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ABSTRAKT
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Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickych véd

Kandidat: Markéta Smatova
Skolitel: Prof. RNDr. Lenka Skalové, Ph.D.
Nazev diplomové prace: Modulace ti€innosti cytostatik v nadorovych buiikach pomoci

seskviterpenti

Oxaliplatina (OxPt) patii mezi cytostatika bézné pouzivand pii standardni
chemoterapeutické 16¢bé kolorektalniho karcinomu. Usp&sny vysledek chemoterapeutické
1é¢by je vSak casto omezen nezddoucimi ucinky OxPt na zdravou tkan a vznikem rezistence
nadorovych bun¢k na terapii. Hlavnim cilem této prace bylo zjistit, zda mohou seskviterpeny
ovlivnit antiproliferacni aktivitu oxaliplatiny. Seskviterpeny jsou piirodni latky, které jsou
hlavnimi slozkami rostlinnych silic. V lidském organismu vykazuji Sirokou Skalu
antirevmatické, antioxidac¢ni, antivirové a protinddorové. V nasi praci byl potvrzen
antiproliferacni ucinek seskviterpend, konkrétné¢ o-humulenu (HUM), karyofylen-oxidu
(CAO), valencenu (VAL) a trans-nerolidolu (NER), na bunéénych liniich kolorektalniho
karcinomu SW-620 a Caco-2. Pti testovani kombinaci OxPt s jednotlivymi seskviterpeny
byl prokdzan synergicky ucinek seskviterpeni CAO, VAL a castecné HUM s OxPt
v bunééné linii Caco-2. HUM, VAL a NER byly schopny prokazatelné zvysit pro-oxida¢ni
pusobeni OxPt v bunécéné linii Caco-2. Z vysledkil 1ze usoudit, Ze jednim z moZnych
mechanismul synergického ptisobeni VAL a HUM v kombinaci s OxPt je pravé schopnost
zvysit pro-oxidacni ptisobeni OxPt na bunky. U kombinace CAO s OxPt pirepokladame spise
jiny mechanismus synergického plsobeni, protoze CAO zvySoval pro-oxidacni piisobeni
OxPt jen malo. V naSich experimentech se seskviterpeny VAL, CAR a HUM ukézaly jako
latky potencidlné vhodné do kombinacni terapie s OxPt. Tyto latky ma tedy smysl dale

testovat a v budoucnu by se mohly v terapii kolorektalniho karcinomu uplatnit.
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Title of diploma thesis: Modulation of cytostatics efficacy in cancer cells by sesquiterpenes

Oxaliplatin (OxPt) belongs between the cytostatics regulary used during standard
chemotherapy treatment of colorectal cancer. The successful treatment of colorectal cancer
is often limited by various side effects of OxPt on healthy tissue as well as by the possible
development of drug-resistance. The main aim of this theses is to find out if, sesquiterpenes
can affect the antiproliferative activity of OxPt. Sesquiterpenes, natural substances, are
the main component of essential oils. In human organism, sesquiterpenes have a wide variety
of biological effects especially antibacterial, antifungal, immunomodulatory, inflammatory,
antirheumatic, antioxidant, antivirus and antitumor. Our study confirmed
the antiproliferative effects of sesquiterpenes a-humulen (HUM), caryophyllene-oxide
(CAO), valencene (VAL) and trans-nerolidol (NER) in cell lines of colorectal cancer
SW-620 and Caco-2. Testing of combinations of OxPt with each sesquiterpenes proved
synergistic effects of sesquiterpenes CAO, VAL and partially HUM with OxPt in cell line
Caco-2. It was also proven that HUM, VAL, and NER increased the pro-oxidative action
OxPt in the cell line Caco-2. Based on these results, we suppose that the ability to increase
the pro-oxidative effect of OxPt on cells represents one of the possible mechanisms of VAL
and HUM synergism with OxPt. CAO and OxPt combination has probably different
mechanism of synergy as CAO has little effect on pro-oxidative activity of OxPt. In our
experiments, sesquiterpenes VAL, CAR and HUM showed the promising potential for their
use in combination therapy with OxPt. These substances are suitable for further testing and
they could be potentially used for the treatment of colorectal cancer in future.
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1 Uvod

Nadorova onemocnéni patii mezi nejCastéjsi pfi¢iny nemocnosti a umrtnosti lidi
na celém svété (web 1). Rakovina byla poprvé popsana pred tisici lety, ale existovala jiz
mnohem diive (Borges Dias et al. 2015). Lécba tohoto onemocnéni v§ak neni doposud zcela
pod kontrolou a to i pies obrovské pokroky ve vyzkumu a pochopeni biologickych procest,
kter¢ vedou k rozvoji rakoviny (Modzelewska et al. 2005). Bézné pouzivana
chemoterapeutika s sebou ptinasi kromé 1é¢ebného ucinku i fadu nezadoucich ucinki a
zadné z nich neni pro terapii zcela idedlni. Klasickd chemoterapeutika ptisobi na vSechny
buiiky lidského téla a kromé nadoru porusuji i ostatni zdravou tkan. Diky hlubSimu poznani
struktury a pochodu, které probihaji na povrchu a uvniti bun¢k, byly do terapie zavedeny
biologické 1éky. Biologicka 1é¢ba neboli cilena terapie patii mezi nejmodernéjsi zptisob
1é¢by rakoviny, jehoz cilem neni poskozeni DNA jako u vétSiny cytostatik, ale je zaméten
na regulacni a signalni kaskady. Tyto latky maji vSak také celou fadu nezadoucich tc¢inkt
(web 2, Mladénka 2014b).

Izolace a vyhodnocovani chemickych latek ptirodniho plvodu pfedstavuje jednu
Z nejstarsich a nejucinnéjsich strategii pro vyvoj novych chemoterapeutickych latek. Vice
nez 50 % 1ékt schvalenych na 1écbu rakoviny v poslednich dvou desetiletich 20. stoleti
pochézelo z ptirodnich zdrojii (Huang et al. 2012). Latky byly izolovany z rostlin, motskych
zivoCichl a mikroorganismil.

Velkou skupinu ptirodnich latek, které jsou intenzivné zkouméany, piedstavuji terpeny.
Doposud bylo identifikovano vice nez 30 000 téchto slou€enin a u fady z nich byl jiz
prokdzan jejich farmaceuticky vyznam. Terpeny se nachéazeji v rostlinach, kde tvofi
vyznamnou slozku silic, ze kterych jsou pak izolovany. Tyto latky jsou fazeny do nékolika
skupin podle jejich chemickych struktur, velkou cast téchto latek predstavuji praveé
seskviterpeny, u nichz byla v mnoha pfipadech prokazana antiproliferacni aktivita
na nadorové buiky bez negativniho nebo dokonce prospésného vlivu na zdravou tkan

(Modzelewska et al. 2005, Ambroz et al. 2015).



2 Teoreticka cast

2.1 Charakteristika nadorového onemocnéni

Nédorova onemocnéni miizeme charakterizovat jako multifaktoridlni onemocnéni,
jejichz vzniku ptedchédzi souhra mnoha faktord. Lécba téchto onemocnéni je Casto velmi
nadorovym onemocnénim. Také v€asné rozpoznani rakoviny, zajiSténi potifebné péce a
vhodna 1é¢ba dava pacientim vétsi Sanci na vylééeni. LéCba onemocnéni v Casném stadiu je
vyhodnéjsi i z hlediska ekonomického, protoze je 1éEba nddorovych onemocnéni velmi draha
a ne vzdy uspésna.

Rakovina je definovéana jako nekontrolovatelny rust bunék, které pronikaji a rozsifuji se
do riznych casti téla za hranice svého normalniho ptsobeni. V pozd¢jsich stadiich tvori
metastaze v rizné vzdalenych ¢astech téla a organech od mista vzniku zarode¢ného bujeni
(web 3).

Na vzniku rakoviny se podileji faktory vnitini, kterym nelze zcela ptedchazet, napf.
dédicné zmény v genech. Kromé dédicnych predispozic je hlavnim vnitinim rizikovym
faktorem vek. Lidé se diky kvalitni 1€katské péci dozivaji stale vyssiho veéku, populace starne
a pribyvaji tak nemoci, které se objevuji Castéji ve vyssim véku. Mezi né€ patii i rakovina.
Pravé kolorektalni karcinom (CRC) je jednim z onkologickych onemocnéni, jehoZ incidence
se s veékem vyrazné¢ zvySuje. Bunky jsou schopny vétSinu vzniklych mutaci
v molekulach DNA opravit, s pfibyvajicim vékem vSak reparacni schopnost bunék klesa a
dochazi ke kumulaci téchto mutaci, které mohou nésledné vést k nadorovému bujeni.

V dne$nim svété hojnosti jsou pro nés velkym problémem faktory, které na nas pisobi
zvenci. Nejvetsi problém, ktery je v dnesni dobé povazovan za nejcastéjsi piic¢inu rakoviny,
je celkovée Spatny Zivotni styl a je na kazdém z nés, jak se k tomuto problému postavi. Vice
nez 30 % umrtim na rakovinu lze zabranit, pokud se vyhneme rizikovym faktoriim,
predevsim jednomu z nich — koufeni (web 3).

Rakovina je mnohem castéjSim onemocnénim ve vyspélych zemich svéta. Nevhodné
stravovani a s tim souvisejici obezita, nizka spotteba ovoce, zeleniny a nedostatek vldkniny,
vysoka konzumace alkoholu, koufeni a nedostatek fyzické aktivity, to vSe se podili velkou
mérou na vzniku a rozvoji mnoha nadorovych onemocnéni. Celkovy Spatny Zivotni styl,
povazovany za nejCastéjSi pfi¢inu rakoviny, lze snadno upravit a mnoha nadorovym
onemocnénim predchazet. Lidé si vSak tuto hrozbu, ktera na n¢ ¢iha na kazdém rohu,

dostate¢né neuvédomuji nebo nechtéji uvédomovat (web 3, Stewart et al. 2014).



2.1.1 Kolorektalni karcinom

CRC je geneticky podminéné onemocnéni, které je zpiisobeno nahromadénim mutaci
ve vetsiné regulacnich genii v bunce. Jedna se o vicestupnovy proces, ktery zahrnuje
inaktivaci tumor supresorovych gent a aktivaci protoonkogenti. Aktivované protoonkogeny
(onkogeny) pak narusuji normalni buné¢ny rist a diferenciaci. Vyznamnou roli pii vzniku
CRC predstavuje mutace K-ras genu.

Sporadicka forma CRC ptedstavuje cca 80 % vSech CRC. MenSi ¢ast, ptiblizné 15 %,
je tvofena familiarni a hereditarni formou CRC. Jen asi 1 % CRC je zptsobeno diisledkem
pozdni komplikace idiopatickych stfevnich zanétti, kdy dochazi k dysplazii sliznice, ktera
ptedchézi vzniku CRC.

CRC je multifaktoridlni onemocnéni, na kterém se podileji faktory genetické, zanétlivé
procesy a u sporadické formy CRC jsou to piedevSim exogenni faktory, které jsou
zodpovédné za mutace genti. Sporadickd forma CRC je ve velké mife zavisla na véku,
jakozto neovlivnitelném rizikovém faktoru (Suchanek et al. 2011, Mahmoud 2015, Holubec
2004).

2.1.2 Epidemiologie

CRC je povazovan za civilizaéni onemocnéni. Zaujima ptedni mista v Zebficku
onkologickych onemocnéni ve vSech vyspélych zemich svéta. Ve svété v roce 2012 byl CRC
tretim nejcastéjSim zhoubnym nadorem u muzii. U Zen je CRC 2. nejcastéji
diagnostikovanym zhoubnym onemocnénim (web 4). Ceska republika patii mezi zemd
s nejvyssim podtem pacientil s timto zavaznym onemocnénim. Cesti muzi jsou na étvrtém
misté a Zeny na misté Sestnactém, co se tyce Cetnosti vyskytu tohoto onemocnéni v ramci

celého svéta (viz obr. 1 a obr. 2) (web 4).
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Obr. 1 Srovnani incidence a mortality CRC u muzu v CR s ostatnimi zemémi svéta v roce 2012,
prevzato z webu 4.
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Obr. 2 Srovnéni incidence a mortality CRC u Zen v CR s ostatnimi zemémi svéta v roce 2012,
prevzato z webu 4.
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Obr. 3 Vyvoj incidence a mortality CRC, pfevzato z webu 5.

Incidence CRC je neustale na vzestupu (Viz obr. 2) a to zejména ve vyspélych zemich
svéta. V roce 2012 byla celkova incidence CRC odhadnuta na 1 361 000 nové
diagnostikovanych piipadi a zemielo 694 000 pacientti (web 4). Nejvice pacientti s CRC je
ve veku 65 let, s prodluzujici se stfedni délkou Zivota se vyznamné zvysuje i1 vyskyt tohoto
onemocnéni. Tento rizikovy faktor ovlivnit nelze, mtizeme vSak predejit ostatnim vné&jSim
rizikovym faktoriim. CRC lze povaZovat za civiliza¢ni onemocnéni, protoze velmi uzce
souvisi se zptisobem Zivota a stravovacimi navyky. Incidence CRC roste, ale mortalita je
diky pokrokiim ve zdravotnictvi, screeningovym programim a diagnostice V poslednich

letech stabilni (Schneiderova a Bencko 2015).
2.1.3 Patogeneze kolorektalniho karcinomu na molekularni arovni

CRC vznika postupnym hromadénim genetickych a epigenetickych zmén, které vedou
k transformaci normalniho epitelu tlustého stieva a rekta do adenokarcinomu. Tyto genetické
zmény mohou byt vrozené Vv ptipadé hereditarni formy karcinomu a ziskané u sporadického
karcinomu. Genetické zmény zahrnuji aktivaci protoonkogent (K-ras), inaktivaci tumor-
supresorovych gent (APC, DCC, p53) a mutaci geni kodujicich opravné systémy (Holubec
2004).

Mutaci protoonkogenti vznikaji onkogeny, které prostiednictvim svych proteinovych
produkti narusuji normalni bunécny rist a diferenciaci. Vyznamnym protoonkogenem,

ktery se podili na vzniku CRC, je K-ras gen (Kirstein rat sarcoma), ktery je soucasti nékolika
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signalnich drah. Mutaci tohoto genu muze dojit k trvalé signalizaci a nekontrolované
bunécné proliferaci (Ellis a Clark 2000).

Potlacenim tumor supresorovych gent je usnadnéna nadorova transformace. APC gen
(Adenomatous polyposis coli) je klicovy tumor supresorovy gen, ktery se podili na jednom
z prvnich kroki ve stupni vyvoje CRC. Genovy produkt APC interaguje s riznymi
regulacnimi proteiny se vztahem k bunééné adhezi, jako jsou B-catenin, y-catenin, axin,
conductin, EBI, hDLG a mikrotubularni proteiny. Mutaci APC genu dochazi k poruseni
signalni drahy, kterd reguluje aktivitu B-cateninu. Nadmérnou aktivitou B-cateninu dochazi
Kk poruseni buné¢ného cyklu a rozvoji nadoru (Aoiki a Taketo 2007, Kheirelseid et al. 2013,
Klener 2002).

Na mutaci genu APC navazuji dal$i defekty genu DCC (Deleted in colorectal cancer) a
p53. p53 je povazovan za dulezity transkripéni faktor, ktery se podili na udrZzovani stability
genomu prostiednictvim fizeni bunétného cyklu a apoptozy. Protein p53 je schopen
rozpoznat poskozeni DNA a vyvolat zastavu bunééného cyklu ve fazi S a G2. p5S3 zvySuje
expresi proteinu Bax, ktery je dalezity pro indukci apoptdzy. K apoptoze také miize piispéet
zvySenim produkce ROS vedouci k oxidacnimu stresu a poskozeni mitochondrii. Mutaci p53
jsou poruSeny jeho regulacni schopnosti a je umoznén proces angiogeneze (Kheirelseid
et al. 2013, Klener 2002).

Systétm MMR (methyl-directed mismatch repair system) je velni dileZity kontrolni
mechanismus v replikaci DNA. Zahrnuje geny MLH-1 a MSH-2, MSH-6, PMS-1, PMS-2 a
jiné podobné fungujici, jejichz proteiny opravuji chybné miseni nukleotidii béhem replikace

DNA (Klener 2002, Holubec 2004).

2.1.4 Prevence kolorektalniho karcinomu

Prevenci nadorovych onemocnéni miizeme rozdélit na primarni a sekundarni. Primarni
prevence znamena piedchazeni t€émto onemocnénim, a to vakcinaci proti chronickym
infek¢nim onemocnénim, ktera jsou zodpovédna za vznik rakoviny predev§im
V rozvojovych zemich, vyhybanim se neptiznivym vliviim vnéjsiho prostfedi a dodrzovanim
zasad zdravého zplsobu Zivota, predevSim eliminaci uzivani tabakovych vyrobkd,
omezenim piijmu vysokoenergetickych potravin, alkoholu a naopak zvySenim fyzické
aktivity. V roce 2002 bylo zjisténo, ze 17,8 % (1,9 miliont ptipadi) celosvétového vyskytu
rakoviny je zplsobeno virovymi a bakteridlnimi infekcemi. Nejcastéji se jedna o lidsky
papillomavirus (HPV), bakterii Helicobacter pylori a viry Zloutenky typu B a C. Zloutence

typu B lze piechazet vakcinaci, i¢inné se zda byt i ockovani proti HPV. Touto prevenci bylo
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dosazeno snizeni vyskytu karcinomu délozniho hrdla a nadorovych onemocnéni jater
(Parkin 2002).

