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Abstrakt:

Nutriéni prijem latek s antioxidacnimi a dal§imi bioaktivnimi vlastnostmi, jako téch, které jsou
obsazeny v jedlych fasach nebo v zelenych rostlindch, by mohl mit vliv na ochranu proti vzniku
nadorovych onemocnéni. Chlorofyly a dalsi tetrapyrolové slouceniny, které jsou strukturné
podobné hemu a antioxida¢né puasobicimu zlu¢ovému pigmentu bilirubinu, patii k dilezitym
kandidatnim molekulam, které by mohly byt zodpoveédné za tyto Gcinky. Na zdklad¢ naSich studii
prokazujicich antiproliferacni Gi€inky extraktu jedlé sinice S. platensis na experimentalnim modelu
lidského adenokarcinomu pankreatu jsme detailné studovali uc¢inky chlorofylu abundantné se
vyskytujiciho v této sinici. Vzhledem k tomu, Ze existuji jen omezené udaje o antiproliferacnich
ucincich chlorofyld, bylo cilem nasi studie zhodnotit tyto G¢inky.

Studie byla provedena na experimentalnich modelech lidského adenokarcinomu pankreatu a
prostaty. V in vitro studiich byl prokézan inhibi¢ni Gc€inek chlorofyla (chlorofylu a, chlorofylu b,
chlorofylinu a feofytinu @) na bun&€nou proliferaci a viabilitu studovanych nadorovych bunék.
Chlorofyly snizovaly vyznamné expresi mRNA 1 aktivitu hemoxygenazy. Chlorofyly vyznamné
ovliviiovaly redoxni prostfedi nadorovych bunck vcetné vlivu na mitochondridlni membranovy
potencial, produkci reaktivnich forem kysliku (ROS) v mitochondriich i v celych bunkach, stejné
tak jako pomér redukovaného a oxidovaného glutathionu, ktery je vyznamnym bunécnym
antioxidantem. Protinddorové UcCinky chlorofylu byly potvrzeny v in vivo studii na athymickych
nu/nu mySich xenotransplantovanych lidskymi pankreatickymi nadorovymi buiikkami, v které
zvitata lécena chlorofylem vykazovala vyznamné nizsi rist a proliferaci nadort v porovnani s
kontrolni skupinou.

Zaveérem lze fici, Ze mechanismus antiproliferacniho pusobeni chlorofylti probihd na vice
urovnich mechanismti ovlivnéni redoxniho prostiedi bunc¢k. Tato data potvrzuji ochranny vliv
rostlinné stravy na vznik nadorovych onemocnéni pozorovany v klinicko-epidemiologickych

studiich.
Klicova slova:

Feofytin a, hemoxygenaza, chlorofyl a, chlorofyl b, chlorofylin, jedlé fasy, nddorova onemocnéni,
oxidacni stres, bun&tnad proliferace, reaktivni formy kysliku, Spirulina platensis, tetrapyrolové

slouceniny.



Abstract:

Nutritional factors with antioxidant properties, such as those contained in edible algae or green
plants, might be implicated in protection against cancer development. Chlorophyll and other
tetrapyrrolic compounds, structurally related to heme and antioxidant bile pigment bilirubin,
belong to important candidate molecules, which might be responsible for these effects. Based on
our studies demonstrating antiproliferative effects of S. platensis edible alga extract on
experimental model of human pancreatic adenocarcinoma we investigated in detail the effect of
chlorophyll occurring abundantly in this alga. Since only scarce data exist on the antiproliferative
effects of chlorophylls, the aim of our study was to assess these effects.

The study was performed on experimental models of human pancreatic and prostate cancer.
The inhibitory effects of chlorophylls (chlorophyll a, chlorophyll b, chlorophyllin and pheophytin
a) on cell proliferation and cell viability were investigated in in vitro studies. Chlorophylls
reduced the mRNA expression as well as activity of hemeoxygenase in tested pancreatic cancer
cells. Simultaneously, chlorophylls played an important role in redox environment of studied
cancer cell lines including modulation of mitochondrial membrane potential, reactive oxygen
species (ROS) production in mitochondria as well as in the whole cells, and change in proportion
of reduced and oxidized glutathione. Anti-cancer effects of chlorophyll a were proved in in vivo
experiments on pancreatic cancer cells xenotransplanted to nude mice.

In conclusion, the mechanisms of antiproliferative effects of chlorophyll are multiple,
including the effects on the expression of key genes involved in antioxidant protection, as well as
direct free radical scavenging affecting substantially the cell redox environment. This data confirm
protective effect of plant food on incidence of cancer diseases observed in clinical and

epidemiological studies.

Key words:
Cancer, chlorophyll a, chlorophyll b, chlorophyllin, edible algae, heme oxygenase, oxidative
stress, pheophytin a, cell proliferation, reactive oxygen species, Spirulina platensis, tetrapyrrolic

molecules.
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1 UVOD

1.1 ANOTACE

Nutriéni faktory se vyznamné podileji na patogenezi nadorovych onemocnéni [1], obzvlasté pak
u zapadnich typu diet bohatych na nasycené tuky a soucasné postradajicich ochranné latky. Mezi
dalezité nutrienty patii zejména latky schopné potlacovat oxidacni stres. Takovymi nutrienty
mohou byt latky obsaZené v listové zelenin€ [2], zejména pak zelena barviva (chlorofyly). Zelena
zelenina a soucasné také jedlé tady (Spirulina platensis, Chlorela) obsahuji velké mnozstvi
antioxidantl a zdravi prospé$nych latek. Mezi tyto latky patii bilkoviny, esencialni aminokyseliny,
vitaminy (vitamin A, C, E, K, vitaminy skupiny B), B-karoteny, lutein, cela fada mikronutrientii a
mineralt (draslik, sodik, hoicik, Zelezo a vapnik) a v neposledni fad¢ také chlorofyly. [3]
V soucasnosti se vénuje zvySena pozornost moznému spojeni peroxidace lipidd v Zzivych
organismech se Sirokym spektrem degenerativnich onemocnéni, jako jsou starnuti, rakovina,
cukrovka a kardiovaskularni onemocnéni. Navic je peroxidace lipidi jednim z hlavnich divodi
zhorSeni kvality potravinovych slozek béhem zpracovani a skladovani. Antioxidanty jsou
dalezitymi inhibitory lipidové peroxidace nejen pro konzervaci potravin, ale také jako obranny
mechanismus zivych bun¢k proti oxidativnimu poskozeni. [4] Pfijem potravin bohatych na
antioxidanty, jako jsou napf. jedl¢ fasy a zelend listova zelenina, plisobi piiznivé na lidsky
organismus. V literatufe vSak chybi tdaje o protinddorovém plsobeni jednotlivych slozek
zelenych rostlin. Na zéklad¢ predchoziho studia ptisobeni S. platensis na naddorové bunky jsme se
zaméfily na chlorofyly, jako na potencidlni latky s protinddorovymi a¢inky. [5]

Chlorofyly (chlorofyl a, chlorofyl b aj.) se fadi mezi tetrapyrolova barviva, kterd jsou pfitomna
v zelenych ¢astech rostlin 1 mnohych jedlych fasach, kterd jsou nezbytna pro fotosyntézu. Béhem
starnuti pletiv, zrani plodd ¢i pii zpracovani se preméniuji na olivové zeleny feofytin [6], ktery se
také fadi mezi chlorofyly. I kdyz ztrata zelené barvy v zestarlych listech a zrani plodi je velice
stary a dobfe znamy ukaz, biologické ti¢inky chlorofyll a jejich metaboliti nejsou doposud pfilis
prozkoumané. Tetrapyrolova ¢ast jiz zminénych chlorofyl mé& podobnou strukturu jako bilirubin
a biliverdin, coz jsou Zlu€ové pigmenty s prokdzanymi velmi silnymi antioxidacnimi [7] a dalSimi
biologickymi vlastnostmi [8]. Oba tyto Zlu€ové pigmenty vznikaji v organismu degradaci hemu
(Obr. 1.) béhem rozpadu cervenych krvinek. Z hemu plsobenim enzymu hemoxygendzy 1
(HMOX1) [9] vzniké biliverdin, ktery je redukovan enzymem biliverdinreduktazou (BLVRA) na

bilirubin. Bilirubin je obecné zndmy jako jeden z hlavnich antioxidantli a jeho mirné zvySena
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koncentrace v krevnim feciSti je spojovdna sniz§im vyskytem onemocnéni podminénych
oxida¢nim stresem, v¢éetné¢ onemocnéni kardiovaskularnich, autoimunitnich i nadorovych.

Na zéklad¢ podobnosti struktur chlorofyli s hemem a zluovymi pigmenty se tedy lze domnivat,
ze 1jejich biologické a antioxida¢ni ucinky budou podobné. Predpoklada se, ze dietni pifijem
chlorofylu rostlinného ptivodu by mohl byt asociovan s nizsi prevalenci onemocnéni podminénych

oxida¢nim stresem, ackoli pfesnd data o moznych protektivnich ucincich chlorofyli nejsou

k dispozici.

Obr. 1. Katabolicka draha hemu
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1.2 SOUCASNY STAV POZNANI

Nutriéni faktory se vyznamné podileji na patogenezi civiliza¢nich onemocnéni, obzvlasté pak
u zapadnich typd diet bohatych na nasycené tuky a soucasné postradajicich dulezité ochranné
latky. Odhaduje se, ze zivotni styl a dietni faktory se podileji z 30-70% na vzniku nadorovych
onemocnéni [1]. Je prokdzéano, ze na Ctyfech z 10 nejvyznamnéjSich pficin umrti ve Spojenych
statech zahrnujicich nadorovd onemocnéni, kardio- a cerebrovaskularni nemoci a diabetes, se
vyznamn¢ podileji dietni faktory [10]. V patogenezi vSech téchto chorob se znacnym zplisobem
uplatiiuje zvySena produkce volnych kyslikovych radikala [11]. Pfitom dieta v zemich zdpadni
Evropy a ve Spojenych statech (v angli¢tiné oznaCovana jako Western diet) umoziuje tvorbu
volnych kyslikovych radikald v téle zejména nadmérnym piisunem kalorii, jednoduchych
sacharidi, nasycenych tukil a cholesterolu, nizkym piijmem vldkniny, ovoce a zeleniny a

polynenasycenych mastnych kyselin [12].

Na druhou stranu konzumace antioxidantti v dieté, mezi které patii naptiklad tokoferoly, askorbat,
karotenoidy, thioly, polyfenoly ¢i dal$i mikronutrienty je spojovéna s nizSi prevalenci nemoci

podminénych oxidacnim stresem [13].

Mezi dalezité latky s potencialné ochrannymi ucinky patfi 1 zelené pigmenty chlorofyly a a b
(Obr. 2.), které jsou obsazeny piedevsim v zelené listové zelenin€é a jedlych tfasach. DalSimi
takovymi latkami jsou derivaty chlorofylu — ve vodé rozpustny chlorofylin (Obr. 2.), ktery se
bézné pouziva v potravinarstvi jako zelené barvivo a feofytin a (Obr. 2.), coz je chlorofyl a bez
centralniho atomu hot¢iku. Nékolik experimentalnich studii prokazalo antioxida¢ni u¢inky [14] a
protektivni ucinky chlorofyli na progresi nadort [15, 16]. Tato data jsou pak podpoiena
epidemiologickymi studiemi naznacujicimi, Ze konzumace zelenych rostlin obsahujicich
chlorofyly by mohla mit vliv na prevenci nddorovych onemocnéni [17], avSak existuje jen malo
studii o piisobeni téchto molekul a jejich vliv na redoxni prostfedi bunék ¢i ovlivnéni riznych

biologickych drah neni zndmy.
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Obr. 2. Struktura chlorofylu
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1.3 TETRAPYROLY V PRIRODE I V ORGANISMU

Tetrapyrolové molekuly patii mezi klicové biologické molekuly. Kromé molekul proteini, lipida
a nukleovych kyselin mély tetrapyroly nejvétsi vliv na vyvoj zivota za posledni 4 miliardy let [18].
V ptirodé je nalezneme prakticky vsude. Davaji naSemu svétu barvy, ucastni se tvorby kysliku a
zivot na Zemi by bez nich nebyl mozny. Jednou z jejich hlavnich funkci u rostlin je produkce
energie pomoci fotosyntézy; v organismu jsou pak soucasti Cervenych krvinek (hem), ucastni se
prenosu kysliku a oxidacni fosforylace (cytochromy), plsobi jako antioxidanty chranici proti

reaktivnim formam kysliku (ROS) (bilirubin) a v neposledni fad¢ se t€astni bunééné signalizace.

Chlorofyly, zelené rostlinné tetrapyroly, patii do velké rodiny od hemu odvozenych molekul.
V ekosystému hraji velmi dulezitou roli zejména kvili své ptitomnosti ve fotosyntetizujich
rostlindch a fasach a svym potencidlnim biologickym uc¢inkiim. V ptirod¢ existuje mnoho druhii
chlorofylii (chlorofyl a, b, ci, c2, d) liSicich se svou strukturou a vyskytem [19]. Jednotlivé

chlorofyly maji na tetrapyrolovém jadfe zavéSeny riizné substituenty.

1.4 KONJUGOVANY SYSTEM DVOJNYCH VAZEB TETRAPYROLU

Vsechny tetrapyrolové slouceniny, vcetné chlorofylli, maji stfidavy systém konjugovanych
dvojnych vazeb svych pyrolovych kruhti. Pfi interakci volného radikalu s takovou molekulou
dochazi k preusporaddani vazeb a k pohlceni volného radikalu. [20, 21] Chlorofyly jsou tedy
piimymi antioxidanty a mohou pfispivat ke sniZeni oxidacni zatéze organismu. Systém
konjugovanych vazeb je mimo jiné také zodpoveédny za barevnost téchto molekul. Chlorofyl a ma
syté¢ zelenou barvu, chlorofyl b je zelené barvy spiSe tmavsiho odstinu, feofytin ¢ ma tmavé

zelenou olivovou barvu az do hnéda a chlorofylin je barvy svétle zelené.

1.5 STUDOVANE CHLOROFYLY
a) Hydrofobni chlorofyly

Nejcastéji se vyskytujicim chlorofylem je chlorofyl @, ktery najdeme prakticky ve vsech
rostlinach, véetné mechil, fas a sinic a stava se tak jednou z nejhojnéji se vyskytujicich molekul na
Zemi. Chlorofyl a je tetrapyrolova sloucenina obsahujici hofe¢naty iont a dlouhy postranni fetézec
fytyl. Je snadno degradovatelny a miZze byt pfeménén na celou fadu produktti [22, 23]. V roztoku
slabych hydroxida alkalickych kovi se odstépuje fytyl (dlouhy nepolarni postranni fetézec) za
vzniku chlorofylidu a. V roztoku slabych kyselin je z chlorofylu uvoliiovan centralni atom hotc¢iku
za vzniku feofytinu a. Pfi uvolnéni jak fytylu tak hofec¢natého iontu vznikd feoforbid a. Pokud

chlorofyl vystavime plisobeni silnych kyselin nebo je dlouhodobé vystaven svételnému zéreni,
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cey

dochazi k rozstépeni porfyrinového kruhu. V zijicich rostlinach nebo bé¢hem extrakce chlorofylt
muize vzniknout také feofytin a’, chlorofylid a” ¢i feoforbid a’, coz jsou chlorofyly, u kterych
doslo k epimeraci na 13. uhlikovém atomu [24]. K malym zménam struktury chlorofyld dochézi i
pii slabém svétle fotooxidaci vzdusnym kyslikem rozpusténym v roztoku [25]. Je tedy nutné
s témito latkami pracovat, pokud mozno, za GipIné tmy a vyhnout se tak degradaci téchto molekul.
Zdali je vroztoku pfitomno veétsi mnozstvi degradacnich produktti chlorofylu, Ize jednoduse
poznat zménou barvy roztoku z intenzivné zelené na barvu olivovou az hnédou. Dalsi hojné se
vyskytujici molekulou je chlorofyl b, ktery je obsazen ve vysSich rostlinach, zelenych tfasach a
sinicich [26]. Dalsi, méné Casté, jsou chlorofyly c;, c2 a d, které se nachdzeji v sinicich a hnédych

fasach jako podptlirné lapace svétla pro nezbytnou fotosyntézu.

Tyto ptirodni chlorofyly maji lipofilni povahu diky svym dlouhym nepoldrnim postrannim
fetézclim, jejich tetrapyrolova cast molekuly ma vSak hydrofilni povahu. Tyto molekuly se tedy
dobte rozpoustéji v organickych rozpoustédlech jako je dimetylsulfoxid (DMSO), hexan, heptan,

chloroform a metanol.
b) Hydrofilni chlorofyly

Jedinym chlorofylem, ktery je rozpustny ve vod¢, je chlorofylin. Diky mensi sloZitosti molekuly
oproti chlorofylu a nebo b je mozna jeho semisyntetickd vyroba, kterd je jednodussi a cenové
mén¢ narocna nez jeho izolace. Chlorofylin je bézné pouzivan v potravinaiském pramyslu jako
zelené barvivo potravin [27]. Tato molekula ma oproti chlorofylu a a b ve svém centru navazany

atom médi na misto atomu hoi¢iku.

1.6 CHLOROFYLY JAKO BIOLOGICKY AKTIVNI SLOUCENINY

Bylo zjiSténo, Ze chlorofyly se v organismu uplatiiuji jako velice ucinné biologicky aktivni
slouceniny, které jsou schopny zménit aktivni formu mutagenti a karcinogeni biologickou
transformaci na neaktivni latky. Jednim z hlavnich mechanism@ pasobeni chlorofylii je zména
koncentrace volného karcinogenu vytvofenim kovalentni vazby za vzniku komplexu karcinogen-
chlorofyl, ktery ztraci své biologické vlastnosti; dale je to inhibice metabolické aktivace mutagenu
a vneposledni fad¢ degradace kone¢né aktivni formy mutagenu [28]. V jiZ zminéné dieté
v zemich zapadni Evropy a ve Spojenych statech (Western diet) vznikaji v organismu z potravy
heterocyklické aromatické aminy (pfedevsim pii tepelném zpracovani potravy; koufenim tabaku),
které jsou zndmymi mutageny a karcinogeny. Jsou schopny piimé interakce s DNA

prostfednictvim tvorby kovalentnich aduktl skrze aktivaci enzyml cytochromu P450 v jatrech.
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Tento proces miize pusobit vorganismu rizné mutace a prispivat k rozvoji nadorovych
onemocnéni. DalSimi mutagennimi latkami jsou polycyklické aromatické uhlovodiky, ethydium
bromid, aflatoxiny, akridinova barviva a nékteré léky, které jsou soucasti chemoterapie
(daunomycin, doxorubicin, mitoxantron). Bylo zjisténo, ze nékteré piirodni biologicky aktivni
aromatické slouceniny (jako napft. chlorofyly) mohou chranit pfed genotoxickymi ucinky téchto,
pro organismus, nebezpecnych latek [29-31]. Chlorofyly a, b ¢i feofytiny nejsou rozpustné ve
vodé, a proto chlorofyly jako zdroj z potravy maji mensi Sanci se vsttebat do organismu, pokud
nejsou piijimany zaroven s tuky. Na druhé stran¢ chlorofylin, ktery je zcela rozpustny ve vodé, je

pro organismus Iépe dostupny [32].

1.7 SYNTEZA PORFYRINU

Chlorofyly 1 hem vznikaji z protoporfyrinu IX (Obr. 3.). Protoporfyrin IX je velice dilezitym
prekurzorem zékladnich biologickych molekul jako je naptiklad hem, cytochromy ¢i chlorofyly
v rostlinné ti8i. Celd fada organismu od bakterii az po savce je schopna syntézy této molekuly ze
zékladnich prekurzort jako je glycin, sukcinyl-koenzymA ¢i glutamat [33]. To poukazuje na
dalezitost a rozsifenost této molekuly. Chlorofyly vznikaji chelataci protoporfyrinu IX hot¢ikem
pusobenim enzymu Mg-chelatdzy a hem vznika chelataci protoporfyrinu IX Zelezem piisobenim

enzymu ferochelatazy.
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Obr. 3. Syntéza bilirubinu a chlorofyli
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Pievzato a upraveno z Tery M.J., Kendrick R. E., Plant Physiology , 1999, Vol. 119, pp. 143-152
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1.8 DEGRADACE PORFYRINU

Béhem rozpadu cervenych krvinek se uvoliuje v lidském organismu zhruba 300 mg hemu, ze
kterého nasledn¢ vznikd az 300 mg bilirubinu [34]. Tetrapyrolovy hem v bunkach
retikuloendotelového systému (RES) indukuje enzym HMOX1 a za uvolnéni zeleznatych iontd a
oxidu uhelnatého vznika linedrni tetrapyrol biliverdin. Plsobenim enzymu BLVRA nasledné
dochazi k redukci centradlniho methinového mustku a biliverdin je pfeménén na nekonjugovany
bilirubin

Obr. 1.), ktery je velice Spatné rozpustny. Z RES bungk je bilirubin transportovan do hepatocytt
nespecificky navazany na proteiny, piedev§im na albumin ¢i apolipoprotein D v molekule HDL-
lipoproteinu [35, 36]. Ve velmi nizké koncentraci (cca do 70 nM) je bilirubin v krevnim fecisti ve
volné formé, tedy nenavazany na vazebnou bilkovinu (oznacovan jako Bf, bilirubin free). Tato
velice nizka koncentrace je vSak velice dilezitd. Bilirubin se diky svému redoxnimu cyklu (Obr.
4.) stava v organismu velice dilezitym antioxidantem. Antioxida¢ni ucinky jsou vysvétlovany
zejména pritomnosti C10 methylenové skupiny, ktera slouzi jako ochotny donor elektronu
reaktivnim formam kysliku v krevni plazmé a tkanich [9]. Pisobenim ROS z bilirubinu vznika

biliverdin a ten je opét zpétné pfeménovan na bilirubin [37].

