ze za-
timco u vysledkt konfluence ziskanych IncuCyte mtizeme hodnotit vyvoj, rychlost a dyna-
miku portistani C1R v ¢ase, U hodnoceni viability pomoci hodnoty fluorescence 7-AAD pra-
cujeme pouze s absolutni hodnotou na konci méfeni a pro stejné moznosti hodnoceni v Case

bychom museli nasazovat ohromné mnozstvi kultiva¢nich desek.

Tato ptekazka odpadad u hodnoceni vlivu GA, ptipadné EGCG, na bunky CI1R pii
ruénim méfeni primérné plochy kolonii CIR, kdy vyuzivdme snimky pofizené pomoci
IncuCyte. I pfes to, Ze tato metoda poskytuje prakticky stejné vysledky jako IncuCyte a vy-
sledky obou metod koreluji, je Casové velice zdlouhava, a s ohledem na subjektivnost méteni
a vnimani jednotlivych bunéénych klastra také nejspis vice nepfesna. Navic, konfluence mé-
fena piistrojem IncuCyte bere v potaz celkovou plochu porostlou butikami CIR, zatimco u
ru¢niho méfeni v programu ImageJ je méfena pouze velikost klastrti, a ne celkové portstani.
To se ukdzalo jako omezujici faktor v ptipad€ vyuziti vySSich koncentraci jak GA, tak
EGCG, kdy z divodu malych ploch klastri nebylo mozné v prvnich hodinach méteni plochy

téchto klastrii programem ImageJ méfit.
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ZAVER

Tato prace si kladla za hlavni cil zjistit, jestli maji kyselina gallové a epigalokatechin
galat vliv na prolifera¢ni potencial B bunécné linie C1R. V rdmci praktické ¢asti byly bunky
C1R kultivovany a méfeny v pristroji IncuCyte pro zjisténi jejich konfluence a dale pak také
inkubovany a proméfeny pritokovym cytometrem s vyuzitim latky 7-AAD pro zjisténi miry
viability bun¢k CI1R. Ziskané vysledky byly pouzity pro generaci dalSich dat v programu
Imagel] a veskeré vysledky jednotlivych metod byly porovnany.

Zjistili jsme:

1. Kyselina gallova inhibuje proliferacni aktivitu bunék CIR ve vysokych koncentra-
cich 50 uM a 100 uM.

2. Epigalokatechin galat inhibuje proliferacni aktivitu bunék C1R pii pouziti roztoku
0 koncentraci 100 pM.

3. Roztoky EGCG o koncentracich 25 uM a 50 uM se jevily jako neucinné, a naopak
rust bun¢k C1R podporovali.

4. Konfluence méefend piistrojem IncuCyte poskytuje stejné vysledky jako méfeni via-
bility za vyuziti pritokového cytometru a latky 7-AAD.

5. Vysledky konfluence naméfené pristrojem IncuCyte koreluji s primérnou plochou

bunécnych klastrii manualné métenych v programu ImageJ.

Vysledky této prace mohou ptispét k cilené chemoterapii nejen B-bunééné leukémie,
a prispét k identifikaci mechanismu, kterymi zkoumané polyfenoly ptsobi na antiprolife-

raéni aktivitu nadorovych bunék.

V ramci budouciho vyzkumu povaZzuji za piinosné zaméfit se na plné pochopeni me-
chanismi, kterymi GA a EGCG ovliviluji proliferaéni aktivitu bun€k CIR. V ramci
vyzkumu, predevSim pak GA, je vhodné zaméfit se kromé apoptdzy 1 na jiné mechanismy
bunécné smrti, a tyto mechanismy objasnit a zjistit moznosti jejich pouziti v praxi. Zaroven
je zadouci zaméfit se na objevovani a vyzkum dalSich latek, se kterymi mohou GA a EGCG
pusobit synergicky béhem 1écby. S ohledem na antiproliferacni vliv GA a EGCG na bunky
C1R in-vitro by bylo vhodné navrhnout experiment se zvifecimi modely a pusobeni GA

a EGCG ovéfit in-vivo.
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