V ramci sekundarni prevence je dilezitd v€asnd diagnostika onemocnéni a nastaveni
vhodné 1écby pacienta. Sekundarni prevence hraje dnes u nadorovych onemocnéni velmi
vyznamnou roli, a to zejména diky modernim diagnostickym technologiim, které umoziiuji
sledovani osob s vysokym rizikem tohoto onemocnéni a screening asymptomatickych
jedinct. Do rizikové skupiny u CRC jsou fazeni pacienti s idiopatickymi stievnimi zadnéty a
hereditarnim syndromem, déle jsou sledovani pacienti s pozitivni osobni anamnézou CRC.
Diky pravidelnému sledovani a screeningu mize byt CRC zachycen v raném stadiu
onemocnéni, kdy je velkd Sance na 1é¢bu a Casto uplné vyléceni. Prevence piedstavuje

nejdilezitéjsi krok v boji proti CRC (Stewart et al. 2014).
2.1.5 Diagnostika

CRC se mize pomérné dlouhou dobu utvaret bez jakychkoliv ptiznakii u pacienta. Prvni
pfiznaky onemocnéni se Casto objevuji az v pokrocilejSim stadiu rakoviny a moznosti 1écby
piiznaky objevi. V roce 2000 byl v Ceské republice zahajen Narodni screeningovy program
na zachyt CRC v pocatec¢nim stadiu, ktery jiz prosSel celou fadou zmén, a jehoz vysledky se
zacinaji projevovat na poklesu mortality CRC (web 6, web 7).

Zakladnim diagnostickym vySetfenim jsou imunochemické testy na okultni krvaceni do
stolice (TOKS) a kolonoskopie. Tato sekundarni prevence je uréena pro osoby ve véku od
50 do 54 let, které by mély jednou ro¢né podstoupit TOKS. U osob starSich 55 let je
doporuc¢ovan TOKS jednou za dva roky nebo je provadéna jednou za deset let kolonoskopie.
Kolonoskopie je povaZzovana za zlaty standard v diagnostice CRC a méla by tedy vzdy
nasledovat pti zjiSténi pozitivity TOKS. Kolonoskopie dnes pied¢ila 1 dfive prioritni
irigografii, ktera je vSak dnes pouzivana jen ztidka. Vyhodou kolonoskopie je také moZnost
provedeni biopsie, ¢i odstranéni nalezeného polypu specidlnim pfistrojem pfipojenym na
kolonoskop (web 8, web 9).

Dale je potieba sledovat pacienty, kteti maji vysoky ptedpoklad vzniku CRC. K témto
pacientlim je potteba piistupovat individuadlné v zavislosti na charakteru rizikového faktoru.
Asymptomaticky jedinec s genetickymi predispozicemi zjiSténymi z anamnestickych a
genealogickych studii by mél co nejdiive podstoupit genetické vysetieni. U pacientt, ktefi
trpi Crohnovou chorobou nebo ulcerdzni kolitidou, mize velmi snadno dojit ke zvratu

zanétlivého charakteru onemocnéni a rozvoji karcinomu, proto je nezbytné vénovat této
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mozné nadorové transformaci zvySenou pozornost pii 1écbé téchto idiopatickych stfevnich
zanétlh. Stejné tak je potieba sledovat pacienty, u kterych jsou nalezeny stfevni polypy
(web 9, Holubec 2004).

Dalsi metody zjisténi CRC jsou jiz méné pouzivané pro diagnostiku, ale uplatiiuji se
v pribéhu 1écby CRC. Zobrazovaci metody maji vyznam spiSe az po diagnostice CRC
nejcastéji kolonoskopii. Mohou ndm pomoci urcit stddium nemoci, blizsi lokalizaci nadoru
a jeho piipadné prortstani a Sifeni do okolni tkdn¢ a organd. Mezi tyto metody, které
zobrazuji detailnéji stfevni sténu, patii pocitatova tomografie (CT) a magneticka rezonance
(MR). Endosonografie ma vyznam ptedevSim pii zjiStovani stadia u karcinomu rekta.
Pozitronova emisni tomografie (PET) je schopna odhalit vzdalené¢ metastazy. Angiografie
mize pomoci pii chirurgickém odstraniovani nadoru (Suchanek et al. 2011).

Zjistovani piitomnosti nddorovych markert, které jsou v organismu produkovéany
béhem nadorového bujeni buiikami nadoru nebo jako celkova reakce organismu, je
vyuzivano spiSe k zachytu recidivy ¢i progrese onemocnéni, sledovany jsou predevsim
pted- a pooperacni hodnoty pti zjiStovani efektu terapie. Jejich zvySend nebo sniZzend hladina
vSak nemusi vzdy souviset s nddorovym onemocnénim. Klasické biochemické parametry
zjisténé z krve a moci se uplatni az v pozdnim stadiu CRC, jen ziidka je CRC diagnostikovan

napiiklad zjisténim sekundarni anémie (Holubec 2004).
2.1.6 Moznosti lécby

Lécba CRC je zavisla na stadiu tohoto nddorového onemocnéni. Chirurgické odstranéni
nadoru je jednou ze zakladnich metod 1€¢by a Casto zajisti iplné vylécCeni. Systémova terapie
byva téméf vzdy soucasti komplexni lécby karcinomu. Jeji pouZiti ma vyznam nejen
V pooperacni terapii k zabranéni navratu onemocnéni, ale ¢asto se pouziva u neoperabilnich
nadord ke zmenseni nadoru ¢i metastaz, které je mozno nasledné chirurgicky odstranit.
Systémova terapie ma také vyznam v paliativni 1é¢be, kdy mize pacientim prodlouzit zivot.
Nov¢ jsou do terapie zavadény biologické 1éky - bevacizumab, cetuximab a panitumumab,
Casto jsou soucasti 1éCby paliativni. Pfi zahajovani paliativni 1é¢by je dileZité zhodnotit stav
pacienta a nastavit strategii tak, aby béhem terapie byly vystfidany vSechny ucinné latky
(5-fluorouracil, oxaliplatina, irinotekan, bevacizumab a cetuximab nebo panitumumab).

Konvenéni terapie byva zahajena rezimem S-fluorouracil/leukovorin/irinotekan
(FOLFIRI) ¢i 5-fluorouracil/leukovorin/oxaliplatina (FOLFOX4). Tyto dvé kombina¢ni
terapie se li§i zejména spektrem nezadoucich Uc¢inki. Nej€astéjsi nezadouci U€inky rezimu

s OxPt jsou neutropenie a poSkozeni nervt. U rezimu FOLFIRI dochazi k tézkym prijmiim
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a riziko neutropenie byva vyssi. Bevacizumab je pouzivan pouze v kombinaci
s chemoterapii, cetuximab je mozno podavat v monoterpaii i v kombinaci s cytostatiky,
panitumumab zatim lze pouzivat pouze v monoterapii. Ani tyto biologické Iéky nejsou zcela
bezpecné a po jejich podani se vyskytuji riizné nezadouci ucinky jako hypertenze,
proteinurie az nefroticky syndrom, zvysené riziko krvaceni a trombdz, zhorSeni hojeni ran u
bevacizumabu, ktery vSak v kombinac¢ni terapii zvySuje prinik chemoterapeutik do nadoru

a zesiluje ucinek cytostatik (Biicher 2008, Alcindor a Beauger 2011).

2.2 Oxaliplatina

Oxaliplatina  (OxPt), (SP-4-2)-[(1R,2R)-cyklohexan-1,2-diamin-x*N,N’]-(oxalato-
k?0',0?) platnaty komplex (Cesky lékopis 2009) (viz obr.4), je chemoterapeutikum patiici
do skupiny alkyla¢nich latek (Hartl et al. 2012). Tento nov¢jsi analog platinovych cytostatik
je odvozen od cisplatiny

nahrazenim  atomd  chloru N H 2 O O
N L/

molekulou oxalatu (Adam et al.

2011). OxPt v kombinaci Pt\

S 5-f|uoroura-cilem a "" N H 5 / O O

leukovorinem je jednou
Z nejpouZivangjsich kombinaci Obr. 4 Strukturni vzorec oxaliplatiny, pfevzato z webu 10
v terapii CRC (Biicher 2008).

OxPt vytvaii mistky mezi dvéma molekulami DNA nebo 1 ve vlaknu téZe molekuly.
Nejcastéjsim vazebnym mistem je atom dusiku v poloze 7 purinové baze guaninu, miize se
vSak vazat 1 na dusik adeninu ¢i cytosinu (Hartl et al. 2012).

Predpokladany mechanismus uc¢inku OxPt po expozici bunék CRC spociva v zastaveni
bunécného cyklu ve fazi G2/M a indukci apoptdzy. Apoptotickd kaskada vyvolana OxPt je
charakterizovana translokaci proapoptotického proteinu Bax do mitochondrii, uvolnéni
cytochromu c do cytosolu a aktivaci kaspazy 3 (vnitini cesta aktivace apoptozy). Diky cilené
inaktivaci Bax a tumor supresorového proteinu p53, ktera vedla v bunécné linii HCT116
k vyrazné zvysené rezistenci nadorovych bun¢k na pisobeni OxPt, bylo prokazano, ze jak
p53, tak Bax jsou dulezitymi determinanty bunécné odpovédi na riznd chemoterapeuticka
¢inidla (Arango et al. 2004, Bunz et al. 1999). Tumor supresorovy gen p53 reguluje expresi
pro-apoptotického Bax-proteinu (Becker 2005, Toshiyuki a Reed 1995).

16



Ve vétSin€ ptipadii CRC nachézime v tomto genu p53 mutaci. Jeho funkéni protein
reaguje na ruzné pro-apoptotické stimuly a hraje vyznamnou roli v citlivosti nddorovych
bunék na riznad chemoterapeuticka Cinidla. V zévislosti na mutaci p53 a typu nadorovych
bun¢k muze byt citlivost na rizna chemoterapeuticka ¢inidla bud’ zvySena, nebo sniZena.
U nékterych druhtt CRC mtze OxPt vyvolat aktivaci apoptdzy vnéjsi cestou vytvoienim
komplexu Fas ligand/Fas receptor a nasledné aktivaci kaspazy 8 (Arango et al. 2004).

Citlivost nadorovych bunék CRC muze téz ovlivnit transkripéni faktor NF-xB
(nuklearni faktor kappa B), ktery zvysuje proliferaci nadorovych bunék a zptisobuje odolnost
proti apoptdze indukované ptisobenim chemoterapeutika (Garg a Aggarwal 2012, Orlowski
a Baldwin 2002). Tato teorie byla potvrzena v roce 2003 v ¢lanku Rakitina a kol., kde bylo
zjisténo, Ze snizenim transkripcni aktivity NF-kB dochézi ke zvySeni citlivosti bun€k CRC
na cytotoxické ucinky OxPt.

OxPt ma vsak limitované pouziti v terapii a to zejména kvli jejim nezadoucim u¢inkiim
na zdravou tkan a vzniku rezistence nadorovych bun¢k na terapii (Prakash et al. 2013,

Arango et al. 2004).

2.3 Prirodni latky

Ptirodni produkty zGstavaji nadale vyznamnym zdrojem novych 1é¢iv. Ptiroda skryva
celou fadu latek, jejichZ struktura neni doposud zndma, nebo nejsou znamy vSechny ucinky
latek jiz znamych. Rakovina je onemocnéni, které piedstavuje celosvétovy problém, miize
postihnout kohokoliv a kdykoliv. Dosud neexistuje u¢inna prevence a moznosti 1é¢by jsou
omezené. Existuje celd fada chemoterapeutik, ktera jsou schopna uc¢inn€¢ bojovat
s nadorovymi bunikami, ale zaroven ni¢i i bunky télu vlastni a oslabuji organismus natolik,
ze pacient nasledkiim 1écby podlehne. Vyzkum je proto zaméfen na pouziti latek, které
pusobi specificky na nddorové buiky (protilatky), a na latky, které by mohly ovlivnit uc¢inek
bunky a zaroven by chranily bunky télu vlastni (pfirodni latky) (Prakash et al. 2013).

Protirakovinné G¢inky pfirodnich latek byly poprvé objeveny a zkoumany v roce 1950
u vinca alkaloidi a u izolovaného cytotoxicky ptisobiciho podofylotoxinu (Bhanot et al.
2011).

Vinca alkaloidy pfimo inhibuji mitézu, a proto se n¢kdy oznacuji jako ,,vieténkové
jedy*“. Pouzivaji se ptevazné k lécbe lymfomi a nékterych forem leukémie. Podobny

mechanismus u¢inku vykazuji 1 dalsi ptirodni latky — taxany, které stabilizuji mikrotubuly a
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bréani tak jejich depolymerizaci. Mezi tyto latky patii paklitaxel a docetaxel, vyuzivany pfi
1é¢be karcinomu prsu a ovaria. Derivat podofylotoxinu, etoposid, vykazuje ucinky pti 1é¢be
malobunécného karcinomu plic. Spolecn¢ s dalSimi piirodnimi latkami kaptotekany jsou
fazeny mezi inhibitory topoisomeras. Irinotekan a topotekan maji vyznam u CRC a
ovarialniho karcinomu (Hartl et al. 2012).

Pfirodni produkty jsou Casto vyznamnym zdrojem latek, které se uplatiiuji pii 1écbé
riznych onemocnéni. Tyto latky jsou také v rizném mnozstvi zastoupeny v nasi kazdodenni
strav€. Mezi latky potlacujici zanétlivy proces, ktery vede k transformaci, hyperproliferaci a
vyvolani karcinogeneze, patii naptiklad kurkumin, genistein, resveratrol, dialylsulfid, alicin,
lykopen, kapsaicin, gingerol, silymarin, katechiny, eugenol, isoflavony, saponiny,
fytosteroly, inositol hexafosfat, vitamin C, D-limonen, lutein, kyselina listova, beta karoten,
vitamin E, flavonoidy, rostlinné silice a dalsi. Spatné stravovaci navyky se podileji ve vysoké
mife na vzniku a vyvoji obzvlasté CRC, proto bychom m¢li do jidelni¢ku zatadit pravidelnou
konzumaci ovoce a zeleniny, které obsahuji velké mnozstvi antioxida¢nich latek, ¢imz
chrani buniky lidského téla a vyznamné snizuji vyskyt nékterych typii rakoviny (Bhanot et

al. 2011).

2.4 Terpeny

Terpeny piedstavuji rozmanitou skupinu piirodnich latek, jejichz zakladni uhlikovy
skelet se sklada ze dvou a vice isoprenovych jednotek a fadime je tedy mezi isoprenoidy.
Spojovanim téchto jednotek vznikaji monotepreny (C10), seskviterpeny (15), diterpeny
(C20), tritepreny (C30), tetraterpeny (C40) a polyterpeny. Terpeny jsou lipofilni slou€eniny,
které¢ mohou byt alifatické i cyklické, uhlikaté 1 kyslikaté a jsou od nich odvozovany dalsi
silic (Hubik et al. 1989, Brehm-Stecher et al. 2003).

Isoprenoidy maji v rostlinach jednak funkci primarnich metabolitd (steroly,
karotenoidy, regulatory ristu), které tvoifi strukturni sloZku membran a zajiStuji jeji
integritu, jsou zodpovédné za fotoprotekci, a jsou proto esencialni pfi vyvoji a ristu rostlin.
Vyzkum je vSak zaméten spiSe na druhou skupinu isoprenoidi patficich mezi sekundéarni
metabolity rostlin. Vyznam sekundarnich metabolitii rostlin neni doposud jesté zcela
probadany, jejich vyznam je piedev§im v komunikaci rostliny-rostlina, rostlina-predator,

rostlina a vné&jsi prostiedi (Chappell 1995).
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2.4.1 Syntéze terpen

Biosyntéza terpent zahrnuje pomérné slozitou kaskadu chemickych reakci. Zakladni
stavebni jednotka vSech isoprenoidil je C5 prekurzor IPP (isopentenyldifosfat) a jeho isomer
dimethylallyldifosfat (DMAPP), jejichz syntéza probihd u vyssich rostlin nezavisle na sobé
dvéma moznymi cestami v riznych ¢astech buniky. V cytosolu probiha klasickd mevalonova
syntéza (MVA) kondenzaci tii molekul acetyl-CoA (C2) za vzniku HMG-CoA (3-hydroxy-
3-methylglutaryl koenzym A), kdy ptasobenim HMG-CoA reduktazy vznika mevalonat, ze
kterého je fosforylaci a dekarboxylaci generovana molekula IPP (C5). V plastidech je
molekula IPP generovana methylerythritol fosfatovou cestou syntézy (MEP), kdy IPP
vznika kondenzaci pyruvatu (C3) a glyceraldehyd-3-fosfatu (C3) za vzniku meziproduktu
methylerythritol fosfat (MET). Pfedpoklada se, ze IPP syntetizovany v cytosolu poskytuje
prekurzor pro farnesyldifosfat (FPP, C15), ktery tvoii zaklad pro seskviterpeny a triterpeny,
zatimco IPP vznikly v plastidech poskytuje prekurzor pro geranildifosfat (GPP, C10) a
geranylgeranyldifosfat (GGPP, C20), pro syntézu mono-, di-, a tetra-terpenti. Cast&ji se viak
tyto drahy prolinaji v souvislosti s konkrétni rostlinou a IPP vzniklé dvéma moznymi
syntézami Casto poskytuje prekurzor pro isoprenoidy vzniklé jak v cytosolu, tak v plastidech.