Obr. 4. Redoxni cyklus bilirubinu
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V jaternich sinusoidech dochézi k transportu bilirubinu z albuminu do jaterni buiiky pomoci
aktivniho transportéru prevazné¢ zrodiny OATP transportéri [38]. V jaterni bunice je
nekonjugovany bilirubin vazén na specifické intracelularni proteiny. Bilirubin se nekovalentné
véaze na enzym glutathion-S-transferazu B [39] a nizkomolekularni protein FABP1 a je dopraven
k hladkému endoplasmatickému retikulu, kde se konjuguje s kyselinou glukuronovou (tim se
zvysi jeho polarita). Konjugovany bilirubin je dale vylu¢ovan do zlucovodu aktivnim transportnim
systémem pomoci transportéru organickych ionth MRP2. V koncové ¢ésti tenkého a v tlustém
sttevé je konjugovany bilirubin hydrolyzovan [-glukuroniddzou stfevnich bakterii zpét na
nekonjugovany bilirubin, ktery je pfeménovan bakteridlnimi enzymy ptes mezobilirubin na
bezbarvy urobilinogen a sterkobilinogen. Cast téchto produktti je nasledné oxidovana na
zlutooranzovy urobilin a tmaveé cCervenohnédy sterkobilin, které jsou vyluCovany stolici a

zpusobuji jeji barvu [34, 40, 41].

Distribuce slou¢enin chlorofylu na druhou stranu neni ptili§ znama. V rostlinach byl objeven Mg-
ATP zavisly transportér AtMRP2, ktery piepravuje velké molekuly jako konjugovany glutathion a
katabolity chlorofylu do vakuol [42]. Distribuce v lidském organismu neni pfili§ znama.
Chlorofyly pfijaté z potravy jsou pieménény na micely a jejich metabolity se v krevnim fecCisti
z velké cCasti vazou na plasmatické proteiny. Pii konzumaci lipofilnich chlorofylti je velice
dalezity soucasny piijem tukti pro lepsi vstiebatelnost a tvorbu micel. Na druhé strané€, hydrofilni
chlorofyl (chlorofylin) nepotiebuje pro svou micelarizaci ptijem tukii v potravé. Byly zjistény
velké rozdily v resorbovatelnosti derivatii chlorofylu. Derivaty chlorofylu obsahujici fytyl
podstupovaly pasivni absorpci jednoduchou difuzi, kdezto derivaty bez fytylu vyuzivaly pasivni
absorpci usnadnénou difuzi. Strukturni modifikace chlorofylovych pigmentii, zejména téch, kde
doslo k deesterifikaci fytolu, vyznamné zvySuje (cca 65x) prostupnost téchto latek z potravinové

matrice do buné€k sttevniho epitelu v pribéhu traveni a stavaji se tak biologicky dostupnéjsi [43].

Byla provedena modelova studie na psech, ktera se snaZila objasnit vstfebani chlorofylu do
organismu ze Spenatu obsazené¢ho v potravé. Byla odhadnuta zdanliva absorpce v zévislosti na
obsahu chlorofylu v potravé, ptficemz byl odecten chlorofyl a jeho metabolity vyloucené stolici.
K absorpci chlorofylu z potravy dochazelo ze cca 2 — 4 %. [44] Pfedpoklada se, Ze i1 takto malé
procento absorbovaného chlorofylu postacuje k zajisténi protektivnich biologickych uc€inki
(antioxida¢ni ochrana, protinddorové pisobeni atd.). Zbytek chlorofylu se vylucuje stolici, coz
miize byt vyhodou, protoZe nékteré studie dokazuji, Ze chlorofyly maji vliv na sniZeni rizika

vzniku kolorektalniho karcinomu [45, 46].

19



Pti zkoumani distribuce chlorofylu a jeho metabolitti u kralikli krmenych Spendtem bylo zjisténo,
ze v jatrech se naléza chlorofyl a a b, chlorofylid a a b, feofytin a a b a feoforbid a a b, ptiCemz
nejvyss$i koncentrace latek byly 8 hodin po krmeni. Ve Zzluéniku se vyskytoval pievazné
chlorofylid a a a’, feoforbid a a a’, feoforbid b a b” s nejvyssimi hodnotami 2 hodiny po krmeni.
Feoforbid a a b byl detekovan také v krvi a v ledvinach s nejvyssi koncentraci 12 hodin po
krmeni. Dfivéj$i vyskyt chlorofylidu a’, feoforbidu a a b ve Zlu¢niku v porovnani s hladinami
v jatrech (2. hodina vs. 8. hodina po krmeni) poukazuje na to, Ze tyto metabolity chlorofylu byly
kompartmentovany odlisné¢ a mohou podstupovat stejny transport, jaky je charakteristicky pro
zlucové kyseliny. Koncentrace feoforbidu v krvi byly na vrcholu pozd¢€ji v porovnani s jatry. Zda
se, ze chovani chlorofyli v enterohepatalnim ob&hu je podobné, jako u zZluovych kyselin, které
maji velmi nizké plazmatické koncentrace, ale jejich hodnoty prudce stoupaji v portalnim fecisti
jater. Z literatury také vyplyva, Ze chlorofyly a a b mohou byt pfeménovany stievnimi bakteriemi

na chlorofylid a a feoforbid a a b. [47]

1.9 CENTRALNI ATOMY PORFYRINU

V centru porfyrinii byvd vazan iont kovu. Takovym porfyrinim fikdme metaloporfyriny. Jak
struktura porfyrinu tak i pfitomnost centralné vazaného iontu muze ovliviiovat antioxidacni
aktivitu téchto latek diky rizné sile vazby takového iontu a zménou konformace molekuly. Napf.
Ni, Cu a Mg derivaty potlacuji oxidaci kyseliny linolové superoxidovym aniontem, zatimco Fe
derivaty oxidaci podporuji [48]. Ionty vyskytujici se v porfyrinech mohou byt napft. ionty Fe, Cr,
Mg, Co, Ni, Mg, Mn a Zn. V centru chlorofylu @ a b je vazany hoteCnaty iont, v centru

chlorofylinu je méd’'naty iont a hem obsahuje iont zeleznaty. [49, 50]

1.10 METABOLICKE DRAHY OVLIVNOVANE PORFYRINY

Jak jiz bylo zminéno, tetrapyrolova ¢ast chlorofyli ma velmi podobnou strukturu jako bilirubin
a biliverdin (Obr. 1. a 2.), coz jsou Zlucové pigmenty zndmé svymi silnymi antioxidanimi [7] a
dal§imi biologickymi vlastnostmi [8]. Antioxida¢ni a antiproliferaéni ucinky bilirubinu a
biliverdinu byly popsany nejen v experimentalnich studiich, ale také v celé tfad€ klinickych

pozorovani [51, 52].

ProtoZe data tykajici se molekularni podstaty moznych protektivnich uc¢inki chlorofyld nejsou
ptili§ znama, predpokladali jsme, Ze budou ovliviiovat metabolické drdhy shodné s témi, které

ovliviiyje bilirubin. Tyto specifické drahy se uplatiiuji v bunééné signalizaci, imunitni odpovédi,
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regulaci produkce volnych kyslikovych radikald i bunééné proliferaci. Zaméfili jsme se proto na

studium nasledujicich drah:
a) Hemoxygenazova draha

HMOX je hlavnim enzymem v katabolismu hemu a je jednim z klicovych enzymi obrany pted
oxida¢nim stresem. Studie z poslednich let poukazuji na vyznamnou tllohu HMOX v cytoprotekei.
Indukce HMOX rtiznymi chemickymi induktory poskytuje ochranu kultivovanym bunkam in vitro
a in vivo. [53] Cytoprotektivni u€inky tohoto enzymu jsou pii jeho overexpresi zprosttedkovany
predevs§im zvySenou odolnosti bunék vici apoptdze a zvySenim bunécného ristu. Predpoklada se,
ze HMOX vytvafi tento antiapoptoticky uc¢inek nékolika mechanismy, a to snizenim hladin
intracelularnich prooxidantti, zvySenim hladin bilirubinu a zvySenim produkce oxidu uhelnatého.
Oxid uhelnaty mize vyvolat antiapoptoticky ucinek inhibici exprese p53 a inhibici uvolilovani
mitochondridlniho cytochromu c. [53] AvSak cytoprotekce u nadorovych bun€k neni zaddouci a
indukce HMOX v nékterych nadorovych tkdnich a bunéénych liniich je spojovdna s podporou
rustu a progresi nddort [8]. HMOX hraje tedy diileZitou roli v kancerogenezi; jeji overexprese za
urcitych podminek podporuje také syntézu vaskularniho endotelidlniho ristového faktoru (VEGF)
[54], avSak mlize mit 1 antiangiogenni u¢inky [55]. Snizena HMOX aktivita v nddorovych tkénich
je spojovana s aktivaci nadorové apoptodzy a je spojovana s niz§im bunéénym ristem. Patii mezi
tzv. heat-shock proteiny rodiny HSP32 a kjeji aktivaci dochdzi mimo jiné také stimulaci
oxidacnim stresem, ¢i zvySenym mnozstvim tetrapyrolového hemu. Indukce HMOX byva tedy
spojovana se zvySenym oxida¢nim stresem, avSak vliv tohoto enzymu na kancerogenezi je znacn¢

kontroverzni a jeho role zatim neni zcela objasnéna.

HMOX se vyskytuje v organismu ve dvou izoforméch; prvni je inducibilni forma HMOX1, ktera
je indukovatelnd tadou faktorti zvysSujicich oxidacni stres; druhou formou je konstitutivni
izoenzym HMOX2. V nasi praci jsme se zabyvali studiem vlivu tetrapyrolovych slou¢enin na tuto
drahu, konkrétné€ jsme zkoumali aktivitu HMOXT1 a expresi HMOX mRNA. Soucasti této drahy je
i enzym BLVRA, ktery se vyskytuje zejména v tkanich s vysokou aktivitou HMOX, kde redukuje
biliverdin za vzniku bilirubinu. Uplatiiuje se v protekci pfed fadou patologickych stavii
zahrnujicich onemocnéni gastrointestinalniho traktu, ledvin a centralniho 1 periferniho nervového

systému.
b) Redoxni signaliza¢ni draha

ProtoZe redoxni signaliza¢ni drdha ovlivituje proliferaci jak normélnich, tak i nddorovych bunék,

zaméftili jsme se také na mitochondridlni redoxni systém a produkci volnych radikalt. Hlavnim
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zdrojem intracelularnich volnych kyslikovych radikalt v rdmci bazalnich podminek je superoxid
vznikajici v dychacim fetézci mitochondrii. Mitochondridlni superoxid pfitom aktivuje tfadu
intracelularnich cilt, véetné NF-kB (p50, p65 podjednotky nuklearniho faktoru kappa B) [56],
mTOR (mammalian target of rapamycin) [57], inflammasomu, které predstavuji vyznamné

patogenni faktory v kancerogenezi.

1.11 OXIDACNI STRES A ANTIOXIDACNI OCHRANA BUNEK

ROS jsou meziprodukty redukce kysliku na vodu. Jsou to siln€¢ oxidativni latky nebo extrémné
reaktivni volné radikaly poSkozujici bunky i1 funkéni molekuly, avSak jsou nedilnou soucasti
zijicitho aerobniho organismu. ROS mohou byt prospésné, protoze se podileji na tvorbé energie
[58], ucastni se biotransformace xenobiotik (hydroxylace, zvySeni rozpustnosti a detoxikace latek)
[59], jsou soucasti obranyschopnosti organismu [60] a jsou také signaliza¢nimi molekulami [61].
Cilem signalizace jsou transkripéni faktory, proteinkinazy a fosfatazy, které jsou aktivovany
oxida¢nim stresem a vysledkem miiZze byt stimulace bunééné proliferace (Akt, ERK), indukce
apoptozy (p53), produkce protilatek (NF-xB) ¢i starnuti bunék [62]. ROS jsou nedilnou soucasti
respiracniho fetézce, ktery se stava nejvetsim producentem kyslikovych radikalii v organismu [63,
64]. Pienosem jednoho elektronu na molekulu kysliku vznika extrémné reaktivni superoxidovy
radikal [65]. Vyznamnym producentem ROS jsou aktivované fagocyty. V piipadé¢ zanétu nebo
napadeni mikroorganismy je skrze NADPH oxidazu spusténa tvorba superoxidu, dale peroxidu

vodiku a dalsich ROS k likvidaci patogennich latek [66].

K oxida¢nimu stresu v organismu dochazi v situaci, kdy je tvorba ROS prevazena nad
antioxidacni schopnosti bunék. Tato velice dilezitd rovnovaha je udrzovana systémem

antioxida¢ni obrany organismu. [67]

ROS v organismu

vvvvvv

uveden na Obr. 5.

Superoxidovy radikal 0"

Molekula kysliku obsahuje dva neparové elektrony, avSak diky svému uspotadani elektronl je
velice stabilni. Pokud dojde k pfijmuti jednoho elektronu, vznikne reaktivni superoxidovy radikal.

Radikalové poskozeni ma charakter fetézové reakce a stabilizuje se pouze vytrzenim elektronu
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z jiné struktury, ¢imz vznika dal$i radikal. Jeho nejvét§im producentem je unik elektroni na kyslik
bud’ v respiranim fetézci z komplexti I a Il v mitochondriich [68, 69], nebo z jinych redoxnich
systémil (napfiklad pasobenim cytochrom P450 monooxygenazy) [70]. Superoxid mize dale
vznikat pasobenim NAD(P)H oxidazy ve fagocytech [71] i1 v nefagocytujicich bunkach [72-74],
dale ptsobenim nékterych enzymt (xanthinooxidaza [75], cyklooxygenaza, lipooxygenaza),
reakci hemoglobinu s kyslikem nebo autooxidaci riznych latek (askorbat, glutathion, thioly atd.)

[76]. Superoxidovy radikal ma omezeny priichod membranami [77].

Peroxid vodiku H,0:

Pokud superoxid piijme jeden elektron, vznikd nestabilni peroxidovy aniont O.%, jehoz
hydrogenaci (enzym: superoxiddismutdza) vznikd peroxid vodiku, ktery je za normdlnich
podminek stabilni. V endotelu vznikd pfedev§im ze Ctyf enzymatickych systémi, které obsahuji
ruzné formy NADPH oxidéazy, xanthinooxidoreduktazy, syntdzy oxidu dusnatého (eNOS) nebo
pochéazi z mitochondridlni aerobni fosforylace. Jsou popsany i dalsi zdroje vzniku jako napf.
plsobenim monoaminooxidazy, lipoxygenazy, cyklooxygendzy atd. [78] Odstraiiovan je
glutathionperoxiddzou nebo kataldzou [79]. Peroxid vodiku ma zajistén volny prichod skrz
bunéné membrany pomoci aquaporinovych kanali a tak je jeho intracelularni koncentrace

v rovnovaze s koncentraci vn¢ bunky. [80]

Hydroxylovy radikal OH *

Ptijme-li peroxidovy aniont dalsi elektron, dojde k rozpadu molekuly na O* a O . Po pfijeti dvou

protonil se O* pifeméni na vodu, aviak protonaci O vznikad OH °.

Pfi pietiZzeni organismu Zelezem muize dochdzek k uvoliovani Zeleza z feritinu. Hydroxylovy
radikdl miZe vzniknout reakci peroxidu vodiku s redukovanymi kovy (Fe?’, Cu?") Fentonovou

reakci (H20, + Fe?" — HO" + OH™ + Fe*"). [81]

Lipoperoxidové radikaly LOO *

V membrané erytrocytii se z acylovych zbytkii mohou plisobenim ROS tvofit acylové radikaly,
které se po reakci s kyslikem méni na lipoperoxidové radikaly. Tato lipidova peroxidace mize mit

za nasledek nevratné poskozeni membran i hemoglobinu.
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Dalsi ROS vyskytujici se v organismu jsou hydroxyperoxyl HO?', kyselina chlorna HCIO, 0z6n
03, singletovy kyslik 10, atd.

Obr. 5. Reaktivni formy kysliku

molekularni

kyslik
dispropor-
mace
superoxidovy
radikal /

peroxidovy peroxid vodlku :
aniont 7—’ H,O, —= W
e 2H*
hydroxylovy
radikal
H20 -«

OH"W
voda
Ht 2H*

@ superoxiddismutaza (2) katalaza

Inspirovano a upraveno z Krumova, K., & Cosa, G. (n.d.). Chapter 1. Overview of Reactive Oxygen Species.
Comprehensive Series in Photochemical & Photobiological Sciences. Royal Society of Chemistry.
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Antioxidacni ochrana organismu
a) Biologické antioxidanty

Jednim ze systému ochrany kazdé bunky pted ROS je ptitomnost antioxidantt. Jsou to latky, které
reaguji s oxidacnimi Cinidly a redukuji je na méné¢ Skodlivé molekuly a tim chrani buiku pted
oxida¢nim poskozenim. Mezi takové latky patii vitaminy E, C a A, ubichinol, nebo-li koenzym
Q, Kkarotenoidy, flavonoidy, kyselina mocova, Kkyselina lipoova, glutathion, albumin a

bilirubin. [8, 82-85]

Zvlasté dilezitym antioxidantem je glutathion (GSH), ktery se vyskytuje v kazdé buiice a udrzuje
reduk¢ni prostiedi. Glutathion je tripeptid sklddajici se z y-glutamylového (Glu) a cysteinylového
(Cys) zbytku a glycinu (Gly). Obsahuje y-peptidovou vazbu a thiolovou skupinu. Glutathion je
snaze oxidovatelny nez thiolové skupiny proteinli, a proto je oxidovan piednostné a dilezité
proteiny ¢i enzymy jsou tak chranény [86]. Dvé molekuly redukované formy glutathionu (GSH) se
pii1 oxidaci spoji na disulfid (GSSG, enzym: glutathionperoxidéza) a odevzdaji dva elektrony pro
redukci ROS. GSSG se muze opét rozlozit (enzym: glutathionreduktdza + NADPH) na GSH a
cyklus se opakuje (Obr. 6.).
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Obr. 6. Oxidace glutathionu a vznik glutathiondisulfidu
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Piisobeni bilirubinu jako antioxidantu je vysvétleno vyse v kapitole 1.8 Degradace porfyrinii a
antioxidacné ptisobi piredevsim diky svému redoxnimu cyklu (Obr. 4. Redoxni cyklus bilirubinu).
Ackoliv vysoké koncentrace bilirubinu vedou k jeho akumulaci v mozku a hrozi neurotoxicky
efekt [87], mirné zvySené hladiny bilirubinu oproti fyziologické koncentraci (napf. u jedinct
s Gilbertovym syndromem) jsou spojovany s niz§im rizikem vzniku ateroskler6zy, nékterych
nadorovych a kardiovaskularnich onemocnéni a onemocnéni podminénych oxida¢nim stresem
[51, 88]. Protizanétlivé a antioxidacni GCinky bilirubinu jsou prokazany v nékolika studiich,
pfiCemz bilirubin plsobi riznymi mechanismy, napf. je silnym inhibitorem NADPH oxidazy [89],
jednoho z nejvyznamnéjSich enzymua produkujici ROS. Bilirubin také ptimo likviduje ROS za

sou€asné pfemény na biliverdin.

Velice dilezitym antioxidantem je vitamin E (tokoferol), ktery pierusuje radikdlové fetézové
reakce autooxidaci (zejména pii1 peroxidaci mastnych kyselin). Sbirdnim peroxidovych radikalt
chrani ptfedevSim nenasycené lipidy v buiikédch a v krevni plazmé [90]. Radikalova forma vitaminu
E je zpétné redukovana vitaminem C (kyselinou askorbovou), takze se jedna o znovu obnovitelny
antioxidant. [91, 92] Vitamin E mé prokézané protizanétlivé a antiaterogenni ucinky. Ma také
antikoagulacni aktivitu, pfiCemz brani agregaci krevnich desticek a mlze ptfedchazet vzniku
trombozy. [93] Vitamin A (retinol, 3-dehydroretinol) je dulezitym prekurzorem zrakového
pigmentu rhodopsinu, je nezbytny pro bunécny rast a diferenciaci a to piedevSim bunéck
epitelidlnich a kostnich. Je nezbytny pro vyvoj organli v embriondlnim vyvoji, je také nezbytny
pro spravnou funkci krevnich bun€k, pro fungovani imunitniho systému a v neposledni fadé

pusobi jako antioxidant (zabranuje ptfedevsim lipidové peroxidaci). [94]

B-karoten (provitamin A) je inhibitorem peroxidace a jeho antioxida¢ni plisobeni v téle je

nejpravdépodobnéjsi v kiizi, kde zhasi singletovy kyslik po UV ozateni pokoZzky. [95]

Albumin je sérovy protein, jehoz funkci je transport velkého mnoZzstvi rliznych substrati, véetné
mastnych kyselin, zlucovych pigmentii a nékterych 1é€iv a bezpecné transportuje latky na misto
urc¢eni. Albumin je schopny inhibovat peroxidaci a hemolyzu erytrocytti. Dale inhibuje produkci
volnych hydroxylovych radikald, napt. ze systémil obsahujicich dvojmocné ionty kovii a H2Os.
[96] Nekteré ztakto vazanych iontd kovll na albumin jsou vSak stidle dostupné pro H>O2 a
superoxid a mohou tvofit hydroxylové radikaly. Nicméné tyto vzniklé radikaly okamzité atakuji

molekulu albuminu, ktera se degraduje a je snadno biologicky nahrazena. [97]

Koenzym Q (ubichinol) je pro lidsky organismus velice dilezitym antioxidantem, ktery je

rozpustny Vv lipidech. Je pfitomny ve vSech bunéénych membranach a tak se svym mnozstvim a
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moznosti se znovu regenerovat stava dulezitou antioxida¢ni slozkou v organismu. Koenzym Q je
schopny branit lipidové peroxidaci pfimo pieruSenim fetézové reakce, pficemz se sam oxiduje,
nebo antioxidacné plisobi nepfimo regeneraci vitaminu E. Diky své lokalizaci v misté s nejveétsi
produkci kyslikovych radikalt, jako soucast mitochondridlniho respira¢niho fetézce, pred oxidaci

ochranuje lipidy, proteiny i DNA. [98-100]

Flavonoidy jsou pfirozené¢ se vyskytujici polyfenolové slouceniny s Sirokym spektrem
biologickych ucinkd. Jejich antioxidacni aktivita spociva v aktivnim vychytavani volnych
radikald, zhaseni singletového kysliku, chelatuji kovy a jsou schopny inhibovat rizné prooxidacni

enzymy. Nékteré flavonoidy mohou vykazovat také prooxidaéni efekt. [101, 102]

Kyselina mocova je jednim z hlavnich antioxidant krevni plazmy, avSak jeji zvySené hodnoty
jsou asociovany s rozvojem obezity, hypertenze a kardiovaskularnich onemocnéni.
V aterosklerotickém prostfedi se z piivodniho antioxidantu kyseliny mocCové stava prooxidant
[103]. Vysvétlenim tohoto paradoxu miize byt pokus o ochrannou odpovéd’ organismu, kdy se

koncentrace kyseliny mocové zvysuje. [104]

Kyselina lipoova je prostetickou skupinou enzymii a ucastni se predevSim oxidacni
dekarboxylace oxokyselin. Je velice vyznamnym antioxidantem a napomaha udrZzovani stalé
hladiny cukru v krvi. Kyselina lipoova reguluje recyklaci ostatnich oxidovanych antioxidanti.