Tyto reakce jsou katalyzovany prenytransferasami. GDP synthasa katalyzuje
kondenzaci IPP a DMAPP za vzniku GDP. FDP synthasa postupné ptidava dvé molekuly
IPP do DMAPP a vznika FDP, prekurzor seskviteprend a triterpenti, a GGDP synthasa
pridanim tii molekul IPP vytvaii C20 difosfat, prekurzor pro diterpeny a tetraterpeny (Cheng
etal. 2007). Tyto reaktivni meziprodukty (GPP, FPP, GGPP) spolu mohou dale kondenzovat
a tvofit prekurzory pro steroidy a karotenoidy, mohou poskytovat prekurzory latek
neterpenoidniho charakteru, naptiklad proteiny. Reakce, jako je oxidace, redukce,
isomerizace, konjugace a dalsi sekundarni transformace, pak davaji vznik riznym
specifickym reak¢énim skupindm v molekule terpeni, které pak zodpovida za charakter
ucinku daného terpenu (Hubik et al. 1989).

Terpeny obsahujici nepoldrni funkéni skupiny umozZiluji zvySenou permeabilitu
lipofilnich 1é¢iv, naopak polarni funkéni skupiny v terpenech umoziuji zvySenou

permeabilitu pro 1é¢iva hydrofilngjsi (Williams et al. 2012).
2.4.2 Charakteristika seskviterpenti
Seskviterpeny predstavuji pocetnou skupinu terpenti riznych struktur, jsou to

slouceniny acyklické, mono-, bi-, tri-, a tetracyklické. Biosyntéza seskviterpent je zpravidla
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lokalizovana v cytosolu, kde je syntetizovana molekula IPP a jeji isomer DMAPP, jejichz
kondenzaci vznika GPP, pfidanim dal§i molekuly IPP dostaneme FPP, coz je C15 prekurzor
pro syntézu seskviterpenti (Cheng et al. 2007).

Acyklické seskviterpeny jsou katalyzovany piimo ze zékladni struktury FPP, cyklické
derivaty jsou pak tvofeny specifickymi cykldsami. Dalsi specifické pfestavby a reakce -
oxidace, degradace a dimerizace - poskytuji mnoho riznych struktur seskviterpenti a jejich
derivati (Bartikova et al. 2014).

Seskviterpeny jsou vysoce lipofilni slouceniny, diky ¢emuz mohou ovliviiovat nékteré
biotransformaéni enzymy (cytochrom P450) a to ve smyslu indukce ¢i inhibice pfisluSného
enzymu (Bartikova et al. 2014). Lipofilita seskviterpent je velmi dulezity parametr pro
pouziti téchto latek v terapii.

Seskviterpeny jsou hlavni slozkou rostlinnych silic, které vykazuji Sirokou Skélu
biologickych ucinkli a to zejména antibakteridlni, antifungalni, imunomodulaéni,
protizanétlivé, antirevmatické, antioxidacni, antivirové (herpes virus simplex-HSV-1) a
protirakovinné u¢inky (Park et al. 2011).
druhé stran¢ vSak mohou na bunky a organismus pisobit nepfiznivé az cytotoxicky.
Struktura, koncentrace, metabolismus a typ bunék ovliviiuje ti€inek seskviterpent, pfevazné

ve smyslu jejich antioxida¢niho ¢i pro-oxidac¢niho ptsobeni (Bartikova et al. 2014).
2.4.3 Oxida€ni stres a seskviterpeny

Reaktivni formy kysliku (ROS) se nachazeji ve vSech Zivych organismech a hraji
vyznamnou roli v mnohych fyziologickych funkcich (energeticky metabolismus, bunééna
signalizace a fagocytdza) (Bartikova et al. 2014). K ROS fadime napt. superoxidovy radikal
(02e-), hydrogen peroxid (H202), hydroxylovy radikal (OHe) a volny radikal oxidu
dusnatého (NOe). V organismu jsou ROS produkovany mitochondrialnim dychacim
fetézcem, NADPH-oxidasou (NOX), lipooxygenasou (LOX), xantin-oxidasou (XO),
cytochromy P450 (CYP), zanétem, ¢i exogennimi zdroji (UV, radiacni zafeni, pesticidy),
nebo vznikaji reakci katalyzovanou tranzitnimi ionty napi. Fentonovou reakci (Lee et al.
2013).

Organismus je schopen se proti t¢émto volnym radikalim do urCité miry branit.
Presahne-li v§ak pro-oxidacni ptisobeni antioxida¢ni kapacitu bun¢k, dojde k oxidacnimu

stresu, ktery ma za nésledek poskozeni ¢i smrt butiky a rozvijeji se riiznd onemocnéni.
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ROS interaguji a modifikuji chemické vlastnosti biomolekul uvnitt burky, coz vede
k oxidaci nukleovych kyselin, peroxidaci lipidi a denaturaci proteinti. V disledku poskozeni
genomu a hromadéni mutaci dochazi ke vzniku genetické heterogenity v rakovinnych
bunikach a ty tak ziskavaji znacné vyhody pro pieziti a expanzi. Nejcastéji jsou poskozeny
geny, které za normalnich okolnosti vznikajici mutace opravuji. Vysledkem primdrniho
oxida¢niho poskozeni DNA baze je molekula 8-0xo0-guanin, ktera slouzi jako marker pro
detekci. Sekundarni poskozeni DNA je zplisobeno konecnym produktem peroxidace lipida
malondialdehydem (MDA), ktery se mize kovalentné vazat na guanin a vytvaret tak MDA-
DNA adukt (Lee et al. 2013).

Diky existenci raznych urovni antioxida¢ni obrany je mozné ptedchazet vzniku
nadmérného mnozstvi ROS, odstrafiovat vzniklé ROS a reparaénimi mechanismy opravovat
jiz poskozené biomolekuly (Lee et al. 2013).

Mechanismus pfimého neenzymatického odstranéni ROS spociva Vv pfitomnosti
molekul a proteinti vychytavajicich reaktivni kovy, které katalyzuji produkci ROS. Latky,
které se chovaji jako tzv. ,,scavengerové® molekuly (karoteny, vitamin C, polyfenoly), se
vyznacuji strukturdlni podobnosti a to pfitomnosti konjugovaného systému, diky ¢emuz
snadno poskytuji elektrony a maji tak vysokou redukéni kapacitu. Latky obsahujici ve
struktute katechol ¢i galoyl jsou schopné vychytavat tranzitni kovy a zabranit tak produkci
hydroxylového radikalu Fentonovou reakei (Lee et al. 2013).

Nepfimou antioxidac¢ni aktivitu zajiStuji indukovatelné antioxidacni ¢i jiné
cytoprotektivni enzymy, které jsou vétSinou regulovany transkripnim faktorem Nrf2
(nuclear factor erythroid-2-related factor 2), ktery rozeznava promotorovou sekvenci
antioxida¢niho responsivniho elementu (ARE). Mezi nejvyznamnéjsi antioxidacni systémy
patii systém glutathionovy, ktery redukuje disulfidové vazby vzniklé oxidaci thiolové
skupiny ROS, a thioredoxinovy systém umoziujici obnoveni funkce proteinu, ktery byl
touto oxidaci poskozen. Nezastupitelnou roli v recyklaci redukovaného glutathionu (GSH)
a thioredoxinu hraje NADPH a enzymy, které se podileji na jeho produkci (Bartikova et al.
2014, Lee et al. 2013).

Vysoké hladiny ROS mohou stimulovat transkripcni faktor NF-xB, jehoz aktivace vede
k vyvolani prozanétlivé reakce a dalsimu zhorSeni redoxniho potencialu (Lee et al. 2013).
Mezi oxida¢nim stresem, zanétem a nadorovym onemocnénim existuje uzka souvislost, a
tak latky s protizanétlivym pisobenim mohou najit své uplatnéni i v terapii rakoviny

(Rahman et al. 2014).
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V néadorovych buinikdch se NF-kB podili na regulaci bunécné proliferace, regulaci
apoptdzy, podpoie angiogeneze a stimulaci metastazovani. Seskviterpeny mohou inhibovat
NF-kB, coz vede k usmrcovani nadorovych bunék a potlaceni jejich rastu.

Seskviterpeny mohou mit jak antioxidac¢ni, tak pro-oxidaéni vlastnosti, které souviseji
S jejich strukturou, koncentraci, metabolismem a pfedevSim zavisi na typu bunék a
podminkach prostredi, které mohou byt fyziologické ¢i patologické (Bartikova et al. 2014).

Seskviterpeny jako antioxidanty mohou chranit zdravé bunky riznymi mechanismy
jako je piimé vychytavani ROS, chelatace kovovych iontli, posileni obranného
antioxidacniho systému ¢i tlumeni zanctu. Bylo prokdzano, ze antioxidacni aktivita
seskviterpenti zavisi na jejich struktufe, kdy nejvyssi antioxidacni aktivitu vykazoval
gossypol diky své polyfenolové struktute. Acyklické seskviterpeny (trans, trans-farnesol,
cis-nerolidol) vykazovaly vyrazng slabsi antioxida¢ni aktivitu a monocyklické seskviterpeny
jako HUM nevykazovaly antioxida¢ni aktivitu vibec. Kromé ptitomnosti hydroxylové
skupiny jsou za antioxida¢ni aktivitu zodpovédné a, B-nenasycené karbonylové skupiny
(vernodalol, vernolid) (Bartikova et al. 2014).

Latky s antioxida¢nimi vlastnostmi se v protinadorové terapii uplatiiuji v mensi mife.
Ackoli potlacenim ROS signalizace antioxidanty by mohlo dojit k potlaceni riistu nadoru,
pusobi antioxidanty spiSe opacné a chrani nadorové bunky pied oxidativnim poskozenim a
mohou snizovat ROS zprostiedkovanou protinadorovou aktivitu protinadorovych latek,
vcetné paklitaxelu, bortezomibu (Alexandre et al. 2009).

Seskviterpen zerumbon izolovany ze zazvoru (Zingiber zerumbet) byl zkouman jako
latka schopnd zvysit radiosenzitivitu bunék CRC. Zerumbon zvysil radiaci indukovanou
zastavu bunééného cyklu ve fazi G2/M a radiaci indukovanou apoptézu, ackoliv sdm o sobé
apoptozu indukuje jen nevyznamné. Schopnost zerumbonu zvysit radiaci indukované
poSkozeni DNA neni zprostiedkovano ROS, ale vycerpanim bunécného GSH, které bylo
pozorovano u bunék HCT116 a HT29. Podminkou biologické aktivity zerumbonu je
pfitomnost a,B-nenasycené karbonylové skupiny v jeho struktufe. Analog humulen, ktery
postrada pravé tuto funkéni skupinu, schopnost radiosenzitizace nevykazuje (Deorukhkar et
al. 2015).
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2.4.4 Karyofylen-oxid

Karyofylen-oxid (CAO), (1R,4R,6R,10S)-4,12,12-trimethyl-9-methylen-5-
oxatricyklo[8.2.0.0*®]dodekan (web 10) (viz obr. 5), je oxidovana forma bicyklického
seskviteprenu B-karyofylenu a je soucasti silic mnoha rostlin, které se vyuzivaji jako
pozivatiny ¢i v léCitelstvi. CAO izolovany ze

H
silice guave (Psidium guajava), oregana H3C _\\CH3

O

(Origanum vulgare L.), skofice (Cinnamomum
H3C

spp.), hiebicku (Eugenia caryophyllata) a

¢erného pepie (Piper nigrum L.) inhibuje rust a N

indukci apoptozy potla¢enim H
PISBK/AKT/mMTOR/S6K1 a aktivaci MAPK H2C
(mitogen-activated protein Kinase) Obr. 5 Strukturni vzorec karyofylen oxidu,

Zevzato z webu 10
zprostiedkovanou produkci ROS v lidskych preveato z

bunkach karcinomu prsu a prostaty. Obé¢ tyto signalizacni kaskady se podileji na bunééné
proliferaci, pfezivani, angiogenezi a metastazovani nadorovych bunék. Aktivace AKT
(proteinkinasa B) muize pozitivné regulovat NF-kB, coZ vede k transkripci antiapoptotickych
genu a nador se muze rozvijet a metastazovat (Testa et al. 2001, Park et al 2011).

CAO obsahuje reaktivni exocyklickou methylenovou a epoxidovou funk¢ni skupinu,
které umozZnuji CAO vytvaret kovalentni vazby se sulthydrylovymi skupinami a
aminoskupinou riznych proteinii a bazi DNA, coZ umozZiiuje CAO modulovat vice
signalnich kaskad v nadorovych buiikach (Wink 2008).

Dalsi studie ukézala, Ze CAO potencuje apoptozu indukci tumor nekrotizujiciho faktoru
o (TNF-a). Potlacenim tohoto faktoru dochazi k invazi nddorovych bunék zprostiedkovanou
aktivaci transkrip¢niho faktoru NF-xB. TNF-a stimuluje expresi genti a vzniklé produkty se
podileji na antiapoptoze (IAP1, IAP2, Bcl-2, Bel-xL a survivin), proliferaci (COX-2, cyclin
D1 a c-Myc), invazi (MMP 9, ICAM-1) a angiogenezi (VEGF), ovlivnéni bunék CAO vede
k potlaceni jejich exprese. Tato genova produkce je opét regulovana prozanétlivym
transkripénim faktorem NF-kB. Pfedpoklada se tedy, Ze inhibice NF-kB je jednim z hlavnich
mechanismi ucinku, kterymi CAO potencuje TNF-a-indukovanou apoptézu a potlacuje
invazi bun¢k (Kim et al. 2014).

NF-xB reguluje expresi survivinu, 1AP1, I1AP2, Bcl-2, Bcl-xL a nadmérna exprese
téchto genovych produktd v riznych druzich rakoviny byla spojena s piezivanim nadoru,

chemorezistenci a radiorezistenci (Aggarwal 2004).
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Schopnost CAO podilet se na kontrole exprese prozanétlivych cytokinti, oxidu
dusnatého (NO) a prostaglandinu E2 (PGE2) produkovanych lipopolysacharidy (LPS)
aktivovanymi makrofagy jiz byla prokdzana ve studii Tunga a kol. (2008).

Ve studii Kima a kol. (2014) byly zjistény inhibi¢ni G¢inky CAO na konstitutivni a
indukovatelny transkripéni faktor a dilezity prenasec signalt STAT3 (signal transducer and
activator of transcription 3) a to indukci proteinové tyrosinové fosfatazy SHP-1, ktera
zpusobi inhibici aktivace proteinovych kindz c-Src a JAK 1/2, ¢imz dojde k potlaceni
STAT3 exprese v nadorovych buiikach. Touto inhibici se snizi ptfezivani bunck a je
potlacena exprese riznych genovych produkti zodpovédnych za proliferaci (cyklin D1,
cyklin E), antiapoptézu (Bcl-xL, Survivin, IAP-1, IAP-2), invazi (MMP-9, COX-2) a
angiogenezi (VEGF). Vliv CAO na potlaceni konstitutivni aktivace STAT3 byl prokazan
u bunéénych linii mnoho¢etného myelomu (U266, MM1 .S), rakoviny prsu (MDA-MB231)
a prostaty (DU145). Kromé potlaceni proliferace, indukce apoptézy a potlaeni invaze
nadorovych bunék ma CAO potencial snizovat rezistenci nckterych nadorti na 1écbu
chemoterapeutiky.

Utinek proti rozto¢tim vykazoval CAO izolovany ze silice listi P. cattleianum. Tento
ucinek byl prokazan proti D. farinae a D. pteronyssinus a CAO vykazoval vys$$i ucinek nez
benzyl benzoat a DEE (diethyltoluamid). Pfirodni extrakty oproti syntetickym latkdm proti
rozto¢im nemaji negativni vliv na Zivotni prostredi a lidské zdravi (Oh et al. 2014).

Potencialni protizanétlivé ucinky proti bunécéné linii Jurkat (T-akutni lymfoblasticka
leukémie) a bunikam neuroblastomu (IMR-32) byly zjistény u CAO izolovaného z Aegle
Marmelos. Pomoci PCR v realném cCase byla zjisténa potlacena exprese antiapoptotickych
genu (bcl-2, mdm-2, cox-2 a c-myb) a naopak zvySena exprese genu podilejicich se na
apoptoze (bax, BAK1, caspase-8, caspase-9 a ATM). Metodou in silico bylo zjisténo, Ze
CAO mize vykazovat silné protizanétlivé G€inky modulaci 15-lipoxygenasy. Modulaci
15-lipoxygenasy mize CAO indukovat apoptézu u lymfomu a neuroblastomovych bunck
(Sain et al. 2014).

Mechanismus gastroprotektivniho ptisobeni CAO testovaného na potkanech
pravdépodobné souvisi s faktory, které chrani Zaludec¢ni sliznici, jako je oxid dusnaty (NO),

prostaglandiny a sulthydrylové slouceniny. Ve srovnani s NSA, ktera pii dlouhodobém

gy wa1e

-----

(2010), kde se predpoklada, ze CAO inhibici centralnich receptorti bolesti vykazuje centralni
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analgeticky ucinek, zatimco analgeticky t¢inek periferni vychazi z inhibice cyklooxygenasy
a/nebo lipoxygenasy, s ¢imz souvisi protizanétlivy uc¢inek CAO.
CAO je hlavni aromatickou slouceninou konopi, diky ¢emuz je vyuzivan u psu

vyhledavajicich narkotika (Pe¢ a Dusek 2009).
2.45 a-Humulen

a-Humulen (HUM), trans, trans, trans-2,6,6,9-tetramethylcykloundeka-1,4,8-trien, je

monocyklicky seskviterpen také znam jako o-karyofylen (web 10) (viz obr. 6).

Protirakovinné ucinky silice z jedle balzamové CH3
(Abies balsamea) byly zkoumany na nékolika CH3
bunéénych nadorovych liniich (MCF-7, PC-3, A549, CH3

DLD-1, MA4BEU, CT-26). Ucinnost  silice byla

prokazana u vsech testovanych bun¢k. Béhem analyzy

silice pomoci GC-MS (Gas chromatography—mass

spectrometry) bylo zjiS§téno, ze za cytotoxicitu na HSC

nadorové bunky je zodpovédna jedna z jeho sloZzek — Obr. 6 Strukturni vzorec a-humulenu,
HUM. Mechanismus uc¢inku silice a HUM spociva ve prevzato z webu 10

snizeni buné¢ného obsahu GSH a zvySeni produkce ROS (Legault et al. 2003).

Preventivni a terapeutické protizanétlivé U¢inky HUM byly zkoumany na
experimentalnim modelu alergického zanétu dychacich cest. Pro tento pokus byla pouzita
imbredni mysSi populace BALB/c a HUM vykazoval vys§i G¢innost podany ve formé
aerosolu neZ podany perordlné. Jako pozitivni kontrola pro tento pokus byl pouZit
dexamethason a budesonid. Mnozstvi eozinofilli v bronchoalveolarni lavazni tekutin€ se
pusobeni HUM je spojen s modulaci hladiny Th1/Th2 potlac¢enim exprese adhezivnich
molekul (P-selektin), redukci hladin interleukinu-5 (IL-5), eotaxinu (CCL11) a leukotrienu
(LT)B4 v bronchoalveolarni lavazni tekuting, to v§e prostiednictvim inhibice transkripéniho
faktoru NF-kB a AP-1 (aktiva¢ni protein). Na zaklad¢ toho se HUM fadi mezi potencilni
latky vhodné k terapii astmatu a souvisejicich zanétlivych a alergickych onemocnéni
(Rogerio et al. 2009).

z Cordia verbenacea jsou dva seskviterpeny (-)-trans-karyofylen a HUM. Tyto

seskviterpeny vyrazné sniZovaly otok tlapek u mysi, ktery byl vyvolan faktorem aktivujicim

desticky, bradykininem a ovoalbuminem. HUM byl schopen snizit tvorbu edému
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zptisobenou histaminem. Obé slouceniny mély vyznamny inhibi¢ni efekt na karagenem
indukovany otok tlapek u mysi a potkanti. Protizanétlivy ucinek téchto latek pravdépodobné
souvisi s inhibici aktivace a/nebo uvoliiovanim prozanétlivych mediatort jako je bradykinin,
faktor aktivujici desticky, histamin, interleukin-1p (IL-1B), TNF-a a PGE2. Ob¢ latky také
snizuji expresy indukovatelné synthasy oxidu dusnatého (iNOS) a COX-2, které se podileji
probiha pfes regulaci exprese prozanétlivych proteinl, pravdépodobné inhibici aktivace
NF-xB. Protizanétlivy u¢inek seskviterpent byl porovnavan s t¢inky dexamethasonu, ktery
predstavoval pozitivni kontrolu (Fernandes et al. 2007).

Efekt HUM na akutni zanétlivou odpovéd” vyvolanou LPS v potkanich tlapkach byl
zkouman v ¢lanku Medeirose et al. (2007). Pisobenim HUM a trans-karyofylenu doslo
k redukci migrace neutrofild a aktivace NF-kB indukované LPS. Pouze HUM vyznamné
snizil narust hladiny cytokini TNF-o a IL-1p a in vivo up-regulaci bradykinin B1 receptori
vyvolanou LPS. Pravé tyto prozanétlivé cytokiny jsou zodpovédné za up-regulaci Bl
receptoru v riznych tkanich za riznych podminek a to jak in vitro, tak in vivo (Passos et al.
2004).

Seskviterpen y-humulen izolovany ze silice Emilia sonchifolia (L.) DC byl zkouman
pro své proapoptotické piisobeni u lidského CRC HT29 bunék. V 1é€bé CRC je povazovana
za hlavni cil terapie vnéj$i draha apoptodzy. Predpoklada se, ze HUM stimuluje shlukovéni
tzv. ,receptorti smrti“ DR4/DRS5 a pies protein FADD (Fas-Associated Protein with Death
Domain) dochazi k aktivaci kaspaz, konkrétné kaspazy-8 a kaspazy-3, coz vede k indukci
apoptozy v buikach HT29 (Yu-Hsuan et al. 2011).

2.4.6 Nerolidol

Nerolidol (NER), ((E)-3,7,11-trimethyldodeka-1,6,10-trien-3-ol) (viz obr. 7) také
znamy jako peruviol, je Cira svétle zlutd kapalina vini pfipominajici rize a jablka
(Lapczynski et al. 2008, McGinty et al. 2010).

Po chemické strance se jedna o alifaticky seskviterpenenicky alkohol s hydrofobnim
charakterem fetézce, ktery se vyskytuje v silicich extrahovanych z riznych rostlin ve dvou

izomernich formach cis a trans (Ferreira et al. 2012).
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Diky hydrofobnimu charakteru mize NER
CHjs

HO. CHs

snadno pfechézet pies plazmatickou membranu a

NS

muze interagovat s intracelularnimi proteiny ¢i
s prostiedim uvniti organel (Park et al. 2009). EHQ

NER je bézn¢ pouzivan v kosmetice a jeho
detergenc¢ni vlastnosti jsou vyuzivany v Cisticich |
prostiedcich. Vykazuje 1uCinky antioxidacni, H3C CH3
antinociceptivni a antiulcer6zni. NER plisobi proti :))fl::;;;tit;uvl\j;gfj “igz‘"'ec trans-nerolidolu,
bakteriim a houbam. Vzhledem k jeho
antiparasitickym vlastnostem byly zkoumany jeho G¢inky na 1é¢bu leishmanidzy, zjistény
byly také jeho antitrypanozomalni a antimalarické Gcinky stejné jako inhibi¢ni G¢inek na
rust babézii (Silva et al. 2014).

Jeden z moznych mechanismti pisobeni NER na bunku je zasah do energetického
metabolismu bunky, ktery je zprostfedkovan pfedevsim mitochondriemi. Mitochondrie jsou
dobrym modelem pro studium cytotoxickych xenobiotik, nebot’ negativni piisobeni na
mitochondridlni bioenergetiku zcela koreluje s toxicitou pozorovanou na bunéénych
kulturach a organismu jako celku. Vysledky studie ukézaly, ze NER testovany na
izolovanych jaternich mitochondriich zvysil aktivitu respiracniho systému a snizil efektivitu
oxidativni fosforylace a to mechanismem enzymové inhibice ATP-syntasy a tedy poklesu
syntézy ATP. Tento déj je zavisly na koncentraci NER, zde se ucinek projevil pfii
testovanych koncentracich 1,2 a 2,4 uM. V piitomnosti NER byla dale zjisténa sniZena
mitochondrialni propustnost a to diky jeho antioxida¢nim vlastnostem a schopnosti snizit
mitochondrialni transmembranovy elektricky potencidl. Pfi plisobeni NER na nadorové
bunécné linie HepG2 (buniky hepatomu) doslo pak k indukei bunééné smrti a zastaveni ristu
nadorovych bunék (Ferreira et al. 2012).

Anthelmintickd aktivita racemického NER byla zkoumana in vitro jako nova
potencialné aktivni ptirodni latka pii 1é€bé schistosomiazy. Lécba tohoto onemocnéni je
zavisla pouze na jediném Vv soucasné dobé dostupném léku, prazikvantelu ze skupiny
chinolinovych derivatl (Silva et al. 2014).

NER redukoval motorickou aktivitu motolic a zplsobil jejich smrt. Mistem plsobeni
NER je také ochranny obal (tegumentum) motolice. Pasobenim NER dochazi
k morfologickym zménam tegumenta, dochazi k jeho rozvoliovani, ztencovani a olupovani,
¢imz parazit ztraci svoji pfirozenou ochranu a umira (Silva et al. 2014). Inhibi¢ni aktivita

NER byla prokazana také u leishmaniozy. (E)-nerolidol, ktery piedstavuje jednu z hlavnich
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slozek silice extrahované z listd P. claussenianum, potlacuje rdst promastigbtni formy
Leishmania amazonensis a pisobi inhibi¢né na enzym arginasu L. amazonensis, diky ¢emuz
dochazi ke snizené produkci oxidu dusnatého (NO) v infikovanych makrofazich, ktery je
zodpovédny za cytotoxicitu a imunologické mechanismy vyvolané Stépenim argininu
arginasou parazita. Tato silice je téZ schopna zasahovat do interakce parazita a bunck
hostitele, ¢imz se snizilo procento infikovanych bun¢k (Marques et al. 2011).

Diky ptirozené lipofilit¢ se mohou terpenoidni latky kumulovat uvniti biologickych
membran a ovlivilovat tak jejich strukturni i funk¢ni vlastnosti. Seskviterpeny NER,
farnesol, bisabolol a apriton mohou narusit normalni bariérové funkce bakterialni bunécné
membrany, coz umozni snadnéj$i prinik antibiotickych nebo antimikrobialnich latek do
téchto bunék. Antibiotika proti Staphylococcus aureus, ktera byla v tomto vyzkumu
pouzivana, byla vybrana na zaklad¢ jejich klinické vyznamnosti. Tato heterogenni skupina
antibiotik byla vybrana bez ohledu na jejich strukturalni podobnost ¢i specifické piisobent,
jejich spole¢nou vlastnosti je pouze pusobeni na cytoplazmatickou membranu. Z toho
vyplyva nespecificky mechanismus piisobeni seskviterpenli na zvySeni propustnosti
plazmatické membrany bakterialnich bunék pro antibiotika (Brehm-Stecher et al. 2003).

Aktivita NER jako akcelerantu transdermalni penetrace 1€¢iv byla popsdna v ¢lanku
Williamse a kol. (2012), ktery se zabyval vyzkumem akceleranti penetrace. NER zvysil
prostup 5-fluorouracilu ptes ktzi v pokusech in vitro vice nez dvacetinasobné (Cornwell
1994). Mechanismus ucinku terpent jako akcelerantl spo¢iva v naruseni organizovanych

lipoidnich struktur a v interakci s intracelularnimi proteiny (Hrabalek et al. 1999).
2.4.7 Valencen

Valencen (VAL), (3R,4aS,5R)-4a,5-dimethyl-3-isopropenyl-1,2,3,4,4a,5,6,7-
octahydronaftalen (web 10) (viz obr. 12) je ¢ira Zluta tekutina nachazejici se u riznych druhti
rostlin, nejcastéji jako soucast silice (web 10).

Antialergické ucinky oddenku S$ichoru

hliznatého (Cyperus rotundus) byly zjistovany

v podminkach in vitro a in vivo. Antialergicka

aktivita byla prokazana u jeho .I C H 3

HaC CHs

inhiboval 5-lipoxygenasu (5-LOX), ktera Obr. 8 Strukturni vzorec valencenu, pievzato
z webu 10

seskviterpenickych slozek, zejména VAL siln¢

katalyzuje produkci leukotriend z kyseliny

arachidonové a je povaZzovana za enzym, ktery vyvolava alergickou odpovéd’. Krom¢ toho
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inhiboval B-hexosaminidasu uvoliiovanou z aktivovanych bunck krysi bazofilni leukémie
(RBL), kter¢ jsou oblibenou buné¢nou linii pro studie zirnych bunék (Tsujimura et al. 1995).
Béhem alergické reakce je P-hexosaminidasa spolu s histaminem uvolfiovana
z IgE aktivovanych zirnych bun¢k. VAL inhibuje degranulaci f-hexosaminidasy inhibici
Lyn fosforylace v IgE-stimulovanych buiikéach (Jin et al. 2011, Kim et al. 2008).

VAL a nootkaton izolované z oddenkti Sachoru hliznatého (Cyperus rotundus)
vykazovaly protizanétlivy ucinek v podminkach in vitro a in vivo. Podle ¢lanku Tsoyie a kol.
expresi hemoxygenasy (HO-1) a s tim souvisejici inhibice exprese iNOS a produkce NO a
HMGBI (mediator prozanétlivych cytokintl) v LPS-aktivované mysi makrofagové bunécné
liniit RAW264.7. HO-1 je enzym, ktery se uplatiiuje v odbouravani hemu, tvorbé Zeleza,
biliverdinu a oxidu uhelnatého. HMGBI1 poskytuje ochranu proti tkanovému poskozeni a
poranéni zpusobené ischémii a sepsi. Jeho nedostatek vede ke zvySeni citlivosti
k oxida¢nimu stresu. Také samotna produkce CO vykazuje na buriky antiproliferacni ucinky
(Viklicky et al. 2008). VAL a nootkaton jsou silnymi induktory HO-1, proto maji potencialni
pouziti v terapii systémovych zanétlivych onemocnénich jako je sepse (Tsoyi et al. 2011).

Hepatoprotektivni ucinky VAL byly testovany spolecné s dalSimi seskviterpeny na
homogenatu potkanich jater. Jako pozitivni antioxidac¢ni kontrola byla pouzita kyselina
askorbova. VSechny seskviterpeny, krom¢ HUM snizily hladinu toxického
malondialdehydu, ktery vznika jako produkt z endogenni a indukované peroxidace lipidd.
Utinek jednotlivych seskviterpent, které vykazuji hepatoprotektivni aktivitu, zavisi
na jejich strukturnich a chemickych vlastnostech, jako je tvar, vétveni molekuly, symetrie a

pfitomnost elektronegativnich fragmentii (Vinholes et al. 2014).

2.5 Bunééné linie

Bunécné kultury, jako zdroj biologického materidlu, predstavuji jeden z vyznamnych
modelt v pokusech in vitro. Poskytuji nastroj pro biochemii a molekularni biologii
zabyvajici se vyzkumem jednotlivych typl rakoviny a umoziiuji ndm porozumét fyziologii
normalnich i1 nadorovych bunék. Ziskané udaje z téchto studii je nutno brat s rezervou.
Musime si uvédomit, Ze rakovina je velmi komplexni onemocnéni a vyzkum na bunéénych

liniich je velmi zjednoduSeny. Vysledky ziskané na bunécnych kulturdach ne vzdy zcela

29



odpovidaji hodnotam, které¢ bychom ziskali v pokusech na zivém organismu (Langdon
2012).

Kazdy bunéény model ma své jisté vyhody i nevyhody ve srovnani s ostatnimi typy
biologickych modelii. Bunécéné linie 1ze pomérné snadno izolovat a kultivaci ziskat velké
mnozstvi homogenniho materidlu. Nemusime se potykat s etickymi problémy pfi usmrceni
nebo poskozeni bunéénych linii, jako tomu je pfi praci se zviraty ¢i pokusech na lidech. Je
vSak tfeba neustale myslet na to, Ze pracujeme s modelem in vitro, ktery nemusi vzdy odrazet
podminky in vivo. Izolované bunééné linie postradaji komunikaci s ostatnimi tkanémi a
organy uvnitt organismu. Na zéklad¢ toho dochézi casto ke zmeéné fenotypu kultivovanych
bunék. Bunky jsou vytrZzeny ze svého piirozeného prostiedi, které nikdy zcela in vitro
nenahradime, méni se jejich morfologie, méni se exprese gend, citlivost na riizné podnéty je
odlisna.

Prvni nadorova buné¢na linie HeLa byla izolovana v roce 1951 z maligniho karcinomu
délozniho Cipku 31leté negroidni zeny (ATCC) (web 11). Diky Sirokému pouzivani této
bunééné linie v mnoha vyzkumnych laboratofich jsou dnes HelLa builkky jednim
Z nejcastejSich kontaminantii jinych bunécnych linii, proto je nutné Cistotu bunécné linie
ovetovat. Mikroskopické zhodnoceni bunék je malo specifické. VéEtsi ptinos k odliSeni

jednotlivych bunéénych kultur poskytuji imunochemické metody (Langdon2012).
2.5.1 Kultivace bunék

Bunééné linie péstované in vitro vyzaduji pro své pteziti a proliferaci vhodné podminky,
které¢ by mély co nejvice napodobit jejich fyziologické prostfedi v organismu. Nejprve je
potieba ziskat primarni kulturu bun¢k izolaci z laboratorniho zvifete nebo ¢loveéka. Bunky
rozliSujeme podle tkang, ze které jsou izolovany, na normalni a nddorové. Tyto bunécné linie
maji odliSné naroky na péstovani a prezivani. Bunécna linie nadorovych bunék je obvykle
odoln¢jsi, 1ze ji snadné&ji pestovat a udrzovat pii Zivoté. Nadoroveé buiiky se rychleji mnozi a
nedochdzi u nich k bunéénému starnuti. Dilezité je 1 stafi bun€k, embryonalni bunky maji
vice ,,elanu* a péstuji se 1épe, snadnéji se vsak meéni jejich fenotyp.

Pasdzovani bungk je dilezity proces, ktery zajist'uje bunikam dostatecné mnozstvi Zivin
a prostor pro pieziti a proliferaci. Buniky se exponencidlné mnozi az do okamziku, nez se
za¢nou vzajemné dotykat nebo ptertistat pies sebe. Tehdy se bunécny riist zastavi. Buiiky je
proto potifeba pasdzovat jesté diive, nez dojde k tomuto preriistdni bunck. Obvykle je
pasazujeme pii konfluenci 70-80 % - bunky vytvorily hustou monovrstvu na kultivacnim

povrchu. VétSinou se jedna o buniky adherentni, které¢ se péstuji na vhodném kultivaénim
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povrchu. Nejcasteji se jednd o povrch polystyrénové kultivacni lahve. Nekteré buiky je
nutné péstovat v suspenzi, aby si zachovaly své vlastnosti (web 12).