[105, 106]

b) Antioxida¢ni enzymy
Superoxiddismutaza

Tento enzym katalyzuje rozklad dvou superoxidovych radikalt na kyslik a méné skodlivy peroxid

vodiku (Obr. 5.).
20;" +4H" —> 2H,0 + O

U savct existuji 3 druhy tohoto enzymu. Superoxiddismutaza 1 se nachazi v cytoplazmé a jejimi
kofaktory je méd’ a zinek. Superoxiddismutidza 2 je soucdsti mitochondridlni matrix a jejim
kofaktorem je mangan. Superoxiddismutaza 3 je v extracelularnim prostoru a kofaktory jsou opét

ionty medi a zinku. [107, 108]
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Glutathionperoxidaza

Glutathionperoxiddza, enzym obsahujici selen, katalyzuje oxidaci glutathionu peroxidem za

vzniku disulfidu (Obr. 6.). [109, 110]
2GSH + H,O, —> GSSG + 2H,0
Katalaza

Katalaza se vyskytuje v peroxizomech a mitochondriich a katalyzuje reakci vzniku kysliku a vody
z peroxidu vodiku (Obr. 5.). Jednd se o tetramer a kazda z jejich podjednotek obsahuje hem
s zelezem. Exprese a lokalizace katalazy je vyrazné zménéna v nadorech. [79] Molekularni
mechanismy regulujici expresi katalazy zatim nejsou zcela objasnény. Nadorové buiiky jsou
charakteristické zvySenou produkci ROS a pozménénou expresi antioxida¢nich enzymt, coz

poskytuje vyhodu pro proliferaci. [111]
2H,0; —> 2H>0 + O»
HMOX a BLVRA

Tyto dva enzymy katalyzuji rozpad hemu a jejich hlavni antioxidacni piisobeni spoc¢iva v produkci
biliverdinu a bilirubinu. Inducibilni forma HMOXI1 je indukovatelnd fadou faktord, napf.
tepelnym Sokem, vzplanutim fagocytii, prozanétlivymi cytokiny, ROS, hemem atd. Pasobenim
HMOX zhemu vznika biliverdin, ktery je nésledné BLVRA ptfeménovan na bilirubin a
bilirubinovy cyklus je schopny opakované likvidace ROS (Obr. 4.). BLVRA regeneruje bilirubin
v redoxnim cyklu a bylo zjisténo, Ze snizené hladiny BLVRA vedou k nékolikandsobnému nartistu

ROS v bunkach [9] a stejné€ tak tomu je i pii1 deficiencit HMOX [112].

¢) Sekvestrace Zeleza a médi

Fe nebo Cu ionty jsou v aktivnich centrech vSech proteinii pracujicich s kyslikem, protoZe ochotné
pfijimaji 1 poskytuji elektron, avSak jako volné ionty jsou velice nebezpecné, protoze mohou
samovoln¢ podléhat Fentonové reakci za vzniku ROS. Uvniti a vné buniky proto funguje odlisny
systém ochrany. Tyto kovy se vazi na specializované proteiny, diky kterym mohou byt bezpecné
transportovany v extracelularnim prostoru. Takovymi proteiny jsou napiiklad transferin, feritin,
ceruloplazmin, albumin, haptoglobin a dalsi. [85, 113, 114] Vazba kovl na proteiny je jednim
z nejdilezitéjSich zplsobii ochrany pfed oxidacnim stresem. Po vstupu iontl do buiky jsou

v intraceluldrnim prostoru volné. Intracelularni prostor je vybaven antioxida¢nimi enzymy a
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redukovanymi thioly, takze ROS nemohou oxidovat volné ionty kovl. Odstranovani ROS vSak

neni vzdy zaddouci, zejména pro signdlni funkce téchto molekul. [115, 116].

1.12 RESPIRACNI RETEZEC A AEROBNI FOSFORYLACE

Buné¢na respirace a tvorba energie probiha na vnitini strané mitochondrialni membrany, z niz lze
izolovat pét multienzymovych lipoproteinovych komplext, jejichz substraty jsou mobilnimi
slozkami dychaciho fetézce a aerobni fosforylace a jsou oznacovany Cisly [ az V. Z komplexu I a
IT jsou elektrony pfendseny koenzymem Q ke komplexu III a z n€j jsou pak elektrony pieneseny
membranovym cytochromem c¢ na komplex IV. Pfenosem elektronti pfes komplexy I, II, IIl a IV
dochazi k ptenosu protontt do cytosolového prostoru mitochondrie. [117-119] Bunécnd respirace
tak vede krozdilim v koncentraci protond uvnitf a vné membrany, tvofi se membranovy
potencial, a tok protoni zplisobeny rozdilnymi koncentracemi zplsobuje vznik protonového
gradientu. [120] Komplex V, ATP-syntaza, vyuziva tohoto gradientu pro tvorbu energie. [121]
Membranovy potencial hraje dualezitou roli pro normalni funkci bunky, napf. pro pienos
nervového vzruchu, ucasti na aktivnim transportu latek v mitochondriich nebo pro tvorbu energie
v procesu aerobni fosforylace. [122] Proces pienosu elektronii v dychacim fetézci muze byt
inhibovan riznymi latkami, které specificky ptisobi na urcitém misté dychaciho fetézce. Rotenon
[123] a piericidin [124] jsou inhibitory komplexu I. Antimycin [125], myxothiazol [126],
stigmatelin [127] inhibuji komplex III; CN, N3 -, CO a NO inhibuji pfenos elektroni pies komplex
IV. [128] ATP-syntéza je inhibovatelna oligomycinem. [129] Nékteré latky, napt. lipofilni slabé
kyseliny, jsou schopny pfenaSet proton pfes vnitfini membranu mitochondrie z
mezimembranového prostoru do matrix a tim zptsobuji pokles protonového gradientu bez vzniku
ATP. Takovymi latkami jsou napiiklad dinitrofenol, karbonylkyanid m-chlorofenylhydrazon
(CCCP) a karbonylkyanid p-trifluoromethoxy-fenylhydrazon (FCCP). [130] Tyto latky
oznacujeme jako rozptahovafe. Pouzitim substrati dychaciho fetézce, specifickych inhibitort,
rozptahovacl a ionoforli je mozné testovat a hodnotit funkei dychaciho fetézce jako celku nebo
také jednotlivych enzymt dychaciho fetézce.

Ptenos elektronli v respira¢nim fetézci produkuje velké mnozstvi ROS a mitochondrie jsou jejich
nejveétSim producentem v organismu [63, 64]. Jak jiz bylo zminéno, kyslikové radikaly maji nejen
nesmirn¢ dileZitou ulohu pii tvorbé bunétné energie, ale jsou také vyznamnymi signalnimi

molekulami a ucastni se obranyschopné reakce organismu pred patogeny.
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1.13 ROLE ROS U NADOROVYCH BUNEK

Bez tvorby ROS v mitochondriich by nebyla moznd tvorba bunécné energie. Ackoli je hladina
ROS v mitochondriich pfisné regulovadna, stdvd se tato organela majoritnim zdrojem ROS
v buiice. ROS maji v intracelularnim prostoru nesmirné dilezitou funkci signalnich molekul,
pricemz prtispivaji k fadé bunéfnych procest, jako je napiiklad proliferace zdravych bunck,
ucastni se regulace hypoxii indukovanych faktort (HIFs) a jsou dulezitymi mediatory
signalizacnich kaskad rastovych faktort. Nadorové buiky vyuzivaji mitochondrialni ROS ku
svému prospéchu, zejména pro nadmérnou aktivaci ristovych faktord a udrzovani angiogeneze
v hypoxickych podminkach. [131] Jednou ze zadkladnich charakteristik nadorové bunky je
schopnost podporovat proliferaci. Abnormalni bunéény rast nddorovych bunék je mozny zejména
diky aktivaci onkogenti a ztraté tumor supresort, které by proliferaci utlumily. [132] Je znamo, Ze
samy nadorové buiiky produkuji ROS ve zvySené mife, a to pfedevsim ve formé peroxidu vodiku
[133]. ZvySeny oxidacni stres u nddorovych bunck je ¢asteCné zplisoben onkogenni stimulaci,
zvysenou metabolickou aktivitou a mitochondridlnimi poruchami. [134] Takto produkované¢ ROS
podporuji tumorigenezi oxidacnim poSkozenim DNA, které podporuje genetickou nestabilitu, a
biochemickymi a molekuldrnimi zménami, které jsou nezbytné k progresi nadort [135]. Na druhé
stran¢ pfiliS vysoké az toxické hladiny ROS by mohly vést k poskozeni mitochondrialnich
membran, zprostifedkované¢ho volnymi radikaly, nasledn¢ by dochazelo k uvoliiovani cytochromu
¢ z mitochondrie a ke spusténi apoptozy naddorovych bunék. [136] To vede k otazce, zda by se
produkce ROS v nadorovych buiikdch méla potlacovat, nebo naopak vyvolat az toxické hladiny
ROS a dovést tak buiku k apoptdéze [137, 138]. Pokud vsSak fizen¢ nedochazi k potlaceni
pfirozené aktivity superoxiddismutdzy, produkce superoxidu neni natolik velkd, aby spustila
bunéénou apoptdézu a superoxid mulze pusobit pozitivnhé na progresi nadord. [139] VétSina
nadorovych bunék se vyznacuje pfitomnosti mutace v mitochondridlnim genomu a/nebo zménou
obsahu mitochondrialni DNA, coz vede k porucham mitochondrialnich funkci [ 140, 141].

Na rozdil od zdravych diferenciovanych bunék, které ziskavaji energii piedev§im z aerobni
fosforylace v mitochondriich, vétSina nadorovych bunék vyuzivd pro ziskani energie aerobni
glykolyzu. [142] Néadorové bunky méni svllj metabolismus s cilem podpofit rist, prezivani a
proliferaci. Spotifebovavaji zvySené mnoZstvi glukdzy, kterou preménuji na laktat, pficemz je
glykolyza témét UpIn€ odpojena od respiracniho fetézce. Tento jev je pozorovan i u nadorovych
bunék se zcela funkénimi mitochondriemi a nazyva se Warburgiv efekt. [143-145] Aerobni
glykolyza je velice neefektivni zpiisob vyroby ATP oproti klasické aerobni fosforylaci, avSak

umoziiuje nddorovym buikdm snadngj$i zavadéni a zabudovavani Zivin (naptiklad nukleotidd,
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aminokyselin a lipidi) do biomasy potiebné pro stavbu nové buiiky. Tento zplisob metabolismu
zivin vede spiSe k proliferaci nez k efektivnimu ziskavani ATP. [146] Vzhledem k tomu, ze
generace ATP prostiednictvim glykolyzy je méné G¢inna, nez prostiednictvim mitochondridlni
respirace je paradoxem, jak nadorové bunky s touto metabolickou nevyhodou mohou piezit
konkurenci zdravych bun¢k. Odpovédi mize byt, ze buiiky s defektem mitochondridlni respirace
aktivuji Akt drdhu pro pfeziti prostiednictvim nového mechanismu skrze NADH. Respira¢né
deficientni bunky tak vykazuji zavislost na glykolyze, zvySeném NADH a aktivaci Akt, coz vede
k rezistenci viici lékiim a vyhodam pro preziti bun€k v hypoxickych podminkéach. Tato zjiSténi
poskytuji novy mechanisticky pohled na Warburgtiv efekt a vysvétluji, jak mize metabolicka
zména v nadorovych buiikach ziskat vyhodu preziti a odolat terapeutickym ¢inidlim. [147, 148]
Bylo zjisténo, ze Warburgiv efekt poskytuje také vyhodu nadorovym bunkdm posilenim
antioxidacniho systému k neutralizaci akumulace ROS. Pyruvatkinaza (PK), jeden z hlavnich
glykolytickych enzymu, hraje vtomto procesu dilezitou roli. Nadorové bunky exprimuji
piednostné formu M2 tohoto enzymu (PKM2) [149], ktery na zvySené hladiny ROS reaguje
oxidaci svych cysteinovych zbytka. [150] Inhibice PKM2 pak vede k produkci dostate¢ného
redukéniho potencialu, ktery zpusobuje redukci ROS odklonem glukézového metabolizmu do
pent6zového cyklu. Tim, ze naddorova bunka reguluje vlastnosti PKM2, poskytuje ochranu proti
nadmérné produkci ROS bézné pozorované v nadorech. [151]

V normaln¢ fungujicich mitochondriich nddorovych bunc¢k oxida¢ni metabolismus glukozy a
glutaminu dodava citrat a acetyl-koenzymA do lipidové syntézy, ktera je potfebna k tumorigenezi.
Buiiky nékterych nddori vSak obsahuji mutace v citratovém cyklu nebo elektronovém
transportnim fetézci, které¢ blokuji normalni oxida¢ni mitochondridlni funkci. Nadorové bunky s
defektnimi mitochondriemi pouzivaji spiSe na glutaminu zavislou reduktivni karboxylaci nez
oxida¢ni metabolismus jako hlavni cestu tvorby citratu. Tato cesta vyuzivd mitochondridlni a
cytosolové izoformy NADP(+)/NADPH zavislé isocitrat dehydrogenazy a nasledny metabolismus
citratu pochézejiciho z glutaminu poskytuje jak acetyl-koenzym A pro syntézu lipida, tak
ctyfuhlikaté meziprodukty potiebné k produkci zbyvajicich metabolith citratového cyklu a
prekurzort. [152]
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1.14 BUNECNA SMRT A MITOCHONDRIALNI MEMBRANOVY
POTENCIAL (MMP)

Bunééna smrt je velice dilezitym procesem, ktery pomaha udrzeni tkanové homeostazy predev§im
odstranénim infikovanych, mutovanych nebo poskozenych bunék. [153] Deregulace apoptdzy
vede k imunodeficienci, nddorovym a autoimunitnim onemocnénim. [154] Mitochondrie jsou
charakteristické membranovym potencidlem okolo 150 mV a mitochondridlnim gradientem pH,
ktery umoziuje vznik ATP. Mitochondridlni bunéénd smrt je -charakteristickd zménou
transmembranového potencidlu a jeho naruseni vede k permeabilizaci mitochondridlni membrany
s naslednym uvolnénim proapoptotickych faktorti z intermembranového mitochondridlniho
prostoru do cytosolu. [155] Depolarizace mitochondridlni membrany vede k inhibici respirace a
ztraté¢ produkce ATP. [156] Monitorovani apoptotickych markerti, jako je stav MMP a urceni
hladiny reaktivnich kyslikovych radikalt, mtze ptispét k prohloubeni védomosti o mechanismech

mitochondrialni bunééné smrti.
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2 CILE DISERTACNI PRACE

Hlavnim cilem diserta¢ni prace bylo posoudit potencidlni chemopreventivni a antiproliferacni
ucinky tetrapyroll jedlych fas/sinic na experimentalnich in vitro a in vivo modelech nadorovych
onemocnéni. Studovan byl vliv extraktu sinice fasy S. platensis, v dalSich studiich pak detailn¢

biologicky potencidl chlorofyld, tetrapyroli pfitomnych v sinicich 1 zelenych rostlinach.

3 VYZNAM A OCEKAVANE VYSLEDKY
PROJEKTU

Ptinosem vysledkli mélo byt bliz§i porozuméni ¢i objasnéni mechanismii ptredpokladaného
protektivniho ptlisobeni rostlinnych tetrapyrold, jejich role pfi ochrané proti zvySeni oxida¢niho
stresu a kancerogenezi. Ziskané poznatky by mély v klinické praxi velky vyznam zejména

pro chemoprevenci ¢i adjuvantni 1€cbu nadorovych onemocnéni.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 CHEMIKALIE

Sinice S. platensis byla zakoupena od firmy Martin Bauer GmbH (Vestenbergsgreuth, Némecko).
Chlorofylin, komer¢ni chlorofyl @, chlorofyl b, krystalova violet, thyazolyl blue tetrazolium
bromid (MTT), dimetylsulfoxid (DMSO) a média pro praci s bunéénymi kulturami (Minimum
Essential Medium Eagle — MEM, Dulbecco's Modified Eagle's Medium - DMEM, Nutrient
Mixture F12-Ham, RPMI-1640 Hank's solution) a pfidavky médii (neesencidlni aminokyseliny,
L-glutamin, smés antibiotik), v€etn¢ fetalniho hovéziho séra (FBS) byly od firmy Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA). Feofytin a byl ziskan od firmy OC Sciences (Shirley, New York, USA).
Aceton, dioxan a glutaraldehyd (25 % roztok) byly od firmy Penta (Praha, CR). Metanol a
acetonitril byly od firmy Merck (Darmstadt, Némecko).

4.2 PRIPRAVA EXPERIMENTALNICH SLOUCENIN

Pro vybrané experimenty bylo nutné nékteré latky nejprve ptipravit. Zakladem vSech procesi

piipravy byla lyofilizovana sinice S. platensis.

Priprava vodného extraktu S. platensis
Vodny extrakt byl pfipravovan v koncentraci 1 g S. platensis na 30 ml vody. Tento roztok byl
sonifikovan po dobu 15 minut, inkubovan 10 minut pfi pokojové teploté, centrifugovan (8000 g,

30 min, 10 °C) a nasledné lyofilizovan pies noc.
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Priprava chlorofylu a

Ze sinice S. platensis byl izolovan také chlorofyl a. Izolace chlorofylu a byla nezbytna pro
provedeni in vivo studii a bude podrobnéji popsana ve vysledkové Casti. Vysledny postup izolace
chlorofylu a byl modifikaci metody dle Iriyama et al. [157].

Ziskany preparat byl charakterizovan a byla ovéfena Cistota ziskaného chlorofylu a pomoci
nasledujicich metod (detaily viz dale): UV/VIS spektroskopie, HPLC, hmotnostni spektroskopie a

za pouziti metod cirkularniho dichroismu.

4.3 UV/VIS SPEKTROSKOPIE

UV/VIS spektroskopie byla pouzita pro charakterizaci chlorofylu porovnanim spekter komeréniho
a vyizolovaného chlorofylu a a také pro ovéfeni spravné koncentrace obtizn¢ rozpustnych latek.
Mnozstvi feofytinu dostupného pro experimenty bylo velice omezené. Bylo nutné vytvotit zasobni
roztok z malé navazky, ktery byl skladovan pii -20°C. Protoze zde byla obava, zda se feofytin
v roztoku DMSO nesrazi a zdali jsou buinikky exponovany spravné¢ koncentraci této latky, byla
meéfena koncentrace feofytinu spektrofotometricky [158] (UV/VIS Spectrophotometer Lambda 20,
Perkin-Elmer, USA). Pro vypocet koncentrace byly pouzity zndmé hodnoty [158, 159] molarnich

extink¢nich koeficientti (Tab. 1.) a Lambert-Beertiv zakon (A = cle).

Tab. 1. Hodnoty molarnich extink¢nich koeficienti jednotlivych chlorofyli

Molérni extinkéni
Tetrapyrol Rozpoustédlo Vinova délka A [nm] koeficient €
[L/mol/cm]
Chlorofyl a 80% aceton 430 81 110 [159]
Chlorofyl a 80% aceton 663 73 300 [159]
Chlorofyl b 80% aceton 460 118 210 [159]
Chlorofyl b 80% aceton 645 41 370 [159]
Feofytin a 80% aceton 412 112 570 [158]
Feofytin a 80% aceton 665 50 160 [158]
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4.4 VYSOKOUCINNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE (HPLC)

Abychom mohli posoudit Cistotu jednotlivych izolat, bylo nutné zavést HPLC metodu pro
stanoveni chlorofylu @ a b. Byla proto zoptimalizovana metoda [160], kdy jsme jako stacionarni
fazi pouzili kolonu Nucleosil C18 (125 x4 mm, 5 um, Macherey Nagel, Némecko). Slozeni

mobilni faze a jeji gradient jsou blize popsany ve vysledkové Casti.

Analyzy byly provadény na pfistroji Agilent 1200 HPLC s detektorem diodového pole (Agilent,
Santa Clara, CA, USA) pii vlnové délce 650 nm. Pro zavedeni metody byly pouzity komer¢ni
chlorofyly — a a b ve smési (Sigma-Aldrich). Retencni Casy ziskané z téchto analyz byly potom

dale pouzity k charakterizaci izolovanych chlorofyla.

4.5 HMOTNOSTNI SPEKTROSKOPIE

Pro bliz8i urceni necCistot obsazenych v pfipravenych izolatech a pfesnému urceni chlorofylu a
v izolovanych vzorcich bylo pouzito metody hmotnostni spektrometrie ve spojeni s HPLC
(sestava Agilent 1100, CA, USA). K identifikaci latek byl pouzit hmotnostni spektrometr
TSQ 7000 s trojitym kvadrupolem (Thermo Scientific, Némecko) a elektrosprejovou ionizaci.

Hmotnostni spektra (MS) izolovanych chlorofyli byla méfena v metanolovém rozpoustédle a

porovnana s literaturou [161].

4.6 SPEKTROSKOPIE VIBRACNfHO CIR’KUI’ARNiHO DICHROISMU
(VCD), ELEKTRONOVEHO CIRKULARNIHO DICHROISMU (ECD),
A INFRACERVENA SPEKTROSKOPIE (IC)

Pro dalsi charakterizaci izolatu chlorofylu a byly pouZity metody cirkularniho dichroismu (CD),
konkrétné vibracntho CD (VCD) a elektronového CD (ECD), a také metoda infracervené
spektroskopie (IC).

VCD a IC absorpéni spektra byla méfena za pouziti spektrometru ISF66 / S FTIR ve spojeni
s modulem PMA 37 VCD (Bruker, Ettlingen, Némecko) ve spektralni oblasti od 1800
do 1300 cm™, signal byl sbiran po dobu 20 minut.

ECD spektra byla méfena pomoci ECD spektrometru J-810 (Jasco, Tokio, Japonsko) ve spektralni
oblasti 300-750 nm. V UV oblasti byly pouZzity kfemenné kyvety (Starna, Pfungstadt, Némecko) a
ve VIS oblasti byly pouzity 1 cm kyvety (Hellma, Miillheim, Némecko).
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VCD a ECD spektra vyizolovaného chlorofylu a byla méfena v benzenu, pro IC spektra byl pouzit

deuterovany benzen-d6.

4.7 BUNECNE LINIE

Pro in vitro studie byly pouzity nasledujici bunééné linie: buiky lidského adenokarcinomu
pankreatu: PaTu-8902 (DSMZ, Braunschweig, Némecko), MiaPaCa-2 a BxPC-3 (ATCC,
Manassas, VA, USA), buiiky lidského hepatoblastomu HepG2 (ATCC, Manassas, VA, USA),
karcinomu prostaty PC3 (DSMZ, Braunschweig, Némecko) a imortalizované endotelialni bunky
EA.hy926 poskytnuté Dr. Jifim NeuZilem z Griffith University v Australii (ziskané fuzi lidskych
primarnich bunék z umbilikalni Zily s thioguanin rezistentnim klonem A549 a naslednou selekci
v HAT médiu).

Vsechny bunécéné linie byly udrzovany ve zvlhcéené atmosféfe (obsahujici 5% CO» pti 37°C)
v médiu obsahujicim 10% fetdlniho bovinniho séra: PaTu-8902, MiaPaCa-2 a EA.hy926
v DMEM, HepG2 v MEM a BxPC-3 v RPMI ve smési médii EMEM/F12 (1:1).

4.8 TESTY VIABILITY

Viabilita nddorovych bunéénych linii byla posuzovana n¢kolika testy.
a) MTT (thyazolyl blue tetrazolium bromid) test

Pro méteni MTT testem byly bunky kultivovany v 96-jamkové desticce s testovanymi latkami
po dobu 24 hodin. Poté byly inkubovany po dobu 2 hodin s novym médiem obsahujicim MTT
(v koncentraci 1 mg/ml) a obarvené buiiky byly rozpustény v dimetylsulfoxidu (DMSO). Timto
testem je meéfena intenzita fialového formazanu, na ktery je pfeménéno zluté MTT barvivo
v mitochondriich Zivych bunck [162, 163]. Zména barvy odpovidd aktivit¢ mitochondridlnich
oxidoreduktaz a tedy 1 bun&cné viabilité. Absorbance byla méfena pii vinové délce 540 nm ELISA
readerem Sunrise (Tecan, Rakousko), vyhodnocend data byla sbirdna programem Magelan-6

(Tecan, Rakousko).

b) Luminiscencni test viability
Jako alternativni test bylo pouZito vysoce citlivé luminiscencni stanoveni (CellTiter Glo,
Promega) na pristroji Synergy™? (2010, BioTek Instrument Inc.; Winooski, Vermont, USA;
software Gen5™). Je zaloZeno na stanoveni poctu Zivych bunék na zakladé jimi uvolnéného ATP.
Nejprve byly inhibovany vSechny endogenni enzymy uvoliujici se v prib&hu bunééného

rozkladu, které by mohly ATP degradovat. Bunky byly lyzovany a ATP znich uvolnéné
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pfeménilo luciferin, ktery byl soucasti reakéni smési, na oxyluciferin, jehoz luminiscence byla
méfena.

Buiiky byly pipetovany do bilych kultiva¢nich desek v malém mnozstvi, aby v dobé experimentu
mély konfluenci cca 30 % (mez detekce stanoveni je 50 bunck/jamku). Ovlivnéni plsobky
probihalo po dobu 24 hodin. Pfed samotnym meétfenim byla deska 30 minut temperovana pfi
pokojové teploté, nasledné¢ byl piidan pracovni roztok a po 20 minutich byla odectena

[uminiscence.

4.9 STANOVENI POCTU BUNEK

Krystalovou violeti (CV)

Touto metodou je mozné stanovit pocet zZivych buncék zafixovanych na dné jamek, presnéji tedy
pomér mnozstvi bun€k ovlivnénych plisobky oproti mnozstvi kontrolnich bun¢k. P¥iprava bunék
probihala obdobné¢ jako u MTT testu; buiiky byly vysety na 96-jamkovou desticku, po pifisednuti
bylo pfiddno médium obsahujici testované latky, s kterymi byly inkubovany 24 hodin. Poté byl
buiikkdm do média ptidan glutaraldehyd k jejich zafixovani na dno jamek. Bunécna jadra byla
obarvena CV a bunky byly rozpustény v 10 % kyselin€ octové. Intenzita absorbance métena pti
vinové délce 590 nm (ELISA reader Sunrise s vyhodnocovacim programem Magelan-6, Tecan,
Rakousko) odpovidala poc¢tu vSech zivych bunék v jamce [164, 165].

Automatickym pocitaem bunck
Buiiky byly poéitany na automatickém pocitaci bungk Countess™ Cell Counter (Thermo Fisher
Scientific Invitrogen, Waltham, Massachusetts, USA). Bunécna suspenze byla vzdy zfedéna 1:1
s trypanovou modii, diky které bylo mozné odlisit Zivé buiiky, pfes jejichz membrany barvivo
neproniklo, na rozdil od mrtvych bunck, které byly obarveny. Dale bylo pouzivano pocitadlo
Cellometer Auto T4 Cell Viability Counter (Nexcelom Bioscience, Lawrence, MA, USA), kde
nebylo tfeba pouzivat barvivo pro odliSeni zivych a mrtvych bungk.

Biirkerovou pocitaci komirkou
Posledni metodou pocitani bun€k bylo ruc¢ni pocitdni pomoci Biirkerovy pocitaci komirky. Na

dillezitd méteni byly vyuZivany vSechny tfi metody a vysledky z nich byly porovnavany.

4.10 KLONOGENNI ANALYZA

Klonogenni analyza je biologickd metoda pro studium G¢innosti specifického ¢inidla na schopnost

pteziti a proliferaci bun¢k. Buiiky byly na kultiva¢ni misky vysety ve velice fidké koncentraci a na
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konci experimentu bylo sledovdno procento buné€k, které prezily. V naSich experimentech byly
buriky vysety v poétu 6000 bungk/10 cm? kultivaéni misku. Po ptisednuti bun&k k povrchu (cca po
2 hodindch) byla miska ovlivnéna chlorofylem @ v koncentraci 125 pmol/L. Bunky byly
ponechany 7 dni v inkubatoru (36°C, 5% CO»).

Na konci experimentu bylo odstranéno médium, buiiky 2x promyty PBS pufrem a 30 minut
barveny roztokem 0,5% krystalové violeti s 6% glutaraldehydem [166]. Obarvené buiiky byly

promyty vodou a jednotlivé kolonie spocitany a vyfotografovany.

4.11 STANOVENI AKTIVITY HEMOXYGENAZY (HMOX)

Bunky lidského adenokarcinomu pankreatu PaTu-8902, MiaPaCa-2 a prostaty PC3 byly
inkubovany po dobu 24 hodin s testovanymi terapeutiky. Po inkubaci byly buiiky 3x promyty
roztokem PBS (fosfatovy pufr 0,1 M, pH 7,4), sklizeny (seSkrdbany z povrchu misek), odstfedény
(1800 RPM, 10 min, 4°C) a kazdé peleta byla resuspendovana v 200 puL PBS. Takto ptfipravené
bunééné suspenze uchovavané na ledu byly homogenizovany pomoci sonikatoru s ultrazvukovou

jehlou pii stupni 12 n€kolika kratkymi impulzy. Ve vzorku byla méfena koncentrace bilkovin.

Zasobni roztok heminu 1,5 mM (10x koncentrovany) byl pfipraven rozpusténim 9,9 mg heminu
v 2,5 ml 0,4 M Na3PO4 a do rozpusténého roztoku bylo pfidano 100 mg BSA. Roztok byl doplnén
destilovanou vodou do 8 ml a jeho pH upraveno na 7,4 pomoci HCI a dopInén destilovanou vodou

do celkového objemu 10 ml.

Zasobni roztok [-nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADPH) 7,6 mM byl pfipraven
rozpusténim 6,4 mg NADPH v 1 ml reakéniho (fosfatového) pufru. Roztok byl ptipravovan vzdy

cerstvy a v prub¢hu analyzy byl uchovdvan na ledu.

Aktivita HMOX byla stanovena méfenim produkce oxidu uhelnatého (CO), vznikajiciho v reakci
katalyzované¢ HMOX1 pfi rozkladu hemu, pomoci modifikované metody plynové chromatografie
[167]. Pfistrojem pro méteni byl plynovy chromatograf s detektorem redukéniho plynu = GC-
RGD (Trace Analytical, CA, USA).

Vialky byly po uzavieni silikonovymi septy procistény vzduchem bez CO, €¢imZ se odstranil
veskery exogenni CO a ve vialce se pfi prubehu reakce hromadil pouze CO z hemoxygenazové
reakce. Tim se stava tato metoda vysoce specificka pro méfeni aktivity HMOXI1. CO, nasaty

z vialky, ptechazel do vyhiatého prostoru s oxidem rtutnatym a rtutnaté pary byly detekovany
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pomoci UV spektrofotometru umisténému za reakénim prostorem. MnoZstvi rtutnatych par

produkované v této reakci bylo pifimo umérné vstupujici koncentraci CO.

Pro kazdy vzorek bylo méteni provadéno v 5 vialkach (3 vialky pro reakci a 2 vialky jako blank)
uchovéavanych na ledu po celou dobu analyzy. Do kazdé vialky bylo pomoci Hamiltonovy pipety
napipetovano 20 pl roztoku hemu a 20 pl vzorku. Do blanku bylo pfipipetovano 20 pl reakéniho
pufru a do reakéni vialky bylo pfidano 20 ul NADPH. Vialky byly uzavieny septem a reakéni
smes promichana. Vialky s reak¢ni smési byly inkubovany po dobu 5 minut pii teploté 37 °C ve
vodni 14zni a poté byly promyvany po dobu 10 s vzduchem bez CO. Reakce probihala 15 minut
pi1 37 °C a nasledné byly vialky vloZeny do ledové lazn€. Do kazdé vialky bylo ptidano 5 pl 30%
sulfosalicylové kyseliny pro zastaveni reakce. Vzorek byl nasdvan nastfikovou jehlou umisténou

ve vialce a obsah CO byl méten pomoci GC-RGD.

Pfed méfenim vzorkl byla méfena kalibra¢ni fada nastfikem standardniho CO plynu od 50 ul do
500 pl reprezentujici 24 az 240 pmol CO. Kalibra¢ni piimka byla sestrojena jako zavislost odezvy
detektoru (plocha piku, mV/s) na mnozstvi CO. Aktivita byla vyjadiena v pmol CO/h/mg

proteinu.

4.12 IZOLACE RNA A REAL-TIME PCR

Buiky PaTu-8902 byly nejdiive inkubovany 24 hodin a pak ovlivnény rtiznymi ptisobky po dobu
4 hodin. RNA byla z bunék izolovana pomoci PerfectPure RNA Cultured Cell Kit (5Prime,
Hamburg, Germany). Kvalita a koncentrace RNA byla méfena na spektrofotometru Nanodrop
2000 (Thermo Fisher Scientific, Franklin, MA, USA).

Pomoci soupravy High Capacity cDNA (5Prime, Hamburg, Némecko) byla provedena reverzni
transkripce, kterou byla RNA piepsdna na cDNA. Primery pro stanoveni exprese genu
pro HMOXI a BLVRA pomoci metody Real time-PCR (RT-PCR) byly navrZeny za pouZiti
softwaru Primer 3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) a syntetizovany spolecnosti Generi Biotech
(Hradec Kralové, CR). RT-PCR byla provedena ve smési obsahujici SYBR Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), specifické primery (Tab. 2.) a cDNA. VSechny
RT-PCR byly provadény v tetrapletech na zatizeni ViIATM7 (Applied Biosystems).
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Tab. 2. Sekvence primeri pro cilové geny

Cilové geny Forward primer Reverse primer
HMOX1 GGGTGATAGAAGAGGCCAAGA AGCTCCTGCAACTCCTCAAA
BLVRA TCCCTCTTTGGGGAGCTTTC | GGACCCAGACTTGAAATGGAAG
HPRT CACTGGCAAAACAATGCAGAC GGGTCCTTTTCACCAGCAAG

HMOXI, hemoxygenaza 1; BLVRA, biliverdinreduktaza; HPRT, hypoxanthin fosforibosyltransferaza 1 [168]

4.13 STANOVENI MMP

MMP slouzi jako dilezity indikator pii oveéfovani spravné funkce mitochondrii. K méfeni byla
pouzita fluorescencni lipofilni kladn€ nabitd barvicka JC-1 (Invitrogen, CA, USA), ktera mize
vstoupit do mitochondrii zivych bun€k, kde dojde k reversibilni zméné jeji barvy ze zelené na
cervenou, pficemz intenzita ¢erveného zbarveni je pfimo imérna nariistu MMP. Ovlivnéné bunky
byly inkubovany s barvickou JC-1 po dobu 30 minut. MMP byl poté stanoven za pouziti metody
prutokové cytometrie (BD LSRII, BD Biosciences, San Jose, CA, USA) a vypocten jako pokles
intenzity hodnoty podilu fluorescence Cervené barvy (pfi emisni vinové délce 590 nm) ku zelené
(emisni vlnova délka 525 nm). Pro tento experiment byly zvoleny buiiky lidského hepatoblastomu
HepG2 jako vhodny bunéény model pro tento typ analyz. [169, 170] Pouzitymi pusobky byl

chlorofylin a extrakt ze sinice S. platensis, ze které jsme izolovali chlorofyl a.

4.14 STANOVENI MITOCHONDRIALNI PRODUKCE SUPEROXIDU

Mitochondrialni superoxid se vytvaii jako vedlej$i produkt pii oxidativni fosforylaci v respiraénim
fetézci. Produkce superoxidového aniontu v mitochondridlni matrix byla stanovovana jako ¢asové
zavislé zvySeni intenzity fluorescence selektivniho barviva MitoSOX (Life Technologies,
Pleasanton, CA, USA) v buiikach inkubovanych s potencidlnimi terapeutiky. Stanoveni probihalo
pomoci pritokové cytometrie (pritokovy cytometr BD LSRII, BD Biosciences, San Jose, CA,
USA).

Po 24 hodinové inkubaci s terapeutiky bylo odebrano médium, buiky byly promyty PBS,
trypsinizovany a op¢tovné resuspendovany v malém mnozstvi (200 pL) pivodné odebraného

média, abychom minimalizovali buné¢ny stres, a nasledn¢ bylo k buiikdm pfidano na 15 minut
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barvivo MitoSOX. Kazdy vzorek byl méfen bez i s pfidavkem rotenonu, ktery se k buikdm
pridava bezprostfedné pred kazdym méfenim v koncentraci 10 umol/L pro zvySeni produkce
mitochondridlniho superoxidu. Rotenon je flavonoid, ktery zasahuje fetézce transportu elektronti
v mitochondriich, konkrétné inhibuje ptenos elektrond v komplexu I na ubichinon. Zabratnuje
tvorbé bunécné energie ATP a zvySuje produkcei superoxidu [171].

Zména fluorescence byla méfena v minutovych intervalech po dobu 16 min a byla odrazem
produkce superoxidu. Z nardstu ptimek byly spolitany jejich smérnice a pii zdveérecném

vyhodnoceni byly vyneseny do poméru smérnice ptimky s rotenonem ku smérnici bez rotenonu.

4.15 STANOVENI REDOXNIHO STAVU GLUTATHIONU (GSH/GSSG)

Reaktivni formy kysliku oxiduji GSH na GSSG, proto byl sledovan také pomér redukovaného a
oxidovaného glutathionu (GSH/GSSG) v bunkach. Testovanymi terapeutiky byl chlorofyl a,
chlorofyl b a feofytin a v koncentracich 10 umol/L a chlorofylin v koncentraci 30 umol/L. Bunky
byly péstovany na 10 cm? miskach tak, aby vyslednd konfluence nepiesahla 60 %. Po 24 hodinové
inkubaci s terapeutiky byly buinikky seskrabany, 3x promyty PBS, centrifugovany (5000 g, 10 min,
4 °C) a bunécna peleta byla az do doby analyzy skladovana v tekutém dusiku pro minimalizaci
oxidace GSH. Maximalni doba skladovani vzorkl neptesahla 4 tydny. V den méfeni byly pelety
resuspendovany ve smeési aceton:voda (70:30), homogenizovany ultrazvukem, stoceny (15000 g,
20 min, 4 °C) a supernatanty byly analyzovany kapilarni zonovou elektroforézou (napéti = 30 kV,
detekce 195 nm, Agilent 7100). Jako separacni pufr byl pouzit fosforecnanovy pufr o pH 7 a
koncentraci 40 mM.

4.16 STANOVENI PRODUKCE H,0:

Produkce peroxidu vodiku PaTu-8902 bunc¢k byla méfena jako rychlost oxidace fluorogenniho
indikatoru Amplex Red (Life Technologies) v pfitomnosti kienové peroxidazy (HRP, type VI-A,
Sigma) [172]. Peroxid4za po dodani zdroje peroxidu a vhodného substratu, ktery oxiduje a méni
jeho barvu, vizualizuje reakci.

Buniky byly ptfedem inkubovany po dobu 24 hodin s pigmenty, byly promyty PBS a
resuspendovany v kiemennych kyvetach. Nasledné byl pfidan Amplex Red (5 pmol/L) a kienova
peroxiddza (10 U/ml). Narist fluorescence 565/585 byl meéfen po dobu 10 minut
spektrofluorometricky (spektrofluorometr RF-5301-PC, Shimadzu). Pasobky byly chlorofyly
(chlorofyl a, chlorofyl b, feofytin a a chlorofylin) v koncentracich 10 a 50 umol/L.
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4.17 STANOVENI ANTIOXIDACNI KAPACITY CHLOROFYLU

Byla méfena antioxidacni kapacita riznych koncentraci chlorofyli v zévislosti na spotiebé
antioxidantu Trolox [173]. Trolox je ve vod¢ rozpustny analog vitaminu E. Radikaly byly v reakci
generovany peroxidazou a byly detekovany fluorometricky (spektrofluorometr Lambda 20, Perkin
Elmer Instruments). Vysledky jsou vyjaddieny jako index antioxida¢ni kapacity, ktery je pocitan
jako pomér cCasu potiebného k vychytani volnych radikdlii tetrapyroly ku casu Troloxu,
potiebného na totéz. Cim vétsi index je, tim lep§im antioxidantem dana latka je. Testovanymi
roztoky byl chlorofyl a, chlorofyl b a chlorofylin v koncentraénim rozmezi 10 aZ 300 pmol/L.

Stejnou metodou byla métena také antioxidacni schopnost krevniho séra athymickych nu/nu mysi
xenotransplantovanych bunikami lidského adenokarcinomu pankreatu PaTu-8902 (viz dale). Mysi
byly krmeny chlorofylem a po dobu 21 dni. Na konci experimentu byly mySi usmrceny a byla
stanovena antioxida¢ni kapacita odebraného séra. Vysledné hodnoty byly porovnany s kontrolni

skupinou krmenou placebem.

4.18 STANOVENI REDUKTIVNI KARBOXYLACE

Stupen reduktivni karboxylace a glutaminolyzy byl vyhodnocen dle popsané metodiky [174].
Bunky byly inkubovany az do dosazeni 80% konfluence, poté bylo médium nahrazeno erstvym
médiem obsahujicim '*C-L-glutamin (Cambridge Isotope Laboratories Inc., Cambridge, MA,
USA) a inkubovano pti 37°C po dobu dalSich Sesti hodin. Nakonec byly bunky sklizeny, pelety
byly extrahovany vodou/metanolem/chloroformem (v poméru 1:1:2, Penta, Ceska republika) a
centrifugovany pii 1000 x g po dobu 10 minut. Horni polarni faze byla pfenesena do sklenéné
lahvicky a lyofilizovana pfes noc. Analyty byly derivatizovany pyridinem/N-
(trimetylsilyl)acetamid / chlortrimetylsilanem (v poméru 9:3:1, Sigma-Aldrich) pii 65°C po dobu
jedné hodiny. Derivatizované vzorky se vstfikovaly pfimo do pfistroje pro plynovou
chromatografii / hmotnostni spektrometrii (GC-MS, GC 6890N, MD 5973, Agilent) vybavené¢ho
difenyl-dimetylpolysiloxanovou kolonou (RESTEK). Pii GC analyze byl pouzit teplotni gradient
(10°C za minutu) a vybrané ionty byly monitorovany na hmotnostnim detektoru. Aktivita
reduktivni karboxylace byla stanovena mirou inkorporace '*C z glutaminu do citratu (m/z 273 a
274) a malatu (m/z 335 a 336). Krom¢ toho byla také pozorovana syntéza 2-hydroxyglutaratu (m/z
349 a 350). Mira reduktivni karboxylace byla vypo¢itdna jako procentuélni podil '*C-metabolitu

(citrat, malat) spolu s mirou syntézy 2-hydroxyglutaratu. Koncentrace laktatu (pmol laktatu na
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milion bun€k) byla métena podle podobného protokolu se dvéma vyjimkami: (1) buikky byly
ovlivnény po dobu 12 hodin pted sklizni a kultura byla doplnéna cerstvym neznac¢enym médiem
(bez '*C-znageného glutaminu), (2) pted analytickou piipravou pelet byl ptidan vnitini standard

(oxalat, m/z 190, Sigma Aldrich).