Pro optimalni rist bun€k je nutnd udrzba podminek fyzikalniho prostiedi. VéEtSina
savCich bunék preferuje teplotu 36,5 °C = 1 °C. Udrzeni vhodného pH média zajistuje
pfitomnost vyssi koncentrace CO2 v atmosféfe inkubatoru, obvykle obsahuje 5% COo.
Relativni vlhkost atmosféry by méla byt kolem 90 %, aby nedochazelo k odpafovani vody
Z média a naslednému zvyseni hladiny soli, které by eventualné zpiisobily 1yzu bun¢k. Tyto
parametry prostfedi jsou schopny zajistit specidlni inkubatory, ve kterych jsou builky
péstovany. Inkubator by mél také zamezit mozné kontaminaci kultur bakteriemi ¢i

kvasinkami (Langdon 2012).
2.5.2 Caco-2

Caco-2 je bunécna linie lidskych epitelidlnich bun¢k kolorektalniho adenokarcinomu.
Nadorové buiiky byly izolovany z lidské nadorové tkan¢ 72letého muze, bélocha. Jedna se

o buniky adherentni (ATCC) (web 11).
2.5.3 SW-620

SW-620 je bunécna linie lidskych epitelidlnich bun¢k. Nadorové bunky pochazi
z lymfatické uzliny, z metastazy kolorektalniho adenokarcinomu karcinomu SW-480.
Buniky byly izolovany od 51letého muZe, bélocha. Jedna se o buiiky adherentni (ATCC)
(web 11).
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Cil prace

Cilem této diplomové prace bylo:

Zhodnoceni antiproliferacni aktivity OxPt na bunécnych liniich SW-620, Caco-2

(proliferujici a diferencované).

Zhodnoceni antiproliferacni aktivity jednotlivych seskviterpeni na bunécéné linie

SW-620 a Caco-2.

Porovnani antiproliferacni aktivity samotné OxPt a kombinace OxPt s jednotlivymi

seskviterpeny na bunéénych liniich SW-620 a Caco-2.

Porovnani vlivu jednotlivych seskviterpenii na produkci ROS u buné¢né linie

Caco-2.

Ovlivnéni produkce ROS vyvolané OxPt ptidanim jednotlivych seskviterpenii na

bunécéné linii Caco-2.

Zjisténi vzajemného plisobeni OxPt a jednotlivych seskviterpenti v bunééné linii

SW-620 a Caco-2 pomoci programu CalcuSyn.
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4 Experimentalni ¢ast
4.1 Biologicky material a chemikalie

Buné¢na linie Caco-2 — ATCC (Wessen, SRN)

Buné¢na linie SW-620 — ATCC (Wessen, SRN)

DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium — Sigma-Aldrich (Praha, CR)

EMEM - Eagle’s Minimum Essential Medium — Sigma-Aldrich (Praha, CR)

FBS — fetalni bovinni sérum — Lonza (Praha, CR)

Glutamin — Sigma-Aldrich (Praha, CR)

H2DCFDA - 27,7 -dichlorodihydrofluorescein diacetat

NEAA — MEM non essential amino acid solution — Sigma-Aldrich (Praha, CR)

NR - neutralni erveii — Sigma-Aldrich (Praha, CR)

Oxaliplatina — FN HK, (Hradec Kralové, CR)

PBS - Phosphate Buffered Saline — Sigma-Aldrich (Praha, CR)

Pen/Strep - penicilin/streptomycin — Lonza (Praha, CR)

Terpeny — a-humulen, karyofylen oxid, trans-nerolidol, valencen — Sigma-Aldrich
(Praha, CR)

Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromid (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl
tetrazolium bromidu (MTT) — Sigma-Aldrich (Praha, CR)

Trypsin — EDTA — Sigma-Aldrich (Praha, CR)

Bézné chemikalie Cistoty p.a.
4.2 Pomucky a pfistroje

centrifuga — Eppendorf 5810R

CO: inkubator — HeraCell

laminarni box — BioAir AURA 2000 M.A.C.

mikroskop — Nikon Eclipse TS 100

mrazici box — HeraFreeze

spektrometricky a spektrofluorimetricky analyzator — Tecan Infinite M 200
tiepacka — IKA MS2 Minishaker

Lednice, vodni lazen, kultivacni lahev, mikrotitracni desticka, plastové nadobky, kadinky,

odmérné valce, sterilni plastove pipety (5 ml, 10 ml, 25 ml), automatické pipety, pipetovaci
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Spicky, Biirkerova pocitaci komurka, mikrozkumavky, stojanek na zkumavky, rukavice,

pocitac.

4.3 Metodika

4.3.1 Kultivace vybranych bunéénych linii

Kultivace obou vybranych bunéénych linii probihala v inkubatoru za podminek
vhodnych k riistu a proliferaci bun¢k. Optimalni podminky byly zajistény pfii teploté 37 °C
v atmosféte 5% CO; a relativni vlhkost dosahovala 90 %. Buiikky byly udrZzovany
pravidelnym pasazovanim, které bylo provadéno dvakrat tydné, obvykle v pond¢li a ve

étvrtek.

4.3.1.1 Kultivaéni médium

Kultivaéni médium zajistuje vyzivu bun€k péstovanych v podminkach in vitro.
Synteticky pfipravend média obsahuji celou fadu latek potfebnych pro spravny rist a
diferenciaci bunék. Mezi nejvyznamnéjsi slozky zakladniho kultivaéniho média patii
aminokyseliny, glukéza, vitaminy a anorganické soli. Dale je potifeba zajistit buikdm
prostfedi se stabilnim pH, coz je umoznéno pfiddnim vhodného pufrovaciho systému do
média. Zakladni kultiva¢ni médium muZe byt obohaceno ptfidavkem krevniho séra, které
obsahuje pfedevSim rlstové faktory, hormony, bilkoviny zajistujici transport, vitaminy,
stopové prvky a latky zajiSt'ujici adhezi bunék. Slozeni jednotlivych slozek v séru se méni
individualné s kazdym jednotlivcem, ze kterého je krevni sérum izolovano. MiZe tedy
dochdzet k ur€itym odchylkdm v rlstu a proliferaci bunék. Krevni sérum muize byt také
zdrojem cel¢ fady infekci a kontaminaci bunééné linie. Tyto problémy fesi bezsérova média,
ktera maji jednotlivé slozky presné definovany a tak je zajisténo vzdy stejné slozeni
kultivaéniho média a zaroven nehrozi riziko kontaminace. Nevyhodou tohoto kultiva¢niho

média je jeho vysoka cena (web 12, Langdon 2012).

e Kultivacni médium: Caco-2

Hlavni slozku kultivaéniho média pro bunéénou linii Caco-2 tvoii EMEM (Eagle’s
Minimum Essential Medium), ze které¢ho bylo steriln€¢ odebrano 62,5 ml a piivodni lahev
byla doplnéna 50 ml inaktivovaného fetdlniho bovinniho séra (FBS), 5 ml neesencialnich

mastnych kyselin (NEAA), 5 ml 2mM L-glutaminu, 2,5 ml roztoku penicilinu a
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streptomycinu (Pen/Strep). Dobfe promichané hotové médium je potfeba uchovavat v temnu

pfi teploté 4 °C.

o Kultivacni médium: SW-620

Zakladni slozkou kultivaéniho média pro bunéénou linii SW-620 je DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) s vysokou hladinou glukézy (4,5 g/1), obohacené o
L-glutamin, hydrogenuhli¢itan sodny a pyruvat sodny.

V laminarnim boxu bylo z tohoto zakladu sterilné odebrano pipetou 55,5 ml a ptidano
50 ml 10% inaktivovaného fetalniho bovinniho séra (FBS), 5 ml HEPES (kyselina 2-[4-(2-
hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethansulfonova) pufru a 500 pl gentamicinu o koncentraci 50
pg/ml. VSechny slozky kultivacniho média byly fadné promichény a skladovany v temnu pfi

teploté 4 °C.

4.3.1.2 Rozmrazovani bunék

Pfi rozmrazovani zamrazenych bunék je dilezité, aby tento proces probéhl co
nejrychleji. Nezahraté kultivaéni médium (12 ml) bylo napipetovano do 15 ml zkumavky.
Do zamrazovaci zkumavky byla pfidana ¢ast nezahtatého média a rozpusténa ¢ast suspenze
byla odséta a ptidana ke zbytku média. Tento proces byl opakovan do uplného rozpusténi
suspenze. Zhomogenizovand suspenze byla umisténa na 5 minut na centrifugu pii
laboratorni teploté. Vznikly supernatant byl odsat a peleta resuspendovdna v 15 ml Cerstvého
média. Do kultivaéni lahve bylo nasazeno 15 ml suspenze a ponechano v inkubéatoru (37 °C,

5% COz2). Druhy den bylo potieba vyménit kultivaéni médium.

4.3.1.3 Pasazovani adherentnich bunék

Pasdzovani buné¢k je nutno provadét ve sterilnim prostfedi laminarniho boxu. Nejprve
bylo nutné si do lamindrniho boxu pfipravit vSechny potiebné pomicky a chemikalie.
Veskeré ¢innosti se odehravaly uvnitt tohoto prostoru pro zachovani maximalni sterility.

Z kultivaéni lahve bylo slito ptivodni médium do odpadni kadinky a buniky oplachnuty
dvakrat 7 ml PBS pufru (Phosphate Buffered Saline). Bunécéna kultura byla oplachnutim
zbavena dvojmocnych iontil a zbytku média. Byly pfidany 2 ml 0,25% trypsinu-EDTA
(T-E), ktery byl pied pouzitim umistén na 15 minut do vodni lazné o teploté 37 °C. Trypsin
byl rozprostien po celém povrchu lahve a ptl minuty inkubovan za mirného pohybu

s kultiva¢ni lahvi ze strany na stranu. Odstranénim hot¢iku a vapniku a nasledné ptidani
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proteasy zptisobi uvolnéni bunek z povrchu kultivacni lahve. 1,2 ml T-E bylo odstranéno a
kultiva¢ni lahev s rozvolnénymi buiikami byla vloZena na 2-3 minuty do inkubatoru. Bunky
byly zkontrolovany pod mikroskopem. Pokud vétSina z nich meéla kulovity tvar, byly
sklepnuty rychlym pohybem kultiva¢ni lahve o dlan ruky. Cely povrch kultivacni lahve byl
oplachnut 4 ml kultiva¢niho média se sérem, abychom zabranili dal$imu naruSeni
bilkovinnych struktur bun€k. Sérum obsahuje nékteré antiproteasy, které¢ zastavuji dalsi
pusobeni T-E.

Vznikla suspenze byla nékolikrat zhomogenizovana opakovanym nasavanim a
vypousténim pipetou. Z homogenni suspenze bylo odebrano 0,7 ml bunécné linie Caco-2 a
0,4 ml SW-620 do cisté sterilni kultivaéni lahve. Stejna kultivaéni lahev mize byt pouzita
maximalné na dvé pasdze. Suspenze bun€k byla doplnéna 12-13 ml Cerstvého kultivaéniho
média a buniky byly vraceny zpét do inkubatoru. Uzavér kultivacni lahve byl ponechan mirné
pootevieny, aby byla zajisténa spravna ventilace plyni mezi obéma prosttedimi. Odebirané
mnozstvi bunééné suspenze bylo uzptsobeno rychlosti riistu bunék. Zbytek homogenni
suspenze bun€k byl vylit do odpadni kadinky, nebo byly buniky nasazeny na pokus.

Kultivaéni médium a PBS bylo nutné pted pouzitim pfedehiat ve vodni lazni.

4.3.2 Ovlivhovani bunék testovanymi latkami

Ovliviiovani bunék bylo provadéno na bunkach, které dosdhly po nasazeni na 96
jamkovou desticku konfluence 80-90 %. Buiiky byly ovliviiovany pfedem pfipravenymi
roztoky testovanych latek o stanovenych koncentracich. Do kazdé jamky v desticce, ktera
obsahovala 100 pl bunécné suspenze, bylo pipetovano 100 pl roztoku testovanych latek.
Poté byla desticka s ovlivnénymi bunikami umisténa zpét do inkubatoru a po stanovenych
casovych intervalech byly buniky vyhodnoceny. Vysledky byly vyhodnoceny po 24, 48 a 72

hodinach inkubace.

4.3.2.1 Stanoveni koncentrace buné¢né suspenze a nasazovani bunék

Urceni koncentrace bun€k v suspenzi ziskané pii pasdzovani je potieba provadét pred
kazdym nasazovanim bunék na 96 jamkovou destiCku. Zajisti se tak piiblizné stejna
koncentrace bun¢k v destiC¢kach pii jednotlivych pokusech, destiCka musi byt buiikami
dostatecné porostlda. Mnozstvi bun¢k ve 100 pl bunétné suspenze se spocitd pomoci
Biirkerovy komirky. Pocitaci komirka piedstavuje sit’ deviti Ctvercii s Sestnacti menSimi

¢tverecky uvniti kazdého Ctverce.
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Suspenze byla podle potfeby nafedéna na koncentraci 5000 bunék/ 100 pl. Na 96
jamkovou desticku bylo napipetovano 100 ul zhomogenizované nafedéné suspenze do kazdé
jamky, do krajnich jamek byla pfidana misto suspenze sterilni voda. Desti¢ky s bufikami se
nechaly 24 hodin kultivovat v inkubatoru. Bunky v desti¢ce by mély za tuto dobu dosahnout
konfluence asi 70-80 %.

Obr. 9 Pocéitani bunék v Blirkerové komtrce

Obé¢ poloviny Biirkerovy komtrky byly naplnény 9 pl bunécné suspenze ziskané pii
pasdzovani bunék. Pod mikroskopem byly bunky v jednotlivych ctvercich spocitany.
Z kazdé poloviny Biirkerovy komurky bylo vybrano vzdy pét stejnych ¢tverci v thlopficce.
Zapocitany byly pouze bunky nachéazejici se uprostied ctvercli, nebo buiiky, které lezely ¢i
se dotykaly pravého a dolniho okraje jednotlivych ¢tvercu. Zjistény pocet bunék v deseti
¢tvercich je pak pouZit pii vypoctu (viz obr. 9).

Vypocet koncentrace bun¢k v nefedéné suspenzi:

X
c = 10 * 16
Vypocet fedéni bunétné suspenze na pozadovanou koncentraci:
%4

y =5« =
c koncentrace bunék v neredéné suspenzi (pocet bunék *10%/100ul)
X pocet bunék ziskanych z Biirkerovy komurky
y mnozstvi koncentrované suspenze k naredeni [ml]

pozadovany objem naredéné suspenze [ml]
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Ziskana bunécna suspenze v pozadované koncentraci byla rozpipetovana do
jednotlivych jamek, do kazdé jamky bylo pipetovano 100 ul suspenze. Do krajnich jamek

bylo napipetovano 50 pl sterilni vody a desticka byla umisténa na 24 hodin do inkubéatoru.

4.3.2.2 Priprava roztoki testovanych latek

Roztoky testovanych latek o riznych koncentracich byly pfipravovany ze zasobnich
roztokt t&sné pied provedenim pokusu. Redéni na pozadované koncentrace bylo provadéno
V laminarnim boxu. Testovanymi latkami byly OxPt, seskviterpeny a jejich kombinace. Dale
byl pfipraven 10% roztok DMSO, ktery slouzil jako pozitivni kontrola. Negativni kontrola
pfi vyhodnocovani latek rozpustnych ve vod¢é (OxPt) byla tvofena samotnym kultivaénim
médiem. Pro vzorky, které byly fedény v DMSO, byl jako negativni kontrola pouzit 0,1%
roztok DMSO odpovidajici koncentraci DMSO obsazené ve vzorcich s terpeny. Jamky bez
bunck slouzily jako tzv. slepy vzorek.