4.19 STANOVENI AKTIVACE ERK A AKT

Bunkky adenokarcinomu pankreatu PaTu-8902 byly péstovany v duplikatech v nepiitomnosti
(kontrola) nebo v piitomnosti ptisobku (chlorofylu a nebo chlorofylinu) po dobu 1 hodiny. Bunky
narostlé do 50% konfluence byly lyzovany RIPA pufrem, ktery byl doplnén inhibitory fosfatdzy a
proteazy (Protease-Inhibitor Mix G a Phosphatase-Inhibitor-Mix I, Serva, Heidelberg, Némecko).
Bunécné lyzaty byly procistény centrifugaci, oddéleny SDS-PAGE, blotovany na 0,45 pm
nitrocelulozovych membranach, blokovany v 5% netu¢ném mléce v PBS a sondovany s
primarnimi protilatkami. Pro vizualizaci pomoci infracerveného zobrazovaciho systému Odyssey
(LI-COR Biosciences) byly pouzity fluorescenéné znacené anti-rabbit IRDye 700 a anti-mouse
IRDye 800 sekundarni protilatky (LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, USA). Rabbit fosfo-p44/42
MAPK (Erk1/2), rabbit fosfo-Akt (Ser473), mouse p44/42 MAPK (Erk1/2) a primarni protilatky
rabbit AKT byly ziskany z Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA). Mysi p120RasGAP
protilatka byla ziskédna od firmy ECM Biosciences LLC (Versailles, KY, USA). Imunobloting s
protilatkami ERK1/2 a p120RasGAP byl pouzit k potvrzeni loadingu stejného mnozstvi proteint.

4.20 IN VIVO EXPERIMENTY

In vivo studie byly provedeny na athymickych nu/nu mySich (Charles River Wiga, Sulzfeld,
Némecko) xenotransplantovanych subkutanné bunécnou linii lidského adenokarcinomu pankreatu
PaTu-8902 (107 bun&k/mys, kontrolni skupina n = 7, 1é¢ena skupina n = 6). Po dosaZeni bazalni
velikosti nadoru (0,15-0,2 cm®, 7 dni po xenotransplantaci) byla zahajena 1é&ba chlorofylem a
(peroralni intubaci zaludku, davka 1,5 mg/kg vahy/den) ¢istym vehikulem a byl pozorovan vliv
této 1écby na rlst nadord.

Skupina 1 byla lécena chlorofylem a, ktery byl rozpustény v malém mnoZzstvi ¢istého ethanolu a
nafedén na patfiny objem Cistym rostlinnym olejem (vyslednd koncentrace ethanolu < 1%),
kontrolni skupin€ byl podavan Ccisty rostlinny olej. Lécba byla poddvéna prostfednictvim
intragastrické sondy kazdy den (davkovani 1,5 mg/kg vahy). K posouzeni velikosti nadoru byly
nadory méteny ve dvou mistech s nejvétSim priimérem kazdé tfi dny pomoci posuvného meftitka a

objem nadorti vypocitdn podle tabulek velikosti nadorii [175]. Po 29 dnech byl experiment
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ukoncen a zvifata byla usmrcena. Krev a vzorky nadorovych tkéni byly odebrany a uchovavany
pii -80°C.
Vsechny aspekty zvitecich studii a vSechny protokoly spliiovaly kritéria pro péc¢i a experimentalni

pouzivani laboratornich zvirat a byly schvaleny Etickou komisi pro praci se zvifaty 1. LF UK.

4.21 STATISTICKE ANALYZY

Data jsou prezentovana jako primér + SD nebo median s IQ rozpétim v zavislosti na normalité
dat. Vysledky byly hodnoceny Studentovym t-testem nebo neparametrickym Mann-Whitney Rank
Sum testem. Rozdily ve velikostech nadort zvifat 1é€enych chlorofylem byly analyzovany testem
RM ANOVA s Holm-Siddk posthoc testovanim. Pro porovnani uéinkd 1écby tetrapyroly na
celkovou antioxidacni kapacitu in vitro byla pouzita analyza linedrni regrese. V zavislosti na
normalité jsou data prezentovéana jako primér = SD nebo median v rozmezi 25 - 75%. Rozdily

byly povazovany za statisticky vyznamné piip < 0,05.
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Podil doktoranda na jednotlivych metodach a experimentech

Vzhledem k velkému rozsahu metodiky a naro¢nosti prace byly nékteré metody provadény ve
spolupraci s jinymi pracovisti. Sama jsem zavedla metodu izolace hlavni experimentélni
slou¢eniny, chlorofylu a, a zavedla jsem také metody pro bliz§i charakterizaci této slouceniny
pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) a UV/VIS spektroskopie. Méteni
hmotnostnich spekter jsem provadéla na Ptirodovédecké fakulté UK v Praze ve spolupraci
s RNDr. Martinem Stichou, Ph.D. Charakterizace chlorofylu a pomoci spektroskopie vibraéniho
cirkularniho dichroismu (VCD), elektronového cirkularniho dichroismu (ECD) a infracervené
spektroskopie (IC) probéhla ve spolupréci s prof. Marii Urbanovou na VSCHT v Praze.

Dale jsem zajiStovala veSkeré prace s bunéénymi kulturami, véetné méfeni bunécné viability,
klonogennich méfeni, stanoveni aktivity hemoxygenazy, izolace RNA a provadéni Real-time PCR
analyz. M¢éfila jsem také antioxidaCni kapacity roztokd a krevnich sér a dale mitochondridlni
produkci superoxidu na pritokovém cytometru. Ve spolupréci s Ing. Jaroslavem Zelenkou, Ph.D.
a Mgr. AleSsem Dvordkem z Fyziologického ustavu Akademie véd probihalo stanoveni
mitochondridlntho membranového potencidlu (MMP), pomér oxidovaného a redukovaného

glutathionu, produkce H>O»> a stanoveni reduktivni karboxylace.
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5 VYSLEDKY

V inicidlnich studiich z roku 2014 jsme se zabyvali studiem protinadorovych ucinka S. platensis
na experimentdlnim modelu karcinomu pankreatu. Antiproliferacni U¢inky S. platensis a jejich
tetrapyrolovych slozek (fykokyanobilinu (PCB) a chlorofylinu) byly testovany na nékolika
lidskych bunéénych liniich karcinomu pankreatu a na xenotransplantovanych nu/nu mysSich.
Hodnoceny byly také Gc¢inky experimentalnich terapeutik na produkci mitochondrialnich ROS a
na redoxni stav glutathionu. Ve srovnani s neléCenymi buiikami, experimentalni terapeutika
vyznamné snizovala proliferaci bunck lidského karcinomu pankreatu in vitro, v zavislosti na davce
(od 0,16 g/L S. platensis, 60 pumol/L PCB a 125 umol/L chlorofylin, p<0,05). Antiprolifera¢ni
ucinky S. platensis byly také prokazany in vivo, kde byla prokdzdna inhibice ristu karcinomu
pankreatu od ttetiho dne I€Cby (p<0,05). VSechny testované slouceniny snizovaly produkci
mitochondridlnich ROS a redoxni stav glutathionu (p = 0,0006, 0,016 a 0,006 pro S. platensis,
PCB a chlorofylin). S. platensis 1 PCB vyznamné sniZzovaly proliferaci testovaného karcinomu
pankreatu. Podobné vysledky byly dosazeny 1 pro chlorofylin, synteticky chlorofyl, coz nas vedlo

k hlubsimu studiu potencidlnich protinadorovych ucinki téchto pigmentt.

5.1 IZOLACE A CHARAKTERIZACE CHLOROFYLU

5.1.1 Izolace chlorofylu a ze sinice S. platensis

Vzhledem k vysoké potfizovaci cené¢ komeréniho chlorofylu a, ktery byl potfeba pro planované

biologické experimenty, bylo nutné zavést metodu pro jeho izolaci.

Bylo zavedeno nékolik metod izolace chlorofylu a ze zelené sinice S. platensis s vytéznostmi
0d 0,1 % do 5 %. Na zéklad¢ charakterizace jednotlivych izolati n€kolika analytickymi metodami
(UV/VIS spektrometrie, HPLC, hmotnostni spektrometrie, metody cirkularni dichroismu a
infraCervené spektroskopie) byl nasledné vybran postup, z n€hoz jsme ziskavali produkt s nejvyssi

éistotou.
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Metoda I

Na zakladé popsanych metod [19, 176] pro izolaci chlorofylu a byl zaveden nésledujici postup.
Chlorofyl a byl izolovan za tmy z lyofilizované sinice S. platensis. Sest gramil S. platensis bylo
smichdno se 150 ml 80% acetonu a ponechano v sonifikdtoru po dobu 15 minut. Roztok byl poté
centrifugovan (8000 g, 10 min). K supernatantu bylo pfiddno 25 ml dioxanu a za intenzivniho
michdni bylo pfiddno cca 100 ml vody k vysrazeni chlorofylu. Vzorek byl opét centrifugovan
(8000 g, 10 min). Ziskana peleta byla rozpusténa v 75 ml hexanu, poté bylo do roztoku piidano
10 ml vody a 10 ml acetonu. Roztok byl znovu centrifugovan, byla odstranéna vodna faze, a
roztok byl znovu promyt cca 50 ml vody a opakované promyvan smési acetonu a vody. Organicka
faze byla poté odparena na vakuové odparce pi1 70°C. Odparek byl rozpustén v hexanu a odparen
ve vyhifivaném blo¢ku pod dusikem. Vytézek ziskaného chlorofylu a byl cca 1 %.

Pro porovnani vytéznosti metody a Cistoty vyizolovaného chlorofylu a byly zavedeny dalsi dvé
metody a vSechny zplsoby izolace byly vzajemné porovnany (viz kapitola 5.1.2 Charakterizace

chlorofylu a).

Metoda 11

Jako druhou metodu jsme pouzili modifikaci metody dle Iriyama et al. [157]. Deset gramil sinice
S. platensis bylo smichano s 50 ml metanolu, ponechdno 15 minut v sonifikatoru a roztok byl
centrifugovan (500 g, 5 min). K supernatantu bylo pfidano 7 ml dioxanu a 10 ml vody. Roztok byl
promichan a ponechén v lednici po dobu 60 minut, aby doslo k sedimentaci. Poté byl roztok opét
centrifugovan (10000 g, 5 min) a ziskand peleta byla rozpusténa v 15 ml smési metanol:dioxan
(7:1, v/v). Kroztoku bylo pfidano 25 ml vody. Cely postup byl poté znovu opakovan. Ziskané
pelety byly rozpuStény v metanolu, pfeneseny do zvazené vialky a odpafeny ve vyhiivaném

blocku pod proudem dusiku. Vytézek chlorofylu a touto metodou byl cca 0,2 %.

Metoda III

Posledni metodou vyzkouSenou pro izolaci chlorofylu a byla metoda podle autorti Tong et al.
[177]. Pét grami sinice S. platensis bylo smichdno s 10 ml 50% acetonu, ktery slouZzil jako ¢inidlo
pro rozruseni bunéénych stén. Smés byla ponechdna 60 sekund v mikrovinné troubé (pfi cca
560 W), poté byl ke smési pfidan Cisty etanol (koncentrace etanolu byla 10 ml/g S. platensis)
a smes byla ponechdna ve vodni ldzni vyhtaté na teplotu 55°C po dobu 45 minut. Ziskany extrakt
byl prefiltrovan a vétsi ¢ast etanolu byla odpatena ve vyhfivaném blocku pod dusikem, pro Gplné

dosuseni byl prasek lyofilizovan. Vytézek této metody byl 4,5 %.
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5.1.2 Charakterizace chlorofylu a

Abychom identifikovali nejvhodnéj$i postup pfipravy chlorofylu a, bylo nutné identifikovat
izolovany pigment. Za timto ucelem bylo provedeno méfeni absorp¢nich spekter vsech
izolovanych chlorofyld (provadélo se v rozsahu vinovych délek 200-900 nm). Bylo nutné také
zavést metodu vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) pro stanoveni ¢istoty ziskanych
preparati a nasledné¢ bylo potfteba metodu HPLC optimalizovat pro moZnost stanoveni
hmotnostnich spekter (MS) izolovanych analytii. Nej€ist§$i izolovany chlorofyl a byl poté
charakterizovan pomoci infradervené spektroskopie (IC), metod vibraéniho cirkularniho

dichroismu (VCD) a elektronového CD (ECD).

5.1.2.1 UV/VIS spektroskopie chlorofylu a

Vyizolovany chlorofyl a pfipraveny metodoul byl rozpusStén v hexanu a bylo zmétfeno jeho
absorp¢ni spektrum (Obr. 7.). Absorpéni maxima pik odpovidala 410 a 665 nm, coZ jsou maxima

uvadéna v literatuie [19].
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Obr. 7. Absorpéni spektrum chlorofylu a vyizolovaného metodou I
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Postup byl zopakovan s chlorofylem a vyizolovanym metodami II. a III. Absorp¢ni spektra opét
odhalila dvé maxima a to pfi vinové délce 426 a 660 nm pro chlorofyl a izolovany metodou II

(Obr. 8.) a maxima pfti vinové délce 413 a 664 nm pro chlorofyl a izolovany metodou III (Obr. 9.).

51



Obr. 8. Absorp¢ni spektrum chlorofylu a vyizolovaného metodou II.
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Obr. 9. Absorp¢ni spektrum chlorofylu a vyizolovaného metodou III.
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Zavér

Absorpéni spektra namétend ze tfech riznych izolovanych chlorofyli dle ndmi zavedenych
metodik vykazuji vzdy dvé vinova absorpéni maxima blizkd vinovym délkam 431 a 665 nm, coz
jsou vlnova maxima pro chlorofyl @ uvadéna v literatuie [19]. Z UV/VIS analyz je patrné, ze
nékterd spektra nemaji zcela hladky prubéh a absorpéni maxima jsou lehce posunuta

oproti hodnotam uvadénych v literatufe, coZ naznacuje na pritomnost piimeési.

5.1.2.2 Fluorescencni spektroskopie chlorofylu a

Dalsim krokem k charakterizaci izolovaného chlorofylu a bylo zjisténi jeho emisniho spektra.
K méteni byly pouzity parametry excitatnich hodnot uvedenych v literatufe [159]. VInova
excitatni délka byla nastavena na hodnotu A =409 nm. Ziskali jsme emisni spektrum
charakteristické pro chlorofyl a, jez mélo maximum pii vlnové délce 676 nm pro chlorofyl a
vyizolovany metodou I (Obr. 10.), 665 nm pro chlorofyl a vyizolovany metodou II a 669 nm pro
chlorofyl a vyizolovany metodou III; literatura udava jako emisni vlnové délky chlorofylu a

hodnoty v rozmezi 660 az 680 nm [159].
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Obr. 10. Charakteristické emisni spektrum chlorofylu a vyizolovaného metodou I
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5.1.2.3 HPLC analyza chlorofylu a

Abychom mohli posoudit Cistotu jednotlivych izolatl, bylo nutné provést HPLC analyzu pro
stanoveni chlorofylu a. Byla proto zoptimalizovana metoda dle Wong a Wong (dle ¢lanku byly
mobilni faze (MF) A: metanol:amonium acetat = 80:20, MF B: acetonitril:mili Q voda = 90:10 a
MF C: ethylacetat) [160]. Jako stacionarni f4zi byla pouzita kolona Nucleosil C18 (125 x 4 mm,
5 um, firma Macherey Nagel, Némecko). K provedeni HPLC analyz byl pozménén gradient i
slozeni mobilni fize (Tab. 3.). Divodem ke zméné slozeni MF bylo lepsi rozdéleni piku pro

chlorofyl a a b. V ptivodnim sloZeni MF se nam jednotlivé analyty nepodatilo rozdélit.
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Tab. 3. Schéma gradientového programu pro HPLC analyzu chlorofyli.

%

Cas MF A (%) MF B (%)
0 min 80 20
20 min 100 0
30 min 80 20

MF A = Metanol, MF B =1 M octan amonny, pH 7

Sbér dat byl provadén pii vlnové délce 650 nm. Pro zavedeni metody byly pouZzity komercni
chlorofyly a a b (Obr. 11.) ve smési. Retenni ¢asy ziskané z této analyzy byly dale pouzity jako

referencni hodnoty k charakterizaci izolovanych chlorofylt.

Obr. 11. HPLC chromatogram smési komercnich chlorofyli a a b
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Zavedend HPLC metoda byla pouZita ke stanoveni Cistoty izolovanych chlorofylti dle vyse
popsanych metod. Na Obr. 12. je uveden chromatogram izolatu pfipraveného dle metody I. Podle
uvedeného chromatogramu je ziejmé, Ze piipravou chlorofylu dle postupu I jsme ziskali ne zcela
Cisty 1izolat, ktery krom& chlorofylua (pik 2) obsahuje také dalsi analyty, které retenci
neodpovidaji ¢istému chlorofylu a. Pik 2 byl urcen jako chlorofyl @ na zdkladé porovnani

retencniho ¢asu s retenénim ¢asem komeréniho chlorofylu a.
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Obr. 12. HPLC chromatogram vyizolovaného chlorofylu « metodou I
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K dalsi HPLC analyze byl pouzit chlorofyl izolovany pomoci metody II. Na obrazku mizeme
vidét, ze takto pripraveny chlorofyl ma vysokou d¢istotu, v chromatogramu vidime pouze dva
vyznamné piky, z nichz pik 2 svoji retenci odpovida chlorofylu a (Obr. 13.). Vzhledem k faktu, ze

pik 1 mohl byt derivatem chlorofylu [178], bylo nutné pro piesnéjsi charakterizaci pouzit dalsi
analytické metody (viz dale).

Obr. 13. HPLC chromatogram vyizolovaného chlorofylu a metodou II
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Na zavér byla stanovena cistota chlorofylu izolovaného dle postupu III. Izolace chlorofylu a touto
metodou rovnéz poukazuje na pritomnost necistot v izolatu (Obr. 14.), jako tomu bylo v pfipadé
izolace postupem 1. Ackoliv jsme diky této pripravé ziskavali nejvyssi vytézky chlorofylu a,
chlorofyl ziskany timto postupem nebyl shledan vhodnym pro pouziti na tkanovych kulturach

kvali kontaminujicim pfimésim. Pik 2 odpovida chlorofylu a.

Obr. 14. HPLC chromatogram vyizolovaného chlorofylu « metodou III
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Na zaklad¢ provedenych HPLC analyz byl chlorofyl a vyizolovany metodou II. shledan jako

-----

Tab. 4. Piehled metod izolace chlorofylu a

Vytéznost metody Cistota chlorofylu a dle HPLC
Metoda I cca 1,0% cca 50%
Metoda II cca 0,2% cca 95%
Metoda III cca 4,5% cca 40-50%
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5.1.2.4 Charakterizace chlorofylu a hmotnostni spektrometrii

Pro bliz§i urceni necistot obsazenych v ptipraveném izolatu a presnému urceni chlorofylu a byla
pouzita metoda hmotnostni spektrometrie ve spojeni s HPLC.

Pro hmotnostni analyzu bylo nutné upravit molaritu pufru obsazené¢ho v mobilni fazi tak, aby
nedochazelo k jeho srazeni v ptistroji v pribéhu ionizace vzorkl. Byly proto vyzkouseny octanové
pufry o molaritdch 1 mol/L, 0,5 mol/L, 0,2 mol/L a 0,1 mol/L. Ze ziskanych chromatogramii (data
¢ili 0,1 M octan amonny.

HPLC-MS analyzy byly méteny s chlorofylem a ptipraveného metodou II, tzn. ndmi pfipravené¢ho
Na Obr. 15. je uveden chromatogram izolatu piipraveného podle metody II, na kterém miizeme
pozorovat celkem 4 rizné piky. HPLC/MS analyzou jsme zjistili, Ze pik €. 1 se zfejmé neionizuje,
protoze detektor nezaznamenal zadné hmotnostni spektrum. Pik ¢. 2 obsahoval majoritni
zastoupeni hmoty m/z 893 (Obr. 16.), coz je hmotnost odpovidajici chlorofylu a. Pik ¢. 3
obsahoval pfevdzné slouCeniny o m/z579 a 619, jejichz identita nebyla prokézéna (data
neukazana). Pik ¢. 4 m¢l molekulovou hmotnost m/z 871 (Obr. 17.). Tento pik jsme identifikovali
jako feofytin a, coz je molekula identicka s chlorofylem a, avSak ma vytrzeny centralné vazany
atom hof¢iku [161]. Potvrzenim tohoto faktu byl rozdil molekulovych hmotnosti mezi

chlorofylem (893) a feofytinem (871), odpovidajici molekulové hmotnosti atomu hoi¢iku.

Obr. 15. HPLC chromatogram izolovaného chlorofylu podle metody II

BAET = & ettt & Bamard (L HLDESF L LIS
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1 —neionizovany vzorek, 2 — chlorofyl a, 3 —neidentifikovano, 4 — feofytin a
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Obr. 16. MS chlorofylu a izolovaného metodou 11
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HPLC chromatografii byl vyizolovan pik 2 (viz Obr. 15.) odpovidajici chlorofylu a a bylo zméteno jeho hmotnostni
spektrum. Majoritni hmota m/z 893 je charakteristicka pro chlorofyl a.