Ze zasobniho koncentrovaného roztoku OxPt 5 mg/ml byly pfipravovany vlastni
roztoky, se kterymi byly nasledné provadény pokusy na buiikach. Pro buné¢nou linii Caco-2
byly pfipraveny zasobni roztoky OxPt o koncentracich 0,1 mM, 0,5 mM, 1 mM, 1,5 mM,
2 mM, 3 mM a 4 mM, zasobni roztoky terpenti o koncentracich 6,25 mg/ml, 12,5 mg/ml,
25 mg/ml, 50 mg/ml a 75 mg/ml. U SW-620 byl ptipraven pouze jeden vlastni zasobni roztok
OxPt o koncentraci 125 pM, ostatni koncentrace expozi¢nich roztokl byly fedény ptimo ze
zasobniho roztoku OxPt 5 mg/ml. Koncentrace zasobnich roztokt terpent pro bunécnou linii
SW-620 byly u VAL a HUM 25 mg/ml, 50 mg/ml, 75 mg/ml, 100 mg/ml. Pro CAO a NER
byly pfipravovany zasobni roztoky o koncentracich 1 mg/ml, 10 mg/ml, 25 mg/ml,
50 mg/ml, 75 mg/ml, 100 mg/ml. Koncentrovany roztok OxPt byl v laminarnim boxu
nafedén sterilni vodou na pfisluSné koncentrace. Zasobni koncentrované roztoky HUM,
VAL a NER byly fedény na ptislusné koncentrace v DMSO, CAO byl fedén v 96% ethanolu.
Nejprve byla do mikrozkumavek napipetovana sterilni voda, DMSO nebo ethanol a poté
postupné pripipetovana OxPt Ci terpen. Kazd4 koncentrace byla pipetovana vzdy cCistou
Spickou pipety, aby nedoslo k nafedéni zasobniho koncentrovaného roztoku. Po piidani
expozi¢ni latky byla kazdd mikrozkumavka pribéZzné promichéna na tfepacce. Vlastni

zasobni roztoky byly uchovavany v lednici pii 4 °C.
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4.3.2.3 Expozice bunék

Buiiky byly po 24 hodinach inkubace v 96 jamkové desticce zkontrolovany pod
mikroskopem. Pti dosazeni konfluence 80-90 % mohly byt bunky vystaveny expozici
zkouSenych latek. Pfredem piipravené vlastni zasobni roztoky byly vyndany z lednice a
ponechany 15 minut pii laboratorni teploté. Pied piipravou ovliviiovacich roztokl bylo
potieba kazdou mikrozkumavku protfepat na tiepacce. V laminarnim boxu bylo do
mikrozkumavek napipetovano pozadované mnozstvi pfedem zahtatého kultivaéniho média.
Nasledn¢ byly do mikrozkumavek ptipipetovany expozicni latky v ptislusnych koncentraci
a na tfepacce promichany. Pted piipravou ovliviiovacich roztokl bylo potfeba vzdy spocitat
potfebné mnozstvi jednotlivych koncentraci téchto roztoki kultivaéniho média a expozi¢ni
latky. Do mikrozkumavek byla pfipravena také pozitivni a negativni kontrola, opét
vV pozadovaném mnozstvi. Vysledné koncentrace roztokli plisobici na bunky jsou

zaznamenany v Tab. 1.

Tab. 1 Koncentrace roztokii piisobicich na bunky

Caco-2 SW-620
OxPt terpeny OxPt HUM, VAL OxPt CAO, NER
[LM] [ug/ml] [LM] [ug/ml] [LM] [ug/ml]
0,1 6,25 5 25 0,2 1
0,5 12,5 10 50 2 10
1 25 15 75 5 25
2 50 20 100 10 50
3 75 25 125 15 75
30 150 20 100

4.3.2.4 Zamrazovani bunék

Na rozdil od rozmrazovani bunék je duilezité, aby ochlazovani probihalo pomalu. Do
bunécné suspenze se piidava vhodné kryoprotektivum, aby nedoSlo pifi zamrazovani
k poskozeni bunék vznikajicimi krystaly vody. V tomto ptipadé byl pouzit DMSO (10%).
Suspenze se obohati o FBS a pozvolna se mrazi (-1 °C/min). Bunky je pak moZno
dlouhodobé uchovavat v tekutém dusiku.

Pii pasazi byla suspenze bunck nafedéna na 3-5 miliond bunck/1,2 ml. Bunétna
suspenze o objemu 1,2 ml byla napipetovana do zamrazovacich zkumavek o objemu 1,5 ml.
K suspenzi bylo pfidano 150 ul FBS a 150 pl DMSO. Zkumavka se suspenzi byla nékolikrat
promichana a umisténa do zamrazovaciho kontejneru (NALGENE, Sigma C1562)

naplnéného isopropanolem. Kontejner byl uloZzen do mraziciho boxu, kde dochazi ke
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gradientovému zamrazovani. Zamrazenou suspenzi je mozné nejdiive za 2 hodiny pienést

do tekutého dusiku, kde je dlouhodobé uchovavana.
4.3.3 Metodika testu cytotoxicity/antiproliferaéniho ucinku

Testy cytotoxicity a antiprolifera¢niho ucinku zjistuji celkovy pocet zivotaschopnych
bunék. Buiky, které po nasazeni na 96 jamkovou desti¢ku dosahly konfluence 80-90 %, byly
ovlivnény testovanymi latkami o riznych koncentracich. Po 48 a 72 hodinach bylo
provedeno vyhodnoceni cytotoxického a antiprolifera¢niho ucinku jednotlivych latek.
Pomoci NRU a MTT testu byl vyhodnocovan pokles zivotaschopnosti u Caco-2 bunék,
bunky SW-620 byly vyhodnoceny pouze provedenim NRU testu.

4.3.3.1 NRU test

Neutral Red Uptake Test (NRU) je jednim z nejpouzivanéjSich testll pro zjistovani
poctu zivych bunék. Metoda je zalozena na schopnosti Zivych bunék inkorporovat a vazat
neutralni ¢ervenl. Toto supravitalni barvivo penetruje bunéénou membranou pasivni difuzi a
hromadi se v lysozomech, kde je vazdno pomoci elektrostatickych hydrofébnich vazeb na
anionické ¢i fosfatové skupiny lyzosomalni matrix. Pti fyziologickém pH nemé barvivo
Zadny naboj, coz mu umozZni proniknout membranou bunky. Uvnitt lysozomu je niz§i pH
nez v okolni cytoplazmé, barvivo tak ziskd ndboj a je v lyzosomu zadrzovano. Bunécna smrt
nebo poskozeni membrany lysozomu zplisobi naruseni protonového gradientu a barvivo se
zatne z lysozomu uvoliovat. Zachycené barvivo v zivotaschopnych buikach se pak
extrahuje okyselenym roztokem ethanolu a pomoci spektrofotometru je zméfena absorbance
rozpusténého barviva. Diky této metod¢ je mozné rozlisit zivé a poSkozené ¢i mrtvé bunky
(Repetto et al. 2008).

Po stanovené dobé expozice bun¢k bylo z desticek pipetou odsato veSkeré expozi¢ni
médium a pifidano 200 pl roztoku neutrdlni Cervené rozpusténé v médiu. Vysledna
koncentrace roztoku by méla byt 40 pg/ml, zasobni roztok ma koncentraci 3,3 mg/ml. Pied
piipravou tohoto roztoku je potieba médium a neutralni ¢erven nahtat na teplotu 37 °C ve
vodni 1azni.

Desticky byly vlozeny do inkubdtoru a inkubovany 2-3 hodiny. Po uplynuti této doby
byl roztok neutralni ¢ervené odsat a k buitkam pidano 100 pl fixaéniho roztoku (1 g/100ml
CaClz v 0,5% roztoku formaldehydu). Desti¢ky byly ponechany 15 minut pfi pokojové
teploté. Fixacni roztok byl slit rychlym pteklopenim desti¢ky a bylo pfipipetovano 200 pl
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lyza¢niho roztoku (1% CH3COOH v 50% EtOH). Desticka s lyza¢nim roztokem byla
umisténa na ttepacku, kde béhem tficeti minut doslo k Gplnému uvolnéni neutralni cervené.
Zbarveni suspenze v jednotlivych jamkach odpovida poctu bunék, které piezily expozici.
Absorbance se odecita pii vinové délce 540 nm na Tecanu. Hodnoty absorbance v jamkach

S vy$§im mnozstvim rozpusténého barviva, kde ptezilo vice bun¢k, jsou vyssi.
4.3.3.2 MTT test

Tato metoda je zalozena na schopnosti zivych bun¢k pfevést pomoci mitochondridlnich
dehydrogenas Zluté solubilni barvivo 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium
bromidu (MTT) na nerozpustny formazan (modr¢ jehlicovité krystaly) (viz obr. 10). Produkt
neprochdzi pfes plazmatickou membranu a hromadi se v buiice. Schopnost bunék redukovat
MTT na formazan poskytuje informaci o integrit¢ mitochondrialni membrany a
zivotaschopnosti bunék. Pfidanim silného detergentu se zacne formazan z bunky uvoliiovat
a zabarveni se vyhodnocuje spektrofotometricky. Hodnota absorbance roztoku odpovida
mnozstvi zivych bun¢k (Skowron 2015).

Po dostatecné expozici bunék OxPt a terpeny bylo na jamku ptidano 25 pl predehtatého
(37 °C) roztoku MTT (3mg Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromid/ 1 ml PBS). Destic¢ka byla
umisténa na 1-2 hodiny do inkubatoru (37 °C, 5 % COz2). Rychlym pieklopenim desticky
bylo odstranéno expozi¢ni médium s MTT a ptidano 50 pl lyza¢niho roztoku na jamku,
véetné slepych vzorkt (0,08M HCl-isopropanol). Bunky s lyzacnim roztokem byly
ponechany 30 minut na tfepacce, kde se postupné zcela rozpustily. Nakonec byla zmétena

absorbance na spektrofotometru Tecan pii vinové délce 570 nm a 690 nm.

Mitochondrialni

N—_ dehydrogenasa N—
N NH
©—</ I Br- ‘ > ©—</ Br-
%‘N"‘ N %N+ N
N Y/ N \r/
/ /

S

Obr. 10 Redukce MTT na formazan pomoci mitochondrialni dehydrogenasy

4.3.3.3 Vyhodnocovani vysledki

Hodnoty absorbance ziskané ze spektrofotometru Tecan v programu Magellan byly
pfevedeny do Microsoft Office Excelu 2013 a dale zpracovavany. Nejprve bylo nutné

vypocitat prumér absorbanci v 6 jamkach se stejnym expozi¢nim médiem a primér blanku
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(6 jamek bez bun€k). Pro vyhodnoceni bylo potieba odecist hodnoty absorbanci jednotlivych
koncentraci expozicnitho média od hodnoty blanku. Hodnoty absorbanci pak byly
piepocteny na procenta, absorbance kontrolnich neovlivnénych vzorkii ptedstavovala
100 %. Déle byla stanovena smérodatnd odchylka a procento smérodatné odchylky
jednotlivych ziskanych hodnot. Kazdy experiment byl proveden tiikrat a z téchto hodnot byl

ziskan konecny vysledek.
4.3.4 Detekce reaktivnich forem kysliku (ROS) pomoci DCF

Detekce ROS byla provedena pomoci 2°,7 -dichlorodihydrofluoresceinu diacetatu
(H2DCFDA) rozpusténého v DMSO. Esterifikovana forma H2DCFDA snadno pronika
pfes buné¢nou membranu. Plsobenim intracelularnich esteras a ROS dojde k odStépeni
acetatovych skupin a H.DCFDA se méni na vysoce fluorescenéni fluorescein.

Cilem vlastniho experimentu bylo zjistit a porovnat pro-oxida¢ni ptisobeni samotné
OxPt a kombinaci tohoto cytostatika s jednotlivymi terpeny. Pokus byl proveden na
nadorové bunécéné linii Caco-2, samotné buiiky bez ovlivnéni cytostatiky a terpeny slouzily
jako negativni kontrola (Sochor 2011, Owusu-Ansah 2008, Roesslein 2013, Sochor 2011).

Buiky byly nasazeny na 96 jamkovou desticku a inkubovany 48-96 hodin. Za tuto dobu
by méla konfluence dosahnout 90 %. Z bunck bylo odstranéno veskeré médium a piidany
testované latky fedéné v PBS. Desticka byla vloZena na 12 hodin do inkubatoru. Pted
ukonéenim inkubace (30 minut) bylo pfidano 100 ul 10 uM H2DCFDA roziedéného v PBS
do vysledné koncentrace 5 puM. H.DCFDA je nutné chranit pted svétlem, proto bylo fedéni
a pipetovani provadéno ve tmé. Desticka zabalena do obalu byla vloZena na 30 minut do

inkubatoru. Usporadani zkousenych roztokt na desticce pii experimentech je patrné z Tab. 2.

Tab. 2 Usporddani zkousenych roztokit na desticce pri detekci ROS pomoci DCF

blank kontrola | OxPt0,5 HUM 10 | +OxPt0,5| CAO10 | +OxPt0,5 | NER10 | +OxPt0,5| VAL10 | +OxPtO0,5

blank kontrola | OxPt0,5 HUM 10 | +OxPt0,5| CAO10 | +OxPt0,5 | NER10 | +OxPt0,5| VAL10 | +OxPtO0,5

blank kontrola | OxPtO0,5 HUM 10 | +OxPt0,5 | CAO 10 | +OxPt0,5 NER 10 | +OxPt 0,5 VAL10 | +OxPt0,5

blank kontrola | OxPt0,5 | HUM10 | +OxPt0,5 | CAO10 | +OxPt0,5| NER10 | +OxPt0,5| VAL10 | +OxPtO0,5

blank OxPt 1 OxPt 4 +OxPt 1 +OxPt 4 +OxPt 1 +OxPt 4 +OxPt 1 +OxPt 4 +OxPt 1 +OxPt 4

blank OxPt 1 OxPt 4 +OxPt 1 +OxPt 4 +OxPt 1 +OxPt 4 +OxPt 1 +OxPt 4 +OxPt 1 +OxPt 4

blank OxPt 1 OxPt 4 +OxPt 1 +OxPt 4 +OxPt 1 +OxPt 4 +OxPt 1 +OxPt 4 + OxPt 1 +OxPt 4

blank OxPt 1 OxPt 4 +OxPt 1 +OxPt 4 +OxPt 1 +OxPt 4 +OxPt 1 +OxPt 4 +OxPt 1 +OxPt 4
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5 Vysledky

5.1 Zpracovani naméienych dat

Kazdy provedeny experiment byl vzdy nejméné tfikrat opakovan. Ziskané hodnoty byly
zprumérovany a spolu s odpovidajici smérodatnou odchylkou zaznamenany do piislusnych

grafli. Pro vyhodnocovani dat byl pouzit MS Office Excel a program CalcuSyn.

5.2 Stanoveni optimalni koncentrace oxaliplatiny

Nejprve byla stanovena zakladni koncentracni fada OxPt, kterd byla postupné
upravovana podle vysledki z provadénych experimentt. Pro bunécnou linii SW-620 byla
vytvofena zakladni koncentraéni fada OxPt v rozmezi od 0,1 do 100 uM. Postupnym
upravovanim hodnot byla ziskana vysledna koncentracni fada OxPt o hodnotéach 0,2; 2; 5;
10; 15; 20; 25 a 30 uM. Pro bunécnou linii Caco-2 byla vytvoiena zakladni koncentracni
fada v rozmezi od 0,1 do 4 uM. Vysledna koncentra¢ni fada OxPt pak byla 0,1; 0,5; 1; 1,5;
2; 3 uM. Koncentrace OxPt a jednotlivych seskviterpenti pouZzité pro kombinacni testy byly

vybrany v souladu s Chou-Talalay metodou.

5.3 Stanoveni optimalnich koncentraci jednotlivych seskviterpent

Pro stanoveni koncentra¢ni fady jednotlivych seskviterpenti pro buné¢nou linii SW-620
byly testovany koncentrace od 1 do 200 pg/ml. Na zékladé¢ citlivosti bun¢k na jednotlivé
seskviterpeny byly sestaveny dvé vysledné koncentracni fady, jedna pro HUM a VAL (25;
50; 75; 100; 125; 150 pg/ml), druhd pro CAO a NER (1; 10; 25; 50; 75; 100 pg/ml). Bunécna
linie Caco-2 vykazovala vyssi citlivost, a proto testované koncentrace byly nizsi, od 1 do
100 pg/ml. Vyslednd koncentracni fada byla spole¢na pro vSechny testované seskviterpeny
(6,25; 12,5; 25; 50; 75 pg/ml). Koncentrace OxPt a jednotlivych seskviterpenti pouzité pro
kombinacni testy byly vybrany v souladu s Chou-Talalay metodou.

5.4 Bunééna linie SW-620

Bunééné linie SW-620 byla za stejnych kultivacnich podminek kultivovéana snadnéji
neZ bunécna linie Caco-2, builky se rychleji mnozily a mély vétsi tendenci k prertstani.
V porovnani s Caco-2 vykazovaly vsSak niz$i citlivost na OxPt i seskviterpeny.
Antiproliferatni aktivita bun¢k se projevovala az pii vySSich koncentracich OxPt

I seskviterpend.
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5.4.1 Vliv OxPt na proliferaci bunék SW-620

Z namétfenych hodnot byl ziskdn graf zavislosti viability bunék [% kontroly] na
koncentraci OxPt (uM). Po 48- a 72-hodinové inkubaci byl zaznamenan vyznamny davkové
zavisly antiproliferacni uc¢inek OxPt na buné¢nou linii SW-620. Po 48-hodinové inkubaci
byl antiproliferacni u¢inek na bunky vyssi, pfi delsi inkubaci se prezivajici bunky jesté

mnozily a naméfeny antiproliferacni G¢inek byl o néco nizsi (viz obr. 11).
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Obr. 11 Antiproliferacni tcinek OxPt na bunécnou linii SW-620. Buriky byly vyhodnoceny po 48- a
72-hodinové inkubaci metodou NRU. Data uvadéna jako procento kontrolnich bunék (100 %)
predstavuji pramér z 3 nezavislych experimentd.

5.4.2 Vliv seskviterpent na proliferaci bunék SW-620
Z namétenych hodnot byl ziskan graf zavislosti viability bunék [% kontroly] na
koncentraci jednotlivych seskviterpenti (ug/ml). Bunky vykazovaly na HUM a VAL nizsi

citlivost, proto byly pouzivany roztoky téchto seskviterpenti o vyssi koncentraci nezu CAO

a NER.
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Obr. 12 Porovnani antiproliferacniho tcinku jednotlivych seskviterpent na bunéénou linii SW-620.
HUM a VAL o koncentracich 25-150 ug/ml, CAO a NER o koncentracich 1-100 ul/ml. Buriky byly
vyhodnoceny po 48-hodinové inkubaci NRU metodou.

Po 48-hodinové inkubaci bunééné liniie SW-620 s jednotlivymi seskviterpeny byl
zaznamenan davkové zavisly antiprolifera¢ni u¢inek na buiky. Z grafu (viz obr. 12) je

patrné, ze nejveétsi antiproliferacni aktivita byla naméfena u CAO.
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Obr. 13 Porovnani antiproliferacniho Gcinku jednotlivych seskviterpent na bunéénou linii SW-620.
HUM a VAL o koncentracich 25-150 ug/ml, CAO a NER o koncentracich 1-100 ul/ml. Buriky byly
vyhodnoceny po 72-hodinové inkubaci NRU metodou.
Po 72-hodinové inkubaci buné¢né linie SW-620 s jednotlivymi seskviterpeny nebyla

zaznamenana vyraznad zmeéna antiproliferatniho G¢inku na builky v porovnani

s antiprolifera¢ni aktivitou po 48-hodinové inkubaci (viz obr. 13).
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Tab. 3 Hodnoty ICso OxPt a jednotlivych seskviterpenii testovanych na bunécné linii SW-620 po 48- a
72-hodinové inkubaci. Hodnoty byly vypocteny v programu CalcuSyn.

SW - 620
48 72

oxptM] | 103 171
CAO [pgml]| 27,9 488
HUM [pg/ml]| 1096 88,8
NER [ugmi]| 69,3 63,4
VAL [ue/ml]| 1433  152,9

1Cs

5.4.3 Vlivkombinace OxPt a seskviterpent na proliferaci bunék SW-620

Z namétfenych hodnot byl ziskdn graf zavislosti viability bunék [% kontroly] na

koncentraci kombinace OxPt (uM) s jednotlivymi seskviterpeny (ng/ml).
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Obr. 14 Porovnani antiproliferacniho ucinku samotné OxPt (5; 10; 15; 20; 25; 30 uM) a kombinace
OxPt s HUM (25; 50; 75; 100; 125; 150 ug/ml) a OxPt s VAL (25; 50; 75; 100; 125; 150 ug/ml na
bunécnou linii SW-620.Buriky byly vyhodnoceny po 48-hodinové inkubaci NRU metodou.

Z naméfenych hodnot je patrné, Ze kombinace OxPt s VAL neméla vyssi
antiproliferacni ucinek nez samotna OxPt. Po 48-hodinové inkubaci kombinaci OxPts HUM
doslo ke zvySeni antiprolifera¢niho uc¢inku v porovnani s antiproliferacnim u¢inkem samotné

OxPt pouze u nejvyssi koncentrace kombinace OxPt (30 uM) s HUM (150 pg/ml) u bunééné
linie SW-620 (viz obr. 14).
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Obr. 15 Porovnani antiproliferacniho tcinku samotné OxPt (5; 10; 15; 20; 25; 30 uM) a kombinace
OxPt s HUM (25; 50; 75; 100; 125; 150 ug/ml) a OxPt s VAL (25; 50; 75; 100; 125, 150 ug/mi) na
bunécnou linii SW-620. Buriky byly vyhodnoceny po 72-hodinové inkubaci NRU metodou.

Po 72-hodinové inkubaci vykazovala kombinace HUM (100; 125; 150 pg/ml) s OxPt
(20; 25; 30 uM) ve vyssich koncentracich vyssi antiprolifera¢ni G¢inek nez samotna OxPt
na bunéénou linii SW-620 (viz obr. 15). V porovnani s inkubaci po 48 hodinach doslo

k mirnému narastu bungk, které prezily piisobeni testovanych latek.
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Obr. 16 Porovnani antiproliferacniho ucinku samotné OxPt (0,2; 2; 5; 10; 15; 20 uM) a kombinace
OxPt s CAO (1; 10; 25; 50; 75; 100 ug/ml) a OxPt s NER (1; 10; 25; 50; 75; 100 ug/ml) na
bunécénou linii SW-620. Buriky byly vyhodnoceny po 48-hodinové inkubaci NRU metodou.

Po 48-hodinové inkubaci vykazovala kombinace CAO (50; 75; 100 pg/ml) s OxPt (10;
15; 20 uM) vyssi antiproliferacni aktivitu neZ samotna OxPt. Kombinace NER (75 pg/ml)

47



s OxPt (20 uM) vykazovala vyssi antiproliferacni aktivitu v porovnani se samotnou OxPt az

pfi nejvyssi testované koncentraci na bunécnou linii SW-620 (viz obr. 16).
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Obr. 17 Porovnani antiproliferacniho tGcinku samotné OxPt (0,2; 2; 5; 10; 15; 20 uM) a kombinace
OxPt s CAO (1, 10; 25; 50; 75; 100 ug/ml) a OxPt s NER (1; 10; 25; 50; 75; 100 ug/ml) na
bunécénou linii SW-620. Buriky byly vyhodnoceny po 72-hodinové inkubaci NRU metodou.

Po 72-hodinové inkubaci buné¢né linie SW-620 s OxPt a kombinacemi OxPt s CAO a
OxPt s NER (viz obr. 17) byly zjistény obdobné antiproliferacni u¢inky na bunky jako po

48-hodinové inkubaci.

5.5 Bunééna linie Caco-2 - proliferujici

Bunécéna linie Caco-2 portstala kultivacni lahev a mikrotitracni desti¢ku pomaleji oproti
bunécné linii SW-620, ale citlivost na OxPt a jednotlivé seskviterpeny byla podstatné vyssi.
Pro vyvoléani antiproliferacniho G¢inku byly pouZzity niZ8i koncentrace seskviterpent nez
u SW-620. Vysledky antiproliferacniho piasobeni jednotlivych latek na bunky byly
vyhodnocovany dvéma metodami NRU a MTT s vyjimkou testovani samotnych

seskviterpenti, které byly vyhodnocovany pouze metodou NRU.
5.5.1 Vliv OxPt na proliferaci bunék Caco-2

Z namétfenych hodnot byl ziskan graf zavislosti viability bun€k [% kontroly] na

koncentraci OxPt [uM] po 24-, 48-, 72-hodinové inkubaci.
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Po 24-hodinové inkubaci bunééné linie Caco-2 s riznymi koncentracemi OxPt nebyly
na bunkach prokazany cytotoxické/antiproliferaéni uc¢inky metodou NRU ani MTT (viz

obr. 18). Dalsi experimenty s 24-hodinovou dobou inkubace jiz nebyly provadény.
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Obr. 18 Antiproliferacni uc¢inek OxPt na bunécnou linii Caco-2. Buriky byly vyhodnoceny po
24 hodinové inkubaci metodou NRU a MTT. Data uvadéna jako procento kontrolnich bunék
(100 %) predstavuji primér z 3 nezavislych experimentd.
Po 48-hodinové inkubaci bunétné linie Caco-2 s ruznymi koncentracemi OxPt byl
zjiStén davkové zavisly antiproliferacni uc¢inek na buniky metodou NRU. Pfi vyhodnocovani

poctu zivych bunék metodou MTT nebyla antiproliferacni aktivita OxPt davkove zavisla

(viz obr. 19).
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Obr. 19 Antiprolifera¢ni uc¢inek OxPt na bunécnou linii Caco-2. Buriky byly vyhodnoceny po
48 hodinové inkubaci metodou NRU a MTT. Data uvadéna jako procento kontrolnich bunék
(100 %) predstavuji primér z 3 nezavislych experimentt.
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Po 72-hodinové inkubaci bunétné linie Caco-2 s riznymi koncentracemi OxPt byl
prokazan davkové zavisly antiproliferacni uc¢inek na bunky jak metodou NRU, tak i metodou

MTT (viz obr. 20).
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Obr. 20 Antiproliferacni uc¢inek OxPt na bunécnou linii Caco-2. Buriky byly vyhodnoceny po
72 hodinové inkubaci metodou NRU a MTT. Data uvadéna jako procento kontrolnich bunék
(100 %) predstavuji primér z 3 nezavislych experimentd.

5.5.2 Vliv seskviterpent na proliferaci bunék Caco-2

Buné¢na linie Caco-2 byla citlivéjsi na piisobeni jednotlivych seskviterpeni, proto byly
buniky ovliviiovany niz§imi koncentracemi nez u bunééné linie SW-620. Koncentrace byly

u vSech seskviterpent stejné. Vysledky byly hodnoceny metodou NRU.
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Obr. 21 Porovnani antiproliferacniho Gcinku jednotlivych seskviterpent na bunéénou linii Caco-2.
Buriky byly vyhodnoceny po 48-hodinové inkubaci NRU metodou.
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Po 48-hodinové inkubaci bunécéné linie Caco-2 s jednotlivymi seskviterpeny byl

zaznamenan davkové zavisly antiproliferacni ucinek na bunky. Nejcitlivéji bunky reagovaly

na NER (viz obr. 21).
I
I HI
[ET g
il i

120

100

(o]
o

S
o

viabilita [% kontroly]
[e)]
o

N
o

o

75

koncentrace [uM]

HUM B VAL mCAO HENER

Obr. 22 Porovnani antiproliferacniho tcinku jednotlivych seskviterpent na bunécnou linii Caco-2.
Buriky byly vyhodnoceny po 72-hodinové inkubaci NRU metodou.
Po 72-hodinové inkubaci bunécné linie Caco-2 s jednotlivymi seskviterpeny nedoslo
k zadné vyrazné zméné antiprolifera¢niho u¢inku na buiky, pouze HUM vykazoval ve

vysokych koncentracich zvySeny antiprolifera¢ni u¢inek (viz obr. 22).

Tab. 4 Hodnoty ICso OxPt a jednotlivych seskviterpenii testovanych na bunécné linii Caco-2 po 48- a
72 hodinové inkubaci. Hodnoty byly vypocteny v programu CalcuSyn.

CaCo-2
48 72

OxPt [uM] 1,2 1,9
CAO [pg/ml]| 44,8 57,7
HUM [ugml]] 34,5 26,6
NER [ug/ml]] 21,4 29,7
VAL [pg/ml]| 39,2 37,9

ICs0
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5.5.3 Vliv kombinace OxPt a seskviterpent na proliferaci bunék Caco-2
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Obr. 23 Porovnani antiproliferacniho ucinku samotné OxPt (0,1; 0,5; 1; 2; 3 uM) a kombinace OxPt
s jednotlivymi seskviterpeny HUM, VAL, CAO, NER (6,25; 12,5; 25; 50; 75 ug/ml). Buriky byly
vyhodnoceny po 48-hodinové inkubaci NRU metodou.

Po 48-hodinové inkubaci bunécné linie Caco-2 byl zaznamenan vyssi antiproliferacni
ucinek u kombinaci vSech seskviterpenti ve vysSich koncentracich s OXPt v porovnani
s antiproliferaénim u¢inkem samotné OxPt. Nejvyssi antiproliferacni ucinek vykazovala
kombinace HUM s OxPt (viz obr. 23).

Vysledky vyhodnocovany metodou MTT byly odlisné od vysledkti ziskanych metodou
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Obr. 24 Porovnani antiproliferacniho tcinku samotné OxPt (0,1; 0,5; 1; 2; 3 uM) a kombinace OxPt
s jednotlivymi seskviterpeny HUM, VAL, CAO, NER (6,25; 12,5; 25; 50; 75 ug/ml). Buriky byly
vyhodnoceny po 48-hodinové inkubaci MTT metodou.
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U NER a samotné OxPt nebyl antiprolifera¢ni ucinek piili§ davkové zavisly. Kombinace
HUM s OxPt a VAL s OxPt mély vyssi antiproliferatni ucinek nez samotna OxPt pii
koncentracich 2 a 3 uM OxPt. Kombinace CAO s OxPt vykazovala vyssi antiproliferacni

ucinek v porovnani se samotnou OxPt az pii koncentraci 3 uM OxPt (viz obr. 24).
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Obr. 25 Porovnani antiproliferacniho tcinku samotné OxPt (0,1; 0,5; 1; 2; 3 uM) a kombinace OxPt
s jednotlivymi seskviterpeny HUM, VAL, CAO, NER (6,25; 12,5; 25; 50; 75 ug/ml). Buriky byly
vyhodnoceny po 72-hodinové inkubaci NRU metodou.

Po 72-hodinové inkubaci bunécéné linie Caco-2 vykazovaly vSechny seskviterpeny
v kombinaci s OxPt vyssi antiproliferani u¢inek na burniky nez samotna OxPt. VSechny
testované latky vykazovaly antiproliferacni uCinek zavisly na davce. Nejvyssi

cwv v

s OxPt (viz obr. 25). Vysledky byly vyhodnocovany metodou NRU.
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Obr. 26 Porovnani antiproliferacniho tcinku samotné OxPt (0,1; 0,5; 1; 2; 3 uM) a kombinace OxPt
s jednotlivymi seskviterpeny HUM, VAL, CAO, NER (6,25; 12,5; 25; 50; 75 ug/ml). Buriky byly
vyhodnoceny po 72-hodinové inkubaci MTT metodou.

Po 72-hodinové inkubaci bunécné linie Caco-2 byl antiproliferacni ti¢inek kombinace
HUM a VAL s OxPt davkové zavisly a vyssi nez u samotné OxPt od koncentrace 1 uM
OxPt. Kombinace CAO s OxPt vykazovala davkové zavisly antiproliferani ucinek na
bunky, avSak vyssi antiproliferacni u¢inek nez samotna OxPt vykazovala az pti koncentraci
2 uM OxPt. Kombinace NER s OxPt vykazovala niZsi antiproliferacni ucinek v porovnani

se samotnou OxPt (viz obr. 26). Vysledky byly vyhodnocovany metodou MTT.

5.6 Bunééna linie Caco-2 - diferencovana

Pro porovnani u¢inku OxPt na nedélici se buiiky byly Caco-2 nasazeny na mikrotitracni
desticku a inkubovany v termostatu. Po dosazeni konfluence byly buiiky inkubovany dalSich
21 dni pfi pravidelné vyméné kultiva¢niho média 2x tydné. Po diferenciaci bun¢k k nim byly
pridany rizné koncentrace OxPt. Vysledky byly vyhodnocovany metodou NRU po 48- a
72-hodinové inkubaci bun€k s OxPt.
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Obr. 27 Cytotoxicky ucinek OxPt na nedélici se linii bunék Caco-2. Buriky byly vyhodnoceny po
48-hodinové inkubaci NRU metodou.
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Obr. 28 Cytotoxicky ucinek OxPt na nedélici se linii bunék Caco-2. Buriky byly vyhodnoceny po
72-hodinové inkubaci NRU metodou.

Z grafti (viz obr. 27 a Obr. 28) je patrné, ze viabilita bun€k je snizena az pti vysokych
koncentracich OxPt. Bunky, které se ned¢li, vykazuji nizkou citlivost na OxPt. Vysledky
byly vyhodnoceny po 48- a 72-hodinové inkubaci OxPt s diferencovanou bunéénou linii

Caco-2.

5.7 Vliv seskviterpent a OxPt na tvorbu ROS

Pro-oxidacni pisobeni je jednou z moznosti cytotoxického pusobeni seskviterpenti

na nadorové bunky. Po 12-hodinové inkubaci proliferujicich bun€k Caco-2 s jednotlivymi
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latkami byla vyhodnocena produkce ROS metodou DCF. Ovlivnéni produkce ROS bylo
hodnoceno u samotné OxPt o koncentracich 0,5; 1 a 4 pM, u jednotlivych seskviterpent

0 koncentraci 10 pg/ml a u kombinace OXPt s jednotlivymi seskviterpeny.
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Obr. 29 Usinek OxPt na produkci ROS v bunééné linii Caco-2. Vlysledky byly vyhodnoceny po
12-hodinové inkubaci metodou DCF.

Pti porovnani Uc¢inku jednotlivych koncentraci OxPt na produkci ROS v buné¢né linii
Caco-2 byla zjisténa pro-oxidacni aktivita az pii vyS$i koncentraci OxPt 4 pM. NiZzsi

testované koncentrace OxPt (0,5 a 1 uM) produkci ROS neovlivnily (viz obr. 29).
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Obr. 30 Uginek jednotlivych seskviterpenti na produkci ROS v bunécéné linii Caco-2. Viysledky byly
vyhodnoceny po 12-hodinové inkubaci metodou DCF.

Pfi hodnoceni G¢inku jednotlivych seskviterpenli na produkci ROS v bunééné linii
Caco-2 byla u seskviterpeni CAO a NER prokézéna antioxidacni aktivita. HUM a VAL
tvorbu ROS ptilis neovlivnily (viz obr. 30).

Nasledné byl porovnavan vliv na produkci ROS v Caco-2 bunécné linii samotné OxPt
o koncentracich 0,5 a 4 uM a kombinaci OxPt s jednotlivymi seskviterpeny o koncentracich

10 pg/ml.
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Obr. 31 Porovnani ucinku samotné OxPt a kombinace OxPt s jednotlivymi seskviterpeny na
produkci ROS v bunécné linii Caco-2. Buriky byly vyhodnoceny po 12-hodinové inkubaci metodou
DCF.