Obr. 17. MS feofytinu a izolovaného metodou I1
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HPLC chromatografii byl vyizolovan pik 4 (viz Obr. 15.) a bylo zméfeno jeho hmotnostni spektrum. Majoritni hmota
m/z 871 byla identifikovana jako feofytin a.
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5.1.2.5 Charakterizace chlorofylu « pomoci ECD, VCD a IC spekter

K dal$i charakterizaci vyizolovaného chlorofylu byly pouzity metody cirkularniho dichroismu
slouzici ke zjisténi konformaci chirdlnich molekul, tedy molekul obsahujicich alespoii jedno
chirdlni centrum.

Principem metody elektronového cirkularniho dichroismu je odlisna schopnost enantiomerti jedné
latky pohlcovat cirkularné polarizované zéteni. Oproti tomu vibra¢ni cirkuldrni dichroismus
pouziva ke zjisténi struktury molekul svétlo z infraervené oblasti zatfeni, diky ¢emuz dochazi
k prechodiim mezi vibra¢nimi hladinami studované molekuly.

Jako vhodné rozpoustédlo byl na zdklad¢ dat z literatury [179] pouzit pro CD spektra benzen a pro
IC spektra denaturovany benzen-d6. Pro analyzu za pomoci metod CD a IC byl pouZit pouze
pouzita pro stanoveni ECD a UV-VIS spekter byla 6:10°mol/L a koncentrace pro IC a VCD
spektra byla 0,056 mol/L.

ECD a UV/VIS spektrum vyizolovaného chlorofylu a bylo proméfovano v oblasti vinovych délek
300-750 nm (Obr. 18.). Porovnanim ziskanych dat s literaturou [179] Ize fici, Ze naméfeny prubéh
odpovida chlorofylu a nebo jeho epimeru chlorofylu a’. Epimery jsou latky shodné struktury lisici
se konfiguraci v jednom chirdlnim centru, v tomto ptipad¢ se jednd o konfiguraci substituentii Ry a

R»> navazanych na uhliku Cio (Obr. 19.)
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Obr. 18. ECD a UV-VIS absorp¢ni spektra chlorofylu a v benzenu

A 432

665

-
A
i

Absorbance

o
h

LA

350 450 550 650 750
VInova délka [nm]

Namétené hodnoty a relativni intenzity absorpcnich maxim odpovidaji datim uvadénym
v literatufe pro chlorofyl a a jeho epimer chlorofyl a’. Na zdklad¢ absorpcénich spekter nelze tyto
dva epimery od sebe rozlisit, avsak jejich ECD spektra se vyznamné 1i§i. Vyrazny zéporny signal
ECD uvlnového maxima 665 nm by mohl svéd¢it ve prospéch ptitomnosti chlorofylu a’.
Spektralni priibéh v oblasti Soretova pasu vSak tuto hypotézu jednoznacné nepotvrzuje. Podle
namétenych vysledkl vSak miiZzeme fici, Ze ve vzorcich nejsou vyznamné zastoupeny jiné derivaty

chlorofylu.
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Obr. 19. Struktura chlorofylu a a jeho epimeru
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Chlorofyl a COzCH; H
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prevzato z Watanabe et al. [179]

VCD a IC spektra byla proméfovana v oblasti spektra 1800-1300 cm™. Vysledky téchto
pozorovani jsou shrnuty na Obr. 20. Byly nalezeny polohy charakteristickych absorpcnich past
esterového karbonylu a keto karbonylu, které odpovidaly publikovanym datim [180]. Pas typicky
pro keto karbonyl, ktery byl pozorovan u 1655 cm™ se obecné piifazuje karbonylu, ktery je
koordinacné véazan k centrdlnimu atomu hoi¢iku jiné molekuly chlorofylu a. Diky naméfenym
datim lze tedy piedpokladat, Ze v naSem vzorku vznikly dimery nebo vét§i agregaty mezi

sousednimi molekulami chlorofylu a.
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Obr. 20. IC a VCD spektra vyizolovaného chlorofylu a v benzenu
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5.1.3 Stanoveni stability chlorofylu a a feofytinu a

Zasobni roztoky chlorofylu a a feofytinu a byly pfipravovany z mnozstvi cca 2-3 mg a
nespotiebovany zasobni roztok byl skladovan pii -20°C.

Spektrofotometricky [158] bylo prométeno celé spektrum zasobniho roztoku feofytinu, které bylo
méfeno bezprostiedné po piipravé roztoku a po skladovani pii -20°C po dobu Sesti mésicti (Obr.
21.).

V 1000x zifedéném zasobnim roztoku jsme naméfili pti 665 nm hodnotu absorbance A = 0,90175.
Hodnota skute¢né koncentrace vypocitand z Lambert-Beerova zakona odpovidala teoretické
koncentraci vypocitané z navazky a molarni hmotnosti, tedy 18 mM. Takto naméfend hodnota
koncentrace se ¢asem neménila. Stejnym zpusobem byla ovéfena i koncentrace zasobniho roztoku
chlorofylu a.

Zavérem muzeme fici, ze zasobni roztoky chlorofylu a a feofytinu @ v DMSO pfii -20°C byly
stabilni po dobu nejméné Sesti mésicti. Chlorofyl b, chlorofylin a ostatni slou¢eniny byly vzdy

piipravované Cerstvé v den experimentu.
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Obr. 21. Absorpéni spektrum feofytinu a
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Zavér

Zavedenim metody izolace chlorofylu a se ndm podaftilo vyrazné snizit naklady na dany projekt.
Potizovaci cena komer¢niho chlorofylu a v €istoté 90 % byla cca 20.000 K¢&/5 mg. Na in vitro a in
vivo experimenty jsme potiebovali dohromady chlorofyl v mnozstvi cca 100 mg. Cena

izolovaného chlorofylu a ze sinice S. platensis optimalizovanou metodou byla v fadech stovek

korun. Bez zavedeni této metody by z finan¢nich diivodl nebylo moZné studii provést.

Uvedenymi analytickymi metodami se nam podafilo charakterizovat izolaty chlorofylu a

ptipravené dle uvedenych postupl. Jak naznacuji data z UV/VIS spektroskopie a HPLC analyz,

s komerénim chlorofylem a doddvanym firmou Sigma-Aldrich s.r.o.). HPLC metodou jsme
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porovnali retencni ¢asy izolovaného a komercniho chlorofylu, které byly ve shodé. Tento izolat
byl posléze charakterizovan pomoci hmotnostni spektroskopie a za pouziti metod cirkularniho
dichroismu. IC a VCD spektra potvrdila piitomnost skupin charakteristickych pro chlorofyl a a
poukazala na agregaci sousednich molekul chlorofylii. Na zakladé vysledka ziskanych z ECD
spekter miizeme fici, ze jsme vyizolovali bud’ chlorofyl a, nebo jeho epimer chlorofyl a” vysoké

Cistoty.

5.2 IN VITRO EXPERIMENTY

5.2.1 Vliv rostlinnych tetrapyroli na viabilitu, proliferaci a rist nadorovych a
endotelidlnich bunék

V téchto in vitro experimentech byl zkoumdn ucinek chlorofylii a, b a dalSich strukturné
podobnych latek (chlorofylinu, feofytinu a) na rist a proliferaci bunék. Cilem experimentu bylo
zjistit, jak tetrapyroly plsobi na rizné typy nadorti a jak jsou jednotlivé linie k terapeutikiim
citlivé. Tyto experimenty byly provedeny na riaznych bunéénych liniich, konkrétné¢ na nadorovych
liniich lidského adenokarcinomu pankreatu (PaTu-8902, BxPC-3, MiaPaCa-2), karcinomu
prostaty (PC3) a na endotelové bunécné linii (EA.hy926). Zjistili jsme, ze pocet bunc¢k byl po
inkubaci s experimentdlnimi terapeutiky snizovan oproti kontrolni skupiné v zavislosti na
koncentraci pisobku pouze nevyznamné (méieno CV testem, data neuvedena). Naproti tomu,
v zavislosti na typu bunécné linie zkoumané pigmenty chlorofyl a, chlorofyl b, chlorofylin a
feofytin a vyznamné snizovaly bunéCnou viabilitu, po 24 hodinové inkubaci s nimi,
v koncentraénim rozsahu od 10 do 125 pmol/L (p < 0,05). Byl tedy prokazan negativni vliv téchto

latek na viabilitu nadorovych bunck.
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5.2.1.1 Vliv rostlinnych tetrapyrolii na viabilitu bunék lidského
adenokarcinomu pankreatu

a) Bunécna linie lidského adenokarcinomu pankreatu PaTu-8902

Hlavni testovanou linii byla buné¢na linie lidského adenokarcinomu pankreatu PaTu-8902. Tyto
buiiky jsou vysoce diferenciované a nesou aktivacni mutaci K-ras genu [181, 182], ktery je
soucasti nékolika biochemickych drah, které zprosttedkovavaji bunéénou odpovéd na rustové
faktory. Bodové mutace K-ras jsou zodpovédné za setrvani proteinu v aktivni formé a dochazi
k trvalé signalizaci s nekontrolovatelnou buné¢nou proliferaci. [183]

Na Obr. 22. je ilustrovan vliv chlorofylu a, chlorofylu b, chlorofylinu a feofytinu a na tuto
nadorovou linii. Feofytin a v testech viability na dalSich nadorovych liniich jiZ nebyl pouZivan
z divodu velmi omezeného mnozstvi, které jsme méli k dispozici. Linie PaTu-8902 se ukézala

jako velice citliva a statisticky vyznamny rozdil viability oproti kontrole jsme pozorovali jiZ pii

v v
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Obr. 22. Vliv rostlinnych tetrapyroli na viabilitu bunék lidského adenokarcinomu
pankreatu PaTu-8902
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Testy viability luminiscencné

Pro ovéfeni vysledkii viability buné¢k pomoci MTT testu bylo provedeno vysoce citlivé
luminiscenéni stanoveni. Na Obr. 23. je vysledek luminiscen¢niho stanoveni pro koncentracni

fady chlorofylu a, chlorofylu b a feofytinu a.

Obr. 23. Luminiscen¢ni stanoveni viability bunék adenokarcinomu pankreatu PaTu-8902
ovlivnénych tetrapyroly
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*p<0,05, ** p<0,005, *** p < 0,001
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Hodnoty namétené luminiscencné byly porovnéany s viabilitou bunék métenou paralelné pomoci

MTT testu ze stejné bunécéné pasaze (Obr. 24.).

Obr. 24. Porovnani bunécné viability bunék adenokarcinomu pankreatu PaTu-8902 méiené
luminiscen¢né a pomoci MTT testu
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Na zakladé¢ naméfenych vysledkd a porovnanim obou zplsobl stanoveni lze konstatovat, ze
vysledky z MTT testu odpovidaji vysledkiim z luminiscen¢niho stanoveni variabilitou vysledkli

pohybujici se v rozmezi 10 - 15 %.

Protinadorovy ucinek rostlinnych tetrapyrolii v zavislosti na konfluenci bunék

Konfluence bun€k na desticce v ase experimentu se v ramci jednotlivych experimentd miZze
v fadu desitek procent liSit. Abychom ovéfili, jaky vliv ma bunéénd konfluence na protinddorovy
ucinek rostlinnych tetrapyrolt, byl proveden experiment, kdy jsme porovnavali vliv poctu
vysazenych bunck v kultivani desticce na viabilitu bun€¢k. Buiky byly vysazeny ve dvou
koncentracich; 7000 bunék odpovida konfluenci cca 60% a 3500 bunék konfluenci cca 40%.
Vybranou testovanou linii byl adenokarcinom pankreatu PaTu-8902 a plisobkem byl chlorofyl a
(Obr. 25.).
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Obr. 25. Protinadorovy ucinek rostlinnych tetrapyrolu v zavislosti na konfluenci bunék
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Zjistili jsme, ze pocet vysazenych bunck nema na viabilitu bun¢k vliv.

Porovnani protinadorového ucinku komercniho a vyizolovaného chlorofylu a

Déle byly provedeny testy viability na bunéc¢né linii lidského adenokarcinomu pankreatu PaTu-
8902 exponované komerénimu a vyizolovanému chlorofylu @ =za ucelem porovnani
antiproliferacnich G¢inkli obou chlorofylti (data neuvedena). Srovnani bylo provedeno ve dvou
riznych koncentracich bun¢k; 7000 bunék/jamku a 3500 bun¢k/jamku. Doba ovlivnéni byla 24
hodin. Pfi obou bunéénych koncentracich nebyl pozorovan vyznamngjsi rozdil v Géinku

vyizolovaného a komer¢niho chlorofylu a.
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b) Bunééna linie lidského adenokarcinomu pankreatu MiaPaCa-2

Dalsi testovanou linii byly bunky lidského adenokarcinomu pankreatu MiaPaCa-2. MiaPaCa-2

jsou malo diferenciované buiiky nesouci aktivacni mutaci K-ras genu. [184] Testovali jsme opét

vliv chlorofylu a, chlorofylu & (Obr. 26.) a chlorofylinu na tuto naddorovou linii. Statisticky

vyznamny rozdil ve viabilité bun¢€k oproti kontrole jsme pozorovali u chlorofylu a pii koncentraci

od 50 pmol/L (p < 0,00001), u chlorofylu » od 125 pmol/L (p < 0,00001) a u chlorofylinu az pti

koncentraci 500 umol/L (p = 0,002, data neuvedena).

Obr. 26. Vliv rostlinnych tetrapyroli na viabilitu bunék lidského adenokarcinomu
pankreatu MiaPaCa-2
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*p<0,05, ** p<0,005, *** p<0,001
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¢) Bunécéna linie lidského adenokarcinomu pankreatu BxPC3
Posledni testovanou linii lidského adenokarcinomu pankreatu byly bunky BxPC3. BxPC3 jsou
sttedné¢ diferenciované nadorové buiky nesouci bodovou mutaci genu K-ras [185] a maji
zvySenou expresi cyklooxygenazy-2, kterd je zodpovédna za inhibici apoptozy [186]. Chlorofyl a
vyznamné pusobil na bunéénou viabilitu v koncentracich od 50 umol/L (Obr. 27.), chlorofylin az
pti koncentraci 500 umol/L (p<0,05) a u chlorofylu b jsme antiproliferac¢ni u¢inky nepozorovali

vibec (data neuvedena).

Obr. 27. Vliv chlorofylu a na viabilitu bunék lidského adenokarcinomu pankreatu BxPC3
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5.2.1.2 Vliv rostlinnych tetrapyrolii na viabilitu bunék lidského

Dalsi studovanou linii byly buiiky karcinomu prostaty PC3, nebot’ nas zajimalo, zdali chlorofyly
pusobi antiproliferacné
neuroendokrinnich markerti, markeru pro nadorové kmenové buiiky CD44 a jejich proliferace je
zavislda na androgenu. [187] Tato linie vykazovala velkou citlivost na chlorofyl a, kdy
k vyznamnému rozdilu viability bun¢k dochézelo jiz od koncentrace 10 pumol/L (Obr. 28.),

zatimco u chlorofylu b zména viability bunék zaznamenana nebyla a u chlorofylinu az u

karcinomu prostaty

koncentrace 125 umol/L (p<0,05) a 250 umol/L (p = 0,001), (data neuvedena).

Obr. 28. Vliv chlorofylu a na viabilitu bunék lidského karcinomu prostaty PC3
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5.2.1.3 Vliv rostlinnych tetrapyrolii na viabilitu endotelidlnich bunék

Posledni testovanou linii byly imortalizované endotelidlni buiiky EA.hy926. Tato kontinualné se
replikujici bunéfnd linie uchovava charakteristiky endotelidlnich bun¢k zumbilikalni zily s
aktivnim endotelin-konvertujicim enzymem, ktery se podili na proteolytickém $tépeni endotelinu
na biologicky aktivni peptidy. [188] U této bunééné linie jsme pozorovali nejvetsi snizeni bunééné

viability po ovlivnéni bunék chlorofylinem (Obr. 29.).

Obr. 29. Vliv rostlinnych tetrapyroli na viabilitu endotelialnich bunék EA.hy926
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Chlorofylin: n (kontrolni skupina) = 56, n (ovlivnéné) = 13
*p <0,05, ** p<0,005, *** p <0,001
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Nejcitlivéjsi bunécnou linii ke zkoumanym rostlinnym tetrapyrolim byly buiiky adenokarcinomu
pankreatu PaTu-8902. Z tohoto diivodu jsme tuto bunécnou linii zvolili jako nejvhodnéjsi pro

dalsi detailni analyzy biologickych u¢inkli zkoumanych pigmenta.

Zavér

Byl proveden screening uclinku tetrapyroli na wviabilitu nadorovych bunék lidského
adenokarcinomu pankreatu, karcinomu prostaty a na endotelidlnich bunkach. Cilem téchto
experimentll bylo posouzeni antiprolifera¢nich G€inkli zkoumanych latek a také vybér nejhodné;si
bunééné linie pro nasledujici experimenty. Jako pisobek s nejvétsim ucinkem na bunécnou
tetrapyroly nemély na buné¢nou viabilitu zadny vliv nebo byl patrny az pti vysSich koncentracich.
Bunécna linie PaTu-8902 byla nejcitlivéjsi k tetrapyrolovym ptlisobkiim a proto byla vybrana pro

praci v dalSich experimentech (viz Tab. 5.).
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Tab. 5. Souhrn piisobeni tetrapyroli na jednotlivé bunécné linie

Zhodnoceni statisticky vyznamného rozdilu bunééné viability v porovnani s kontrolni skupinou.

Bunécna viabilita je vyjadiena v % oproti kontrolnim buiikdm. Zvyraznéné hodnoty ptredstavuji

signifikantni rozdily oproti kontrolnim buitkdm; NT, netestovano.

Bunééna linie Korﬁtel\r/l[t]r € | Chlorofyla | Chlorofylb | Chlorofylin | Feofytina
10 48,8 87,8 94,8 91,6
PaTu-8902 50 18,6 65,6 94,2 90,2
125 13,1 45,8 62,9 76.7
10 96,2 103,4 116,5 NT
MiaPaCa-2 50 69,6 91,4 117,1 NT
125 40,3 87,6 110,3 NT
10 97,3 107,2 104,9 NT
BxPC-3 50 76,3 545 98,4 NT
125 64,8 75,7 84,5 NT
10 79,0 115,2 89,3 NT
PC3 50 69,0 59,3 95,6 NT
125 58,3 69,5 81,3 NT
10 89,8 105,7 75,0 NT
EAhy926 50 58,4 75,6 48,4 NT
125 38,4 50,3 NT NT
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5.2.1.4 Vliv chlorofylu @ na tvorbu bunéénych populaci

a) Klonogenni analyza
Klonogenni analyza byla pouzita pro studium u¢inku chlorofylu a na schopnost tvorby bunéénych
kolonii a proliferace bun¢k lidského adenokarcinomu pankreatu PaTu-8902. Jedna se o jinou
variantu testu proliferace bun€k, pfi niz lze posuzovat potencidlni G€inky zkoumanych latek na
iniciaci nadorového rustu. Klonogenni analyza je =zalozena na posouzeni pusobeni
experimentalnich terapeutik na individudlni vyseté bunky, které jsou tak nachylné;si k okolnim
vlivim. Pokud jednotlivé bunky vystaveni pisobku pteziji, vyrostou z nich kolonie, které jsou na

konci 7-denniho experimentu obarveny, vyfotografovany a spocitany. Vliv chlorofylu a na pocet

vzrostlych kolonii je uveden na Obr. 30. a) a b).
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Obr. 30. a) Vliv chlorofylu a na pocet vzrostlych bunéénych kolonii

b) Grafické vyjadreni vlivu chlorofylu a na pocet vzrostlych bunéénych kolonii
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Byla vypoctena uinnost vysadby bun¢k (Planting efficiency factor P.E. = (pocet kolonii/pocet
vysetych bunck)*100), kterd tika, z kolika procent vysetych bunck vyrostly kolonie. Dale byl
vypocten faktor pieziti (Surviving factor S.F. = (pocet kolonii 1é¢enych/pocet vysetych
buné¢k*P.E.)*100) ktery tika, z kolika procent lécené kolonie ptezily oproti kontrolni skupiné viz

Tab. 6.

Tab. 6. Vliv chlorofylu a na pocty kolonii bunék lidského adenokarcinomu PaTu-8902,
ucinnost vysadby bunék (P.E.) a faktor pieziti (S.F.) po 7 denni inkubaci

Primérny pocet PE SF
kolonii
Kontrola 1806 + 169 30,1 £2,8 % 100,0 £ 9,3 %
Chlorofyl a 881 + 137* 14,7 +2,3% 48,8 7,6 %

¢ (chlorofyl a) = 125 umol/L, ¢as ovlivnéni t =7 dni,n =15
*p<0,01

Zavér

Chlorofyl vyrazn¢ omezuje schopnost zkoumanych bunék lidského adenokarcinomu pankreatu
rust a proliferovat. Na miskéch exponovanych chlorofylu a se uchytilo o polovinu mén¢ kolonii
oproti kontrolnim bunkam; na misto ucinnosti vysadby 30% byla U¢innost jen 15%. Zjiz
uchycenych kolonii jich pfezije o vice nez 50% mén¢, pokud jsou léceny chlorofylem a oproti

kontrolni skuping.
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b) Vliv chlorofylu a na pocet bunék lidského adenokarcinomu pankreatu PaTu-8902 po
7-denni inkubaci
Vedle klonogenniho stanoveni, kde byly bunky vysety ve velice malé koncentraci (6000 bunék/10
cm misku), byl proveden dalsi 7-denni test, kde byly buiky vysety ve vétsi koncentraci (180000
bun¢k/10 cm misku) a byl stanoven jejich pocet. Koncentrace chlorofylu a byla stejna, jako u
klonogenniho stanoveni, tedy 125 pmol/L. Pocet bunék se snizil na cca 64 % oproti kontrolnim
buiikkdm (viz Tab. 7.). Vysledky koreluji s klonogennim stanovenim, kde byly lé¢ené kolonie
redukovany na 49% oproti kontrolni skupin¢é. Dle ptfedpokladu, pokud buiika neni obklopena

ostatnimi buiikami, je nachylné;j$i na ptidané plisobky a mé snizenou Sanci ptezit.

Tab. 7. Vliv chlorofylu @ na pocet bunék po 7-denni inkubaci

Pocet bungk (*10°) %o
Kontrola 8,3x1,1 100,0 + 12,9 %
Chlorofyl a 5,4 +£0,8* 64,4+ 9,7 %*

¢ (chlorofyl a) = 125 pmol/L, ¢as ovlivnéni t =7 dni,n =6
*p<0,01

5.2.2 Vliv rostlinnych tetrapyroli na expresi HMOXI a BLVRA mRNA bunék
adenokarcinomu pankreatu

Vzhledem ke strukturalni podobnosti (detailn¢ diskutované vyse) chlorofylu, hemu a linearnich
tetrapyroli bilirubinu a biliverdinu nds zajimalo, zdali vSechny studované tetrapyroly mohou
ovlivnit expresi 1 aktivitu klicovych gend katabolismu hemu, obzvlasté pii védomi kontroverznich
dat tykajicich se vlivu HMOX na kancerogenezi publikovanych v literatute. [189] Jak jiz bylo
zminéno, HMOX1 je klicovym enzymem v katabolismu hemu a hraje klicovou roli v obrané pfed
oxidacnim stresem. ZvySena aktivita HMOX1 zvySuje odolnost zdravych bun€k vici apoptoze.
K jeji aktivaci dochazi vlivem faktor vyvolavajici oxida¢ni stres, napt. hemem, piisobenim ROS
atd. Jeji protektivni ucinky jsou zprostiedkovany skrze produkované Zlucové pigmenty bilirubin

a biliverdin, které maji velmi silné antioxidacni [7] a dalsi biologické vlastnosti [8].
Byl tedy posuzovan vliv chlorofylli na expresi HMOXI a BLVRA mRNA. Mezi testované latky

patfil chlorofyl a, b, chlorofylin a hemin, ktery slouzil jako pozitivni kontrola exprese HMOXI
mRNA. Testovanou bunécnou linii byly opét buiiky lidského adenokarcinomu pankreatu PaTu-
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Vv

ovliviiovaly viabilitu PaTu-8902 bunék. Vysledky ukazuji ve vétSiné piipadi na pokles exprese

HMOXI mRNA, avSak nem¢ly vliv na expresi BLVRA mRNA (Obr. 31.).

Obr. 31. Vliv tetrapyroli na expresi HMOXI a BLVRA mRNA PaTu-8902 bunék
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Kontrola Hemin Chlorofyl a Chlorofyl b Chlorofylin

Hemin 30 pmol/L, chlorofyl a 10 pmol/L, chlorofyl » 10 pmol/L, chlorofylin 30 umol/L, n= 8§
*p<0,05, ** p<0,005, *** p<0,001

5.2.3 Vliv rostlinnych tetrapyroli na aktivitu HMOX bunék adenokarcinomu
pankreatu

Dal8im bodem zajmu bylo zjistit, zdali studované rostlinné tetrapyroly ovliviiuji aktivitu HMOX,
poptipade, zdali vykazuji stejné protektivni G€inky jako zminované zlucové pigmenty. Jako
pozitivni kontrola byl opét pouzity hemin, ktery indukuje aktivitu HMOX1. Testovanymi piisobky
které jsme pozorovali signifikantni zmé&nu viability nddorovych bun€k. Vliv chlorofyli na aktivitu
HMOX1 bunék adenokarcinomu pankreatu PaTu-8902, MiaPaCa-2 a adenokarcinomu prostaty
PC3 je uveden na Obr. 32.
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Obr. 32. Vliv tetrapyroli na aktivitu HMOX nadorovych bunék
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Zavér

U buné¢k adenokarcinomu pankreatu PaTu-8902 ovlivnénych studovanymi tetrapyroly, dochazelo
ke snizeni exprese mRNA i aktivity HMOX. K tomuto snizeni dochazelo jiz pti relativné¢ malych
koncentracich téchto tetrapyroli. U nadorovych linii MiaPaCa-2 a PC3 doslo k signifikantnimu
snizeni aktivity HMOX pouze pii ovlivnéni chlorofylinem. Snizeni aktivity HMOX u naddorovych
bun¢k se muize spolupodilet na zpomaleni bunééného ristu a protinddorovém ucinku. Vliv

zkoumanych rostlinnych tetrapyrolii na expresi BLVRA nebyl prokazan.

5.2.4 Vliv rostlinnych tetrapyrolii na mitochondrialni membranovy potencial

(MMP) bunék lidského hepatoblastomu

Jednim z cila této prace bylo prozkoumat vliv studovanych tetrapyrolii na redoxni prostiedi bunky
a zda chlorofyly zasahuji i do metabolismu mitochondrii. Mitochondrialni membrénovy potencial
(MMP) slouzi jako dtlezity indikator pii oveétovani spravné funkce mitochondrii. Pouze funkcni
mitochondrie vykazuji membranovy potencidl a pouze zivé buiiky maji funkéni mitochondrie.
Vliv rostlinnych tetrapyroli (konkrétné chlorofylinu a extraktu ze sinice S. platensis, obsahujici
znacné mnozstvi chlorofylu a i chlorofylinu) na MMP byl zkouman na buné¢né linii lidského
hepatoblastomu HepG2 (viz metodika) a u vSech ptisobkli bylo pozorované vyznamné sniZeni
MMP téchto nadorovych bun¢k (data neuvedena). Tento pilotni experiment prokazal, ze tyto
pusobky skutecné¢ vyznamné zasahuji do funkce mitochondrii a v souCasné dobé je MMP

predmétem blizsiho zkoumani na nasem pracovisti.

5.2.5 Vliv rostlinnych tetrapyroli na mitochondrialni produkci superoxidu

bunikami adenokarcinomu pankreatu

Na zéklad¢ zjisténi, Ze tetrapyroly sniZuji mitochondridlni membranovy potencial a zasahuji tak do
metabolismu mitochondrii, zaméfili jsme se na procesy, které vtéchto organelach probihaji.
Mitochondrie jsou producenty mitochondridlniho superoxidu, ktery se vytvari jako vedlejsi
produkt pii oxidativni fosforylaci v respira¢nim fetézci. Pokud je pfevazena rovnovadha mezi
tvorbou a odklizenim této molekuly smérem k vétsi produkci superoxidu, pak tento superoxid
ptispiva k oxidaénimu stresu bun¢k a miize plisobit bunééna poskozeni, kterd vedou k bunécné

proliferaci. Nadorové buiiky jsou charakteristické zvySenou generaci ROS, které potiebuji
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zejména pro aktivaci ristovych faktorti a udrzovani angiogeneze. [131] V pokrocilych stadiich
nadori bunky Casto vykazuji mnoho genetickych zmén a vysoky oxidacni stres, coz naznacuje, ze
by bylo mozné tyto buiiky eliminovat snizenim superoxidové produkce. [190]

Vsechny chlorofyly velice vyznamné snizovaly produkci superoxidu mitochondriemi a to jiz pii

relativné malych koncentracich vSech ptisobkti (10 umol/L) viz Obr. 33.

Obr. 33. Vliv tetrapyrolii na mitochondrialni produkci superoxidu bunék adenokarcinomu
pankreatu PaTu-8902
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5.2.6 Vliv rostlinnych tetrapyroli na redoxni stav glutathionu bunék

adenokarcinomu pankreatu

Bunka disponuje celou fadou ochrannych systémil, kterymi se brani pfed ptisobenim ROS a
vznikem oxidacniho stresu. Jednim z takovych mechanismi je redukce ROS glutathionem (GSH),
ktery se sam oxiduje. Proto byl sledovan také pomér redukovaného a oxidovaného glutathionu
(GSH/GSSG) nadorovych bunék lécenych studovanymi rostlinnymi tetrapyroly. Testovanymi
terapeutiky byl chlorofyl a, chlorofyl b, feofytin a a chlorofylin v koncentracich 10 pmol/L. Pro
ovéteni stdlosti vzorkli byl zméfen pomér GSH/GSSG v cerstvé piipravenych vzorcich a ve

vzorcich 4 tydny skladovanych v tekutém dusiku, ptfiCemz byly pouzity vSechny plisobky
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(chlorofyl a, chlorofyl b, chlorofylin a feofytin a). Z vysledkt vyplynulo, Ze 4-tydenni skladovani
vzorkil nemélo na vysledné hodnoty vliv.
U bungk 1é¢enych chlorofyly jsme pozorovali zvySené mnozstvi redukovaného glutathionu (GSH)

(Obr. 34.).

Obr. 34. Vliv tetrapyrolii na redoxni stav glutathionu bunék adenokarcinomu pankreatu
PaTu-8902

100
k%
80 -
60
40
20
ﬂ 1 1

Kontrola Chlorofyl a Chlorofyl b Chlorofylin ~ Pheophytin a

*%k
76 % 66 %

% (GSSG / GSSG + GSH)

Chlorofyl a 10 umol/L, chlorofyl 5 10 pmol/L, chlorofylin 30 umol/L, feofytin @ 10 pmol/L,n =5
*p<0,05, ** p<0,005

5.2.7 Vliv tetrapyroli na produkci H2O2 bunék adenokarcinomu pankreatu

Koncentrace peroxidu vodiku produkované do vngj$iho prostiedi buiiky odpovidaji 1 jejimu
intracelularnimu prostfedi a ukazuji miru zatizeni buiiky ROS. Zkoumali jsme, jak chlorofyly
ovlivni produkci peroxidu vodiku PaTu-8902 buné¢k. Pro nasledujici experimenty jsme zvolili dvé
koncentrace plisobki 10 pmol/L a 50 pmol/L. Zatimco u koncentrace 10 pumol/L  jsme
nepozorovali vyznamny rozdil produkce peroxidu oproti kontrole (data neuvedena), pfi vyssi
koncentraci 50 pmol/L jsme pozorovali signifikantni pokles produkce u vSech zkoumanych

tetrapyrolti (Obr. 35.).
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Obr. 35. Vliv tetrapyroli na produkci H>O> bunék adenokarcinomu pankreatu
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Koncentrace chlorofylu a, chlorofylu b, chlorofylinu a feofytinu ¢ = 50 pumol/L, n = 3, ** p < 0,005,
*** p <0,001

5.2.8 Vliv rostlinnych tetrapyrolii na celkovou antioxida¢ni kapacitu

Predchozimi experimenty jsme zjistili, Ze studované tetrapyroly vyznamné zasahuji do redoxniho
prostiedi bunék adenokarcinomu pankreatu. Zajimalo nas dale, zdali rostlinné tetrapyroly
ovliviiuji celkovou antioxidaéni kapacitu jak v podminkéch in vitro tak in vivo. Testovanymi
roztoky byl chlorofyl a, chlorofyl b a chlorofylin v koncentracnim rozmezi 10 az 300 umol/L. U
nékterych tetrapyrolii byly niz$i koncentrace nemétitelné, resp. mira zhaSeni radikalt byla pod
mezi detekce (data neuvedena). Se zvySujici se koncentraci tetrapyrolii rostla celkova antioxida¢ni
kapacita roztoki, pfi¢emz jako nejic¢inngjsi antioxidant se ukézal chlorofylin, nasledné chlorofyl a
a nejniz8i antioxida¢ni kapacitu mél roztok chlorofylu b (Obr. 36.), nicméné vliv na celkovou

antioxida¢ni kapacitu byl obecné pozorovan az pii relativn€ vysokych koncentracich.
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Obr. 36. Vliv rostlinnych tetrapyroli na celkovou antioxida¢ni kapacitu
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5.3 UCINEK ROSTLINNYCH TETRAPYROLU NA REDUKTIVNI
KARBOXYLACI A GLUTAMINOLYZU BUNEK
ADENOKARCINOMU PANKREATU

Kwvtli inhibi¢nim t€inktim chlorofyli na produkci mitochondridlnich ROS, jsme se zajimali o to,
zda chlorofyly mohou modulovat mitochondridlni glutaminolyzu a reduk¢ni karboxylaci, které
ptispivaji k mitochondrialni antioxida¢ni ochrané [174, 191]. V této studii nevedla expozice bunék
adenokarcinomu pankreatu PaTu-8902 chlorofylem a, chlorofylem b, feofytinem a a ani
chlorofylinem (50 pmol/L u vsech tetrapyroll) k signifikantnim zménam zabudovavani '*C
glutaminu do 2-hydroxyglutaratu a a-ketoglutaratu (oba jsou markery aktivni glutaminolyzy) ani
do citratu a malatu (oba jsou markery reduktivni karboxylace). Navic nebyla pozorovana zadna
zména ve vyrob¢ laktatu, coZz naznacuje neruSenou rovnovahu mezi mitochondrialni respiraci a

glykolyzou (data nejsou uvedena).

5.4 UCINEK VLIVU ROSTLINNYCH TETRAPYROLU NA AKTIVACI
ERK A AKT V BUNKACH ADENOKARCINOMU PANKREATU

Vzhledem k tomu, Ze bylo prokazano, ze chlorofylin inhibuje proliferaci bun¢k karcinomu prsu
MCEF-7 deaktivaci ERK [192] a také regulaci signdlni drahy PI3K/Akt [193], testovali jsme, zda se
tento antiproliferatni mechanismus mutze uplatnit i v bunikdch adenokarcinomu pankreatu.
Nicméné vsSak expozice bunc¢k adenokarcinomu pankreatu PaTu-8902 chlorofylu a nebo
chlorofylinu (50 pmol/L) po dobu 1 hodiny nevedla k zadnym vyznamnym zménam ve

fosforylaci, ani aktivaci AKT nebo ERK.
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Obr. 37. Utinek vlivu tetrapyrolii na aktivaci AKT a ERK v nadorové linii PaTu-8902
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5.5 VLIV PERORALNI APLIKACE TETRAPYROLU NA VELIKOST
NADORU A ANTIOXIDACNI KAPACITU KREVNICH SER
ATHYMICKYCH NU/NU MYSi XENOTRANSPLANTOVANYCH
BUNKAMI LIDSKEHO ADENOKARCINOMU PANKREATU

a) Vliv peroralni aplikace chlorofylu a na velikost nadori athymickych nu/nu mysi

Vin vivo experimentech byl sledovan ucinek chlorofylu a na rist a proliferaci lidského
adenokarcinomu pankreatu PaTu-8902. V piipad€é skupiny lécené chlorofylem a jsme
pozorovali vyznamné niz§i rGst a proliferaci nddorli v porovnani s kontrolni skupinou.
K rozdilu ve velikostech doSlo jiZ od osmého dne experimentu a po mési¢ni terapii byl rozdil

ve velikosti nddoru vice nez trojnasobny (1,04 = 0,8 vs. 3,48 + 1,5 cm’, p=0,012, Obr. 38.).



Obr. 38. Vliv konzumace chlorofylu a na velikosti nadori athymickych nu/nu mysi
xenotransplantovanych adenokarcinomem pankreatu PaTu-8902

P <0.001

4.5 1 O Kontrola M Chlorofyl a

3.5 -
3.0 i p=0.071

p=0.052

2.0 A
1.5

o i
0.0 '—C- T T T T T T T T

1 <4 8 1" 15 18 22 25 29
Dny

Velikost nadoru [em®]

Perorélni podani chlorofylu a v davce 1,5 mg/kg vahy/den, n (kontrolni) = 7, n (chlorofyl a) = 6
Skupinové rozdily ve velikosti nadorii byly méfeny metodou RM ANOVA s Holm-Sidak posthoc testovanim.
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Na zvifecim modelu byl prokazéan jednoznacny antiproliferacni vliv peroralni aplikace chlorofylu

a na rist lidského adenokarcinomu pankreatu.

b) Vliv peroralni aplikace tetrapyrolid na celkovou antioxidacni kapacitu krevnich sér
athymickych nu/nu mysi

Meétena byla také antioxidacni schopnost krevniho séra athymickych nu/nu  mysi
xenotransplantovanych adenokarcinomem pankreatu PaTu-8902 1é€enych chlorofylem a (davka
1,5 mg/kg vahy/den). Antioxida¢ni kapacita séra byla méfena stejnou metodou jako v kapitole
5.2.8 a vysledné hodnoty byly porovnany s kontrolni skupinou krmenou placebem.
Rozdil mezi antioxida¢ni kapacitou kontrolni skupiny a skupiny lécené chlorofylem a nebyl
vyznamny (kontrolni skupina: Index = 4,9 + 1,2, n =7, skupina lécend chlorofylem a: Index = 3,7
+ 1,1, n= 6, p>0,05).
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6 DISKUZE A ZAVER

V nasich inicidlnich studiich byly na experimentalnim modelu karcinomu pankreatu zkoumany
potencidlni antioxidacni a antiproliferacni ucinky sinice S. platensis a nékterych tetrapyroli v ni
obsazenych [5] diky podobnosti tetrapyrolovych struktur s podobné¢ piisobici molekulou bilirubinu
[7, 8]. Bylo zjisténo, ze tyto latky zasahuji do redoxniho stavu nddorové bunky, a Ze maji velky
potencial jako chemoprotektivni latky, nicméné€ jejich G¢inek neni v literature dostatecné popsan a
S. platensis obsahuje mnoho latek, které mohou byt zodpovédné za pozorované efekty. Pro nasi
dalsi praci jsme zvolili studium chlorofylti, nejhojnéji zastoupenych pigmenti na Zemi.
Chlorofyly jsou soucasti potravinového fetézce a predstavuji molekuly se silnymi biologickymi
ucinky. Jejich potencidlni ptiznivé u¢inky na lidské zdravi byly zaznamenany jiz v prvni poloviné
20. stoleti [194], avSak presvédCiva experimentalni 1 klinicka data o téchto molekulach nachazime
v odborné literatute jen sporadicky.

Obecné se predpoklada, ze chemoprotektivni ucinky chlorofyli jsou zprostiedkované jejich
schopnosti vychytavat karcinogeny uvniti stfevniho lumen, coz bylo dokazano v ¢inskych a
nizozemskych klinickych studiich [17, 45]. Né&kolik experimentalnich studii prokézalo
antioxidacni [14] a protinddorové ucinky chlorofyla [15, 16].

Chlorofyla se v rostlinné ti8i vyskytuje hned n¢kolik typl, které se snadno dostavaji do lidského
potravinového fetézce. V pribéhu zivotniho cyklu rostlin se navic chlorofyly metabolizuji a
starnutim list €i jinych zelenych casti rostlin se napt. chlorofyl a pfeménuje na feofytin a [24],
coz je molekula chlorofylu bez centralniho atomu hoic¢iku. Piedpoklada se, Ze tyto metabolity by
také mohly byt zodpovédné za pozitivni U€inky téchto molekul. Nicméné je tfeba zdlraznit, ze
zpusob, jakym jsou chlorofyly v lidském téle metabolizovany a jak tyto metabolity pasobi, je

zatim ne zcela probadan.

Kwvili proveditelnosti experimentti, z finan¢nich diivodi, byla zavaddéna metoda izolace chlorofylu
a, jeho nasledna charakterizace a zkoumani vysledné Cistoty chlorofylu. Podafilo se zavést tfi
rizné metody pro izolaci chlorofylu a z fasy S. platensis s riznym vytézky.

HPLC-MS analyza potvrdila, Ze majoritni pik patfi chlorofylu a a minoritni pik odpovidal
feofytinu a (chlorofyl a bez centrdlniho atomu hot¢iku), pfiCemz ke ztraté¢ hoiciku mohlo dojit
béhem ionizace. IC a VCD spektra potvrdila piitomnost skupin charakteristickych pro chlorofyl a

a poukazala na agregaci sousednich molekul chlorofylii. Na zéklad¢ vysledkd ziskanych z ECD
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spekter miizeme fici, ze jsme vyizolovali bud’ chlorofyl a nebo jeho epimer chlorofyl a” vysoké
Cistoty (epimery jsou latky shodné struktury liSici se pouze konfiguraci v jednom chirdlnim
centru). Diky tomuto zavedenému postupu jsme nebyli limitovani mnozstvim chlorofylu a pro
nasledné experimenty a ziskavali jsme chlorofyl a vysoké Cistoty shodny s komeréné dostupnymi

preparaty.

Chlorofyl a a dalsi ptirodni tetrapyroly jako chlorofyl b, feofytin a a chlorofylin byly zkoumany
zejména pro jejich potencialni protektivni Gciny uplatitujici se zeyjména v kancerogenezi. Diky
strukturalni podobnosti téchto latek s bilirubinem, ktery je znam pro své protektivni u€inky, jsme

se zam¢tili zejména na biochemické drahy jim ovliviiované.

V prvni fazi experimentl jsme se zaméfili na testy viability, bunééné proliferace a rast nadorovych
a endotelidlnich bun€k. V téchto in vitro experimentech byl zkouman ucinek tetrapyroli na
ruznych bunéénych liniich, konkrétné na nadorovych liniich lidského adenokarcinomu pankreatu
(PaTu-8902, BxPC-3, MiaPaCa-2), karcinomu prostaty (PC3) a na endotelové bunécné linii
(EA.hy926).

U testované bunécné linie PaTu-8902 byl zaznamenan nejvétsi pokles bunécné viability pii
viability pii stejné koncentraci byl pozorovan také u pusobkl chlorofylu b a feofytinu a.
Chlorofylin plisobil signifikantni zmény viability az pii koncentraci 125 pmol/L. Vysledky testu
viability na této bunécné linii byly ovéfeny vysoce citlivym luminiscen¢nim stanovenim, které je
zalozeno na meéfeni ATP uvolilovanym z bunék. Vyloudili jsme tedy mozZnost interference
stanoveni naptiklad barevnymi tetrapyroly v bunikdch. Bylo také ovéfeno, Ze pocet vysetych bunck
neovliviluje méfené hodnoty bunécné viability a rozdily bunééné konfluence v rdmci riznych
experimentl neovliviiuji namétené vysledky.