Kombinace OxPt s VAL vykazovala jasné zvySeni pro-oxida¢niho pisobeni v bunééné
linii Caco-2 oproti pro-oxida¢nimu ptsobeni samotné OxPt. Kombinace OxPt s CAO
vykazovala spiSe antioxida¢ni plisobeni na builky. Kombinace OxPt s NER neméla

na produkci ROS téméf zadny vliv (viz obr. 31), v porovnani se samotnym NER doslo

v kombinaci s OxPt k vymizeni jeho antioxida¢nich vlastnosti.
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Obr. 32 Porovnani ucinku samotné OxPt a kombinace OxPt s jednotlivymi seskviterpeny na
produkci ROS v bunééné linii Caco-2. Buriky bélé '\:/yhodnoceny po 12-hodinové inkubaci metodou

Kombinace OxPt o koncentraci 4 uM s jednotlivymi seskviterpeny (10 pg/ml) prokazala
jasné zvyseni pro-oxidacni aktivity v bunétné linii Caco-2 oproti piisobeni samotné OxPt.
Jedina kombinace OxPt s CAO vykazovala témérf stejné pro-oxidacni pisobeni jako samotna
OxPt (viz obr. 32). Z grafii 1ze ptedpokladat, Ze potenciacni Géinek seskviterpent je zavisly
na koncentraci OxPt. Tato zavislost je dobfe viditelna u NER, ktery sam o sob¢& vykazoval
spiSe antioxidacni vlastnosti, v kombinaci s OxPt a jeji zvySujici se koncentraci rostl

I pro-oxidac¢ni u¢inek na bunky.
5.8 Zhodnoceni vzajemného vlivu OxPt a seskviterpenu

Koncentrace OxPt a jednotlivych seskviterpenti byly vybrany v souladu s Chou-Talalay
metodou. Ke kvantitativnimu zhodnoceni spole¢ného plsobeni OxPt a jednotlivych
seskviterpenti na buiiky byl pouzit kombinaé¢ni index (CI) vypocteny v programu CalcuSyn.

Podle zjisténych hodnot CI byl ur€en vztah OxPt a jednotlivych seskviterpent. Dvé latky
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na sebe mohou pusobit synergisticky (CI<I), aditivnim uc¢inkem (CI=1), ¢i jsou ve vztahu
antagonistickém (CI>1) (Chou 2010).

Hodnoty ziskané v CalcuSynu byly pouzity k vytvofeni grafti zavislosti kombinac¢nich
indextt (CI) na ovlivnénych frakcich bun¢k (Fa). Fa je parametr popisujici pocet
zivych/mrtvych bun¢k v kombinacnich studiich, kdy Fa=0 indikuje stoprocentni
zivotaschopnost bun¢k a Fa=1 predstavuje stav, kdy jsou vSechny bunky mrtvé (Chou 2006).
Dilezité je zdiraznit, Ze synergismus protinadorovych latek je pro terapii vyhodné&jsi pii
Fa>0,8 (Chou 2010). Dale byly z CalcuSynu ziskany ICsp jednotlivych latek.

Tab. 5 Kvantitativni zhodnocent spolecného piisobeni OxPt a jednotlivych seskviterpenii pomocit
kombinacniho indexu (CI) vypocteného v programu CalcuSyn (prevzato z Chou, 2008).

Cl Popis

<01 velmi silny synergismus
0,1-0,3 silny synergismus
0,3-0,7 synergismus
0,7-0,85 mirny synergismus
0,85-0,9 nepatrny synergismus
09-11 témér aditivni
1,1-1,2 nepatrny antagonismus
1,2-1,45 mirny antagonismus
1,45-3,3 antagonismus
3,3-10 silny antagonismus

> 10 velmi silny antagonismus

5.8.1 SW-620

OxPt a jednotlivé seskviterpeny byly kombinovany ve fixnim koncentratnim poméru

1:5.
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Obr. 33 Kombinacni indexy (Cl) OxPt a jednotlivych seskviterpeni v zavislosti na ovlivnéné frakci
bunék SW-620 (Fa). Hodnoty byly ziskany po 48-hodinové inkubaci bunék s OxPt a seskviterpeny.
Podle Tab. 1 a hodnot z grafu (viz obr. 33) je patrné, ze VAL, HUM a CAO vykazovaly
spiSe antagonisticky efekt s OXPt v bun&tné linii SW-620 po 48-hodinové inkubaci. NER

s OxPt vykazoval mirn¢ aditivni ti€inek na antiproliferacni aktivitu OxPt.
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Obr. 34 Kombinacni indexy (Cl) OxPt a jednotlivych seskviterpent v zavislosti na ovlivnéné frakci
SW-620 bunék (Fa). Hodnoty byly ziskany po 72-hodinové inkubaci bunék s OxPt a seskviterpeny.

Podle Tab. 5 a hodnot z grafu (viz obr. 34) je patrny mirny antagonisticky uc¢inek VAL
a NER s OxPt v bunécné linii SW-620 po 72-hodinové inkubaci. Mirny aditivni ucinek byl

naméefen u HUM s OxPt a téméf aditivni G€inek vykazuje s OxPt CAO.
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5.8.2 Caco-2 proliferujici

Koncentrace OxPt a jednotlivych seskviterpenti byly zadavany do CalcuSynu v poméru

1:25.
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Obr. 35 Kombinacni indexy (Cl) OxPt a jednotlivych seskviterpent v zavislosti na ovlivnéné frakci

Caco-2 bunék (Fa). Hodnoty byly ziskany po 48-hodinové inkubaci bunék s OxPt a seskviterpeny.
Podle Tab. 5 a hodnot z grafu (viz obr. 35) je patrny u VAL a CAO s OxPt jasny
synergisticky ucinek v bunécné linii Caco-2 po 48-hodinové inkubaci. Mirngjsi synergismus

vykazuje HUM s OxPt. Naopak NER s OxPt ma jednozna¢ny antagonisticky uéinek.
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Obr. 36 Kombinacni indexy (Cl) OxPt a jednotlivych seskviterpent v zavislosti na ovlivnéné frakci
Caco-2 bunék (Fa). Hodnoty byly ziskany po 72-hodinové inkubaci bunék s OxPt a seskviterpeny.

Podle Tab. 5 a hodnot z grafu (viz obr. 36) je patrny u VAL a CAO s OxPt synergicky

ucinek v bunécné linii Caco-2 po 72-hodinové inkubaci, je vSak o néco slabsi nez po
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48-hodinové inkubaci bunék. HUM vykazuje spiSe aditivni ucinek na antiproliferacni
aktivitu OxPt. NER s OxPt ma jednozna¢ny antagonisticky ucinek pii vysokych hodnotach

Fa, pfi velmi nizkych hodnotach Fa vykazuje vSak Gcinek synergicky s OxPt.
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6 Diskuze

Kolorektalni karcinom je jednim z nejrozsifencjSich nadorovych onemocnéni ve svéte
(web 4) a je casto diagnostikovan v pozdnich stadiich, ktera vyzaduji chemoterapeutickou
lécbu. Oxaliplatina patfi mezi nejvyznamngj$i latky pouzivané pii standardni
chemoterapeutické 16¢bé kolorektalniho karcinomu. Uspé&iny vysledek chemoterapeutické
1é¢by je vSak omezen nezadoucimi u¢inky OxPt na zdravou tkan a vznikem rezistence
nadorovych bunék na terapii (Alcindor a Beauger 2011).

Snahou vyzkumu je tedy nalézt zptsob, ktery by zvysil efektivitu OxPt ve smyslu
mozného snizeni terapeutickych davek, kdy davka OxPt bude dostateéné u¢inna na buiky
karcinomu, ale omezi se jeji nezddouci G€inky na zdravou tkan. Jednou z moZnosti je pravé
kombinace OxPt s pfirodnimi latkami, které maji minimalni vliv na zdravou tkan, ale mohou
riznymi zpisoby podpofit i€innost ,,klasickych® chemoterapeutik.

Potencia¢ni uc¢inek seskviterpenti na antiproliferacni aktivitu doxorubicinu byl prokazan
ve studii Ambroze a kol. (2015). Ovlivnéni antiproliferaéniho a pro-oxida¢niho G¢inku DOX
seskviterpeny izolovanymi z Myrica rubra bylo testovano na buné¢né linii Caco-2. Viechny
testované seskviterpeny (HUM, VAL, NER, CAO) inhibovaly proliferaci Caco-2 bun¢k a
pritom neovliviiovaly viabilitu hepatocytt, jakozto modelu nenddorovych zdravych bunék.
CAO, NER a VAL potencovaly ucinek klasického chemoterapeutika doxorubicinu
zvySenim jeho akumulace v buikdch nadoru. CAO a VAL zvySovaly pro-oxida¢ni plisobeni
DOX na nadorové buitkky (Ambroz et al. 2015).

Ve studii Kima a kol. (2014) CAO potencoval apoptdézu navozenou Siroce pouzivanymi
chemoterapeutiky, jako je paklitaxel a doxorubicin, v buiikach lidského mnohocetného
myelomu a rakovinnych bunkéch prostaty (Kim et al. 2014). CAO pouzivany v kombinacéni
terapii mizZe téz vyznamné potencovat apoptotické ucinky riiznych farmakologickych
inhibitorta PI3K/AKT (Park et al. 2011).

Kombinace OxPt se seskviterpenem laktonem parthenolidem byla testovana ve studii
Fang a kol. (2010), kde diky parthenolidu, ptirodniho inhibitoru NF-xB, bylo mozné snizit
davky OxPt testované na bunkach lidského adenokarcinomu plic (A549) (Fang et al. 2010).
Kombina¢ni terapii 1ze také minimalizovat riziko vzniku rezistence na 1é¢bu (Prakash et al.
2013, Arango et al. 2004).

Hlavnim cilem nasi studie bylo zjistit, jak pfirodni latky seskviterpeny, konkrétné¢ HUM,
VAL, CAO a NER, ovliviiyji antiprolifera¢ni G¢inek cytostatika OxPt v bunéénych liniich
kolorektalniho karcinomu SW-620 a Caco-2. V bunééné linii Caco-2 byl také zkouman vliv
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téchto seskviterpenii na pro-oxida¢ni pusobeni OxPt jako jeden z moznych mechanismt
zvyseni antiproliferacniho piisobeni OxPt na nadorové buiiky.

Protinadorové ucinky seskviterpeni byly zkoumany v rtznych studiich (Huang et al.
2012, Modzelewska et al. 2005). NejcastéjSim mechanismem podilejicim se na jejich
protinadorovém piisobeni byla indukce apoptdzy, zdsah do bunécného cyklu, inhibice
proliferace a angiogeneze (Kim et al. 2014, Park et al. 2011).

CAO se muze podilet na zvySeni nebo indukci apoptézy riznymi mechanismy,
naptiklad aktivaci nékterych signalizacnich proteinit (ERK, JNK, p38, MAPK) v buiikach
karcinomu nebo muize dojit ptisobenim CAO ke ztrat¢ mitochondrialntho membranového
potencialu a zvySeni produkce ROS v nadorovych bunkach, ¢imz je indukovana apoptoza.
CAO dale snizuje expresi genovych produkti, které zprostiedkovavaji bunécnou proliferaci
(cyklin D1), preziti (bcl-2, bcl-xL, survivin, IAP-1 a IAP-2), metastazovani (COX-2),
angiogenezi (VEGF) a zvySuje expresi p53 a p21 (Johnston 2009, Park et al 2011).

Kim et al. (2014) ptedpoklada, ze inhibice NF-kB je jednim z hlavnich mechanismt
ucinku, kterymi CAO potencuje TNF-a-indukovanou apoptozu a potlacuje invazi bunék.

V nasich experimentech na bunkach kolorektalniho karcinomu SW-620 a Caco-2
vSechny testované seskviterpeny (HUM, VAL, CAO, NER) vykazovaly antiprolifera¢ni
aktivitu na ob& bun&¢né linie, zejména pii vyssich koncentracich. Bun&¢na linie Caco-2 byla
vice citliva na pusobeni seskviterpent i OxPt a pii dalSich experimentech tak mohly byt
pouzity niz§i koncentrace testovanych latek u linie Caco-2 nez u SW-620. Bunécna linie
SW-620 vykazovala rozdilnou citlivost na jednotlivé seskviterpeny. Seskviterpeny CAO a
NER vykazovaly vyssi citlivost nez HUM a VAL, proto byly v kombina¢nich studiich
pouzivany dvé rizné koncentracni fady OxPt a seskviterpentl. KaZzdy experiment byl
provadén vzdy tiikrat a do grafti byly zaznamenavany praméry téchto ziskanych hodnot.
Vysoké smérodatné odchylky ukazuji, Ze vysledky ziskané v jednotlivych méfenich se
zna¢né liily. Pfi¢inou mohlo byt vysrdZeni seskviterpentli z roztoku, zvlasté pii vysokych
koncentracich (nad 100 pg/ml), kdy byly seskviterpeny hiife rozpustné v DMSO ¢i
Vv ethanolu a nasledn€ v médiu. Odchylky v méfeni mohly byt také zplisobeny rozdilnou fazi
bunééného cyklu buné€k pfi jejich ovliviiovani. Pfi experimentech je diilezité, aby desticky
byly vzdy buiikami stejné porostlé a ovliviiovani bunék by mélo prob&éhnout ve fazi ristu,
protoze buiky, které se nedéli, vykazovaly nizkou citlivost na ovlivnéni, coZ je patrné na
diferencované bunécné linii Caco-2.

V kombinaéni studii na bunééné linii SW-620 byl prokazan nejvyssi potenciacni ucinek

CAO na antiproliferacni aktivitu OxPt a to po 48- i 72-hodinové inkubaci. Vyhodnoceni
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vzajemného vztahu OXPt a jednotlivych seskviterpend programem CalcuSyn neukazalo
u zadné kombinace synergicky uc¢inek. Naopak u kombinaci VAL a NER s OxPt byl zjistén
spise antagonisticky vztah téchto latek po 72-hodinové inkubaci v bunééné linii SW-620.

U Caco-2 bunééné linie byla antiprolifera¢ni aktivita seskviterpenti a OxPt hodnocena
dvéma riznymi metodami. Vysledky ziskané metodou méteni NRU se liSily od vysledkl
naméfenych metodou MTT, ziejmé to souviselo s riznymi principy téchto metod. Metoda
NRU se zdala byt citlivéjsi. V bunééné linii Caco-2 po 48- a 72-hodinové inkubaci vykazoval
HUM nejvyssi potenciacni u¢inek na antiproliferacni aktivitu OxPt. Testovanim vzajemného
vztahu VAL s OxPt a CAO s OxPt byl prokazan jasny synergicky uéinek po 48-hodinové
inkubaci v bunécné linii Caco-2, synergické pisobeni po 72-hodinové inkubaci bylo o néco
slabsi. Mirnéjsi synergismus vykazoval HUM s OxPt po 48-hodinové inkubaci. Naopak
u kombinace NER s OxPt byl zjistén jednozna¢ny antagonisticky G¢inek po 48-hodinové
inkubaci. Po 72-hodinové inkubaci vykazoval NER s OxPt jednoznac¢ny antagonisticky
ucinek jen pfi vysokych hodnotach Fa, pii velmi nizkych hodnotach Fa vykazoval s OxPt
ucinek synergicky.

Z vysledkl sledovani tvorby ROS vlivem seskviterpenit a OxPt bylo zjisténo, ze
synergismus OxPt a VAL v antiprolifera¢ni aktivit¢ hodnocené na burnikach Caco-2 by mohl
byt zalozen na zvysené produkci ROS v nddorovych buitkach. Mirné zvyseni pro-oxidac¢niho
pusobeni, které by mohlo také souviset se synergickym plsobenim Vv antiproliferacni
aktivité, bylo zaznamenano u kombinace OxPt s HUM. Synergismus OxPt s CAO
pozorovany v antiproliferacni aktivité zfejme souvisi se zvySenou produkci ROS jen mélo a
to az pii1 vysokych koncentracich OxPt (4 uM). NER s OxPt jsou spiSe ve vzijemném
antagonistickém vztahu, ackoliv pfi vysokych koncentracich OxPt vykazoval zvySeni
pro-oxidac¢niho piisobeni OxPt na buniky Caco-2.

Na zaklad€ ziskanych vysledkli mizeme ptedpokladat, Ze jednim z mechanismi,
kterymi seskviterpeny potencuji antiproliferacni aktivitu OxPt, je pravé schopnost nékterych
seskviterpenu zvysit v kombinaci s OxPt produkci ROS v nadorovych bunkach.

Pro-oxidacni pisobeni OxPt, které bylo v nasem experimentu sledovano na bunééné
linii Caco-2, se na bunkach projevilo az pfi vysoké koncentraci OxPt (4 uM). Kombinaci
seskviterpenti s OxPt byla snaha zvysit pro-oxida¢ni pisobeni OxPt, aby bylo mozné snizit
terapeutické davky OxPt a snizit tak jeji nezadouci G¢inky na zdravou tkan.

Pro-oxidac¢ni ti¢inek seskviterpenti by mohl byt selektivné cytotoxicky na buiiky nadoru,
zatimco normalni tkan by mohla mit zachovanou ¢i zvySenou antioxida¢ni ochranu. Toto

selektivni pro-oxidacni plisobeni seskviterpenti v nddorovych buiikach jiz bylo v literatute
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popséano a mohlo by byt zptisobeno rozdilnymi hodnotami bazalniho redoxniho potencialu
v rakovinnych buiikdch a bunkach normalni tkdn€. Vyssi hladiny iontd kovd a zvySena
endogenni produkce ROS v rakovinnych bunikach vyvolava adaptaci intracelularniho
redoxniho potencialu na trvaly oxidaéni stres, coz vede k zvysSené potiebé glutathionu (GSH)
a dalsich antioxida¢nich molekul. Nicméné toto zvysSeni bazalni hladiny ROS ¢ini rakovinné
bunky ve vysoké mife zavislé na antioxidacnich systémech jako je GSH. Rakovinné buiiky
jsou pak daleko citlivéjsi na plsobeni exogennich