Statisticky vyznamny rozdil ve viabilit€¢ bunék MiaPaCa-2 oproti kontrole jsme pozorovali u
expozice chlorofylu a pii koncentraci od 50 pmol/L, u chlorofylu b od 125 pmol/L a u
chlorofylinu az pii koncentraci 500 pmol/L. Na chlorofyl a a chlorofylin byla stejné citliva 1
bunécénéd linie BxPC3, u které jsme vSak nepozorovali rozdily v bunééné viabilité v ptipadé
pusobku chlorofylu .

Buiiky lidského karcinomu prostaty PC3 byly velmi citlivé na chlorofyl a jiz od koncentrace 10
pmol/L, u chlorofylinu od 125 pmol/L a efekt chlorofylu b nebyl pozorovan. Divod k rozdilné
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reakci k jednotlivym tetrapyrolim napfi¢ liniemi neni zcela jasny. Kazd4d ze zkoumanych
Je znamy fakt, ze rychle se dé¢lici endotelidlni buiiky reaguji na cytostatika stejné citlive, jako
buiiky nadorové. I u téchto bun€k jsme zaznamenali rozdily viability po inkubaci s terapeutiky.
Endotelialni buitky EA.hy926 byly nejcitlivéjsi k chlorofylinu (od 10 pumol/L), déle k chlorofylu a
(od 50 umol/L) a k chlorofylu b az pii koncentraci 125 umol/L.

Zavérem muzeme shrnout, Ze pocet bunck (méfeny CV testem) byl po inkubaci
s experimentalnimi terapeutiky snizovan oproti kontrolni skupiné v zavislosti na koncentraci
plsobku pouze nevyznamné. Zatim co tedy vliv na pocet ptezivSich bunck po 24 hodinovém
kontaktu s terapeutiky nebyl prokdzan, byla vyznamné ovlivnéna viabilita a Zivotaschopnost
téchto bunék. V zavislosti na typu bunécné linie zkoumané pigmenty chlorofyl a, chlorofyl b,
chlorofylin a feofytin a vyznamné snizovaly bunécnou viabilitu, po 24 hodinové inkubaci s nimi,
v koncentra¢nim rozsahu od 10 do 125 umol/L (p<0,05).

Diky screeningu rtznych nadorovych linii jsme vybrali bunécnou linii PaTu-8902 jako
nejvhodnéjsi pro nasledujici experimenty, protoze byla ke zkoumanym terapeutikim nejcitlivejsi.
chlorofyl a a to 1 v ptipadech, kdy ostatni tetrapyroly nemély na bunécnou viabilitu zadny vliv

nebo byl patrny az pfi vysSich koncentracich.

Dalsi variantou testu proliferace na PaTu-8902 bunkach byl klonogenni test, pifi némz se
posuzoval vliv zkoumané latky na iniciaci nadort. Pokud jednotlivé bunky pieziji, vyrostou z nich
kolonie. Chlorofyl a v tomto testu plsobil na jednotlivé vyseté bunky a po sedmi dnech byl
pozorovan nartist kolonii v porovnani s kontrolni skupinou. Byla vypoctena u¢innost vysadby tzv.
P.E. faktor, ktery tikd, kolik bun€k se uchytilo a vyrostly z nich kolonie a S.F. faktor ktery nam
tikd, z kolika procent 1é¢ené kolonie ptezily oproti kontrolni skupin€. Na miskach exponovanych
chlorofylu a se uchytilo o polovinu méné kolonii oproti kontrole a z jiZz uchycenych buné€k jich
prezije méné jak 50%. Témito testy bylo potvrzeno, ze nejenom Ze chlorofyl a ovliviiuje viabilitu
bunék (MTT test), ale také omezuje schopnost jednotlivych bun€k pieZit a o vice nez 50% sniZuje

schopnost nddorovych bunék proliferovat.

Vedle klonogenniho stanoveni byl proveden dals$i sedmidenni test, kde byly buiiky vysety ve vétsi
koncentraci a byl stanoven jejich pocet. Pocet bun€k se snizil na cca 64 % oproti kontrolnim

buitkdm. Vysledky koreluji s klonogennim stanovenim, kde byly 1é¢ené kolonie redukovany na
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méné jak polovinu oproti kontrolni skupiné. Dle piedpokladu, pokud buitka neni obklopena
ostatnimi bunkami, je ndchylnéjsi na ptidané¢ plisobky a ma snizenou Sanci prezit. V delSim
casovém intervalu inkubace PaTu-8902 bunék s chlorofylem a tedy dochdzi i k redukci poctu

bunék, které jsme pii 24 hodinovém CV testu nepozorovali.

Jak bylo zminéno vySe, kvili strukturdlni podobnosti zkoumanych tetrapyrold a hemu nas
zajimalo, zdali tyto latky ovlivni expresi kliCovych geni katabolismu hemu. Na naddorové bunééné
linii adenokarcinomu pankreatu PaTu-8902 byl zkouman vliv chlorofylu a, chlorofylu 5 a
chlorofylinu na expresi HMOX a BLVRA mRNA. Jiz pti velmi malé koncentraci zkoumanych
tetrapyrol (10 a 30 umol/L) dochazelo k vyraznému a signifikantnimu poklesu exprese HMOX
mRNA, zatim co vliv na expresi BLVRA mRNA pozorovan nebyl. BLVRA je pfitom enzymem
katabolické drahy hemu s potencidlni proliferativni aktivitou [195]. AZ n€kolikandsobné zvySené
exprese BLVRA mRNA byly pozorovany u hepatocelularniho karcinomu, zatimco BLVRA a
HMOX1 hodnoty zistaly nezménéné [196]. U vSech tfi tetrapyrolii jsme déle testovali vliv na
HMOX1 aktivitu u bunék adenokarcinomu pankreatu PaTu-8902, MiaPaCa-2 a adenokarcinomu
prostaty PC3. Ve vétSin€ pripadi, kdy byly bunky ovlivnény studovanymi tetrapyroly, dochazelo
ke snizeni aktivity HMOX1 v nadorovych buiikach, pti¢emz nejcitlivéjsi byla opét linie PaTu-
8902, ktera reagovala vyraznym snizenim HMOXI1 aktivity po inkubaci s chlorofylem a,
chlorofylem b i chlorofylinem pfti relativné nizkych koncentracich (10 a 30 umol/L). ZvySena
aktivita HMOX je povazovana za mechanismus obrany organismu pied zvySenym oxida¢nim
stresem. Diky produktim katabolismu hemu tak dochéazi ke snizovani oxidacni zatéze bunky.
Avsak uloha HMOX v procesu kancerogeneze neni zcela objasnéna a publikovana data jsou
znacné kontroverzni [189, 197]. Je naptiklad zndmo, Ze overexprese HMOX podporuje bunéény
rust a progresi nadorii. Za urCitych podminek zvySené hladiny HMOX podporuji 1 syntézu
vaskularniho endotelidlniho ristového faktoru VEGF. Data z naSich studii ukazuji, Ze chlorofyly
mély vyznamny inhibi¢ni vliv na aktivitu HMOXI1 1 expresi HMOX mRNA. SniZeni aktivity
HMOX1 u nadorovych bunék se mlZe spolupodilet na zpomaleni bunéfného rlstu a

protinadorovém uUcinku.

Na buiikéach lidského hepatoblastomu HepG2 byl studovén vliv chlorofylinu a extraktu ze sinice S.
platensis na redoxni prostiedi buniky méfenim MMP. Buné¢na linie byla zvolena jako vhodny typ
bunék pro tento druh analyzy na zdklad¢ studované literatury [169, 170]. Mitochondridlni
membranovy potencial (MMP) slouzi jako dulezity indikator pii ovéfovani spravné funkce

mitochondrii. Pouze funkéni mitochondrie vykazuji membranovy potencial, jsou schopny vyroby
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energie ve form¢ ATP a pouze zivé buiiky maji funkéni mitochondrie. Nadorové bunky vyuzivaji
ve zvySené mife k ziskani energie aerobni glykolyzu (Warburgliv efekt) a protonovy gradient
z aerobni fosforylace na mitochondridlni membrané neni tak vyrazny jako u zdravych bunék.
[198] Regulace bunécéné apoptdzy je nezbytnd pro spravny vyvoj organizmu a tkanovou
homeostazu. Jeji pribéh mize byt uréen dvéma signalnimi drahami a to vnéjsi (receptorovou)
dréhou fizenou receptory smrti a vnitini (mitochondrialni) apoptotickou drahou, kde kli¢ovou roli
plni mitochondrie. Mitochondrialni bunééna smrt je charakteristickd zménou transmembranového
potencidlu a permeabilizaci vnéj$i mitochondridlni membrany. Depolarizace mitochondridlni
membrany je dalezita pro uvolnéni proapoptotickych signalii. Sledovani stavu mitochondrialniho
membranového potencialu, jakozto apoptického markeru, aurCeni hladiny reaktivnich
kyslikovych radikalt poskytuje dilezité informace a miZe mit prediktivni hodnotu pro vystup
lécebnych protokolt. [155] Pilotni experimenty ukazuji, Ze chlorofylin 1 extrakt ze sinice
S. platensis obsahujici zna¢né mnozstvi chlorofylu a i chlorofylinu vyznamné snizuji membranovy
potencial mitochondrii nadorovych bunék a ovliviuji tak funkci mitochondrii. Snizenim MMP a
depolarizaci membréany tak miize byt nadorova buiika nachylnéjsi k apoptdze. V soucasné dobé se

na nasem pracovisti dale pokracuje na zkoumani vlivu tetrapyrolt na MMP.

Po zjisténi, ze tetrapyroly ovliviiuji MMP jsme zkoumali jejich vliv na redoxni prostiedi buniky.
ROS jsou dulezitymi signalnimi molekulami, jejichz cilem jsou transkripcni faktory, které jsou
aktivovany oxida¢nim stresem. Nadorové bunky jsou charakteristické zvySenou tvorbou ROS,
které potiebuji zejména pro aktivaci rustovych faktorti a udrzovanim angiogeneze. Vysledkem
takové signalizace je stimulace bunéfné proliferace, indukce apoptdzy, poskozeni genetické
informace a vznik mutaci, které mohou vést k dalsim nddorovym onemocnénim. Prvnim z cili byl
mitochondridlni superoxid, ktery aktivuje fadu intracelularnich cilii, které predstavuji vyznamné
patogenni faktory v kancerogenezi. U bunék lécenych chlorofylem a, chlorofylem b,
chlorofylinem a feofytinem a ve velmi malych koncentracich (10 umol/L) dochazelo k velice
vyraznému (na 12 — 23% v porovnani s kontrolni skupinou) a vyznamnému poklesu superoxidu
produkovaného mitochondriemi. VSechny studované tetrapyroly vyrazné redukovaly oxidacni
zatiZzeni buniky a takto vyznamna redukce superoxidu miiZze ptispivat k protinadorovym u¢inkiim
téchto latek. Vysledky jsou v souladu s naméfenymi hodnotami MMP, ktery po inkubaci bun&k
s tetrapyroly vyrazné poklesl; klesl tedy protonovy gradient na mitochondridlni membrané a
ztoho lze wusuzovat, ze dochdzelo kaerobni fosforylaci ve sniZzené mife. Zdrojem

mitochondridlniho superoxidu je pravé aerobni fosforylace a pfi sniZzené aktivité tohoto procesu
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dochazi i ke snizené tvorbé superoxidu. Dal§im vysvétlenim tak vyrazné redukce superoxidu miize

byt pfima interakce konjugovanych tetrapyrolt s touto reaktivni molekulou.

Jednim z hlavnich mechanismii antioxidacni ochrany organismu je redukce ROS glutathionem.
Byl sledovan pomér redukované a oxidované formy glutathionu u bunék adenokarcinomu
pankreatu PaTu-8902 exponovanych chlorofylu a, chlorofylu b, chlorofylinu a feofytinu a
v koncentraci 10 pmol/L. U vSech studovanych tetrapyrolli jsme namétili zvySené mnozstvi
redukované¢ho glutathionu. Jednim z vysvétleni zvySenych hodnot redukovaného glutathionu
oproti kontrolni skupiné¢ mtize byt, ze chlorofyly mohou samy pfimo zhaset ROS a dochazi tak
k mensi spotfebé redukovaného glutathionu. K mensi spotiebé tohoto antioxidantu miize dochazet
také diky prokazané snizené produkci mitochondridlniho superoxidu. Dal§im moznym
vysvétlenim je, Ze chlorofyly mohou také samy pfispivat k regeneraci oxidovaného glutathionu na
jeho redukovanou formu. At je mechanismus plisobeni jakykoliv, z naméfenych dat je patrné, ze

chlorofyly ptispivaji ke zvySovani nitrobunécného antioxida¢niho potencialu.

U bun¢€k adenokarcinomu pankreatu PaTu-8902 byla také méfena produkce H»O> do vné¢jsiho
prostiedi buiiky, kterd odpovida koncentraci uvnitt buiiky a ukazuje na miru zatizeni buné¢k ROS.
Vsechny studované tetrapyroly (chlorofyl a, chlorofyl b, chlorofylin a feofytin a) vyznamné
snizovaly produkci peroxidu pii koncentraci piisobki 50 pmol/L. U koncentrace ptisobkti 10
umol/LL jsme nepozorovali statisticky vyznamné zmény v produkci peroxidu buitkami oproti

kontrole.

Ptedchozimi experimenty bylo zjisténo, Ze chlorofyly vyznamné zasahuji do redoxniho prostiedi
nadorovych bunck. Nésledn€ jsme métili, jak rostlinné tetrapyroly ovliviiuji celkovou antioxidacni
kapacitu roztokil in vitro. Nejucinngji zhaSel volné radikdly ve vodé rozpustny chlorofylin,
nasledné chlorofyl a a nejmensi antioxida¢ni kapacitu mél chlorofyl . Nicméné vSechny tfi
tetrapyroly sniZzovaly koncentraci produkovanych radikald. VSechny studované tetrapyroly tedy
nejen ze prispivaly ke snizeni celkové koncentrace volnych radikalt, ale také vyznamné
potlacovaly zatizeni bunc¢k ROS a sniZzovaly celkové bunécné hladiny peroxidu vodiku u
nadorovych bunék. Toto bylo podpofeno i1 vysledky vlivu chlorofyli na stav redukovaného
glutathionu, a ovlivnéni redoxniho stavu nddorové buiiky chlorofyly by tedy mohlo byt jednim

z mechanismtl jejich protinadorového ucinku.
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Snizovani hladiny ROS v nadorech a podpoteni antioxida¢ni schopnosti u nddorovych bunék vede
ke kontroverznim ndzortim. Na jedné strané, prili§ vysoké az toxické hladiny ROS by mohly vést
k poskozeni mitochondridlnich membran, nasledn¢ by dochazelo k uvolhovani cytochromu c
z mitochondrie a ke spusSténi apoptdézy nadorovych bunék. [136] K tomuto vSak samovolné
v nadorovych tkanich nedochazi a naopak zvySend produkce ROS podporuje tumorigenezi
oxidacnim poskozenim DNA a biochemickymi a molekularnimi zménami, které jsou nezbytné k
progresi nadoru [135]. Dilezité je, ze mitochondridlni ROS reguluji bunécnou redoxni signalizaci
a zvyseni jejich produkce se ukazuje jako rozhodujici pro kancerogenezi [199, 200]. Nicmén¢ 1
nadorové bunky se chrani pifed zvySenym oxidacnim stresem, a nékteré studie naznacuji, Ze
suplementace antioxidantii, v€etné¢ N-acetylcysteinu a tokoferolu, mize ve skute¢nosti dokonce
podporovat progresi nadorti [201, 202]. V naSich modelovych studiich vSak chlorofyly skute¢né
potlacovaly progresi karcinomu pankreatu. Tento Uc¢inek byl doprovazen oslabenou expresi a
aktivitou HMOX1, coZ je rozhodujici sloZka vnitfniho bunééného antioxida¢niho systému. Tato
zjisténi mohou mit skutecné vyznam pro jejich protinadorové ucinky, nebot’ bylo uvedeno, ze
zvySena exprese HMOXI brani bunky karcinomu pankreatu pted cytostatickym plisobenim
protinadorovych 1ékti [203]. Je dulezité poznamenat, ze tento ufinek miize byt nadoroveé
specificky, jelikoz byl pozorovan opacny trend exprese HMOXI u endotelialnich bunék lidskeé
umbilikalni zily 1€¢enych chlorofylinem [204].

Ptekvapivé jsme nepozorovali zadny ucinek chlorofylii na glutaminolyzu nebo na reduktivni
karboxylaci. Tato zjisténi ukazuji, ze ani glykolyza, ani mitochondrialni respirace nebyly
ovlivnény 1é¢bou chlorofyly [174]. Zda se, ze antiproliferacni G¢inky chlorofylli ovliviiuji redoxni

stav nddorovych bungk, stejné tak jako produkci ROS, ale do buné¢né bioenergetiky nezasahuji.

V ptedchozich studiich bylo uvadéno, ze chlorofylin down-reguluje signaliza¢ni drahu PI3K/Akt
[193], a ze inhibuje proliferaci bun¢k karcinomu prsu MCF-7 deaktivaci ERK [192]. Nicméné¢, ani
chlorofyl a a ani chlorofylin nemély v naSich studiich pankreatickych nadorovych bunck zadny

inhibi¢ni Gi¢inek na fosforylaci AKT nebo ERK.

Pro potvrzeni protinddorového u€inku chlorofylu a, ktery k nddorové linii adenokarcinomu
pankreatu Patu-8902 reagoval nejcitlivéji a zin vitro studi byl patrny nejvyrazn€j$i pokles
bunécné viability a efekt na sniZeni oxida¢niho zatizeni bungk, byla provedena nasledna in vivo
studie na nu/nu myS$ich xenotransplantovanych adenokarcinomem pankreatu PaTu-8902. Piti in

vivo studii vlivu G€ink chlorofylu a na proliferaci lidského adenokarcinomu pankreatu bylo
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zjiSténo, ze mysi peroraln¢ lécené chlorofylem a mély vyznamné mens$i nddory v porovnani s
kontrolni skupinou, a to jiz od 8. dne 1écby. Po 29 dnech byl experiment ukoncen a nadory lécené
skupiny byly v porovnani s kontrolni skupinou tikrat mensi (1,04 £ 0,8 vs. 3,48 £ 1,5 cm’,
p=0,012). Byl tedy prokézan jednoznac¢ny antiprolifera¢ni vliv chlorofylu a na rtst lidského

adenokarcinomu pankreatu.

Me¢fena byla také antioxidacni schopnost krevniho séra athymickych nu/nu mysi lécenych
chlorofylem a po dobu 29 dnli. Rozdil mezi antioxida¢ni kapacitou kontrolni skupiny a skupiny
lécené chlorofylem a nebyl statisticky vyznamny (kontrolni skupina: Index = 4,9 £ 1,2, n = 7,
skupina lécend chlorofylem a: Index = 3,7 = 1,1, n = 6, p>0,05). Vysvétlenim, pro¢ antioxidacni
kapacita séra po poziti chlorofylu vyznamné nevzrostla je, Ze chlorofyly maji velice Spatnou
vstiebatelnost a vétSina (az 95 %) pozitého chlorofylu odchazi stolici. Byla provedena studie, kdy
byli pacienti krmeni feofytinem a vafenym Spendtem, kdy byla na fytol tetrapyroli navazéana
radioaktivni molekula. Analyzované tetrapyroly byly z 90 — 95% nalezeny v nezménéné formé ve
stolici. [205] Tetrapyroly se tedy nedostavaji ve zvysené mite do krevniho fecisté, kde by plisobily
piimo jako antioxidanty, avSak maji jiny mechanismus ucinku, ktery redukuje nddory a snizuje

antioxidacni zatizeni nadorovych bunck.

Jak jsme demonstrovali v in vitro studiich, mechanismus ptsobeni chlorofylti zfejmé probihd na
vice urovnich od plsobeni na bunécnou viabilitu nddorovych buné€k, ptfes ovlivnéni exprese
klicovych genli antioxidacni ochrany az po samotné vychytavani volnych radikalti. Studované
chlorofyly jsou schopny pohlcovat volné radikaly diky konjugovanému systému dvojnych vazeb a
pfimo tak v organismu pusobit jako antioxidanty. I kdyz vstiebatelnost chlorofylii do krevniho
feCisté je relativné mald (cca 5 — 10%), pozorovali jsme vyrazné protinadorové a antioxidacni
ucinky téchto molekul in vivo. Chlorofyly velice vyznamné zasahuji do redoxniho prostiedi bunék

a pomahaji jim ve snizovani negativnich dopadi volnych radikald.

Zaveérem lze konstatovat, ze potencidlni protinddorové ucinky chlorofyll jsou zprostfedkovavany
nékolika zpiisoby pfes rizné metabolick¢é drahy a souvisi s antioxidacni aktivitou, snizenim
mitochondridlni produkce superoxidu a G¢inky na expresi specifickych gend. Fakt, Ze peroralné
podavany chlorofyl a na zvifecim modelu velice vyrazné snizoval progresi karcinomu pankreatu a
dochazelo k velice vyrazné redukci nadorti, potvrzuje antiproliferani piisobeni tohoto tetrapyrolu.
Na zéklad¢ zjiSténych dat se chlorofyl a a dalsi tetrapyroly (chlorofyl b, chlorofylin a feofytin a)

jevi jako slibné chemopreventivni latky, které by se mohly uplatiiovat v chemoadjuvantni 1écbé
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nadorovych onemocnéni. Navic zvySeny ptijem téchto latek béznou stravou by mohl pomahat
pred zvySenym oxidacnim stresem a pusobit tak preventivné proti vzniku onemocnéni
podminénych timto mechanismem. K potvrzeni téchto slibnych ptredpokladi, vychézejicich
predev§im z experimentalnich dat jsou nezbytné a zadouci klinicko-epidemiologické humanni

studie.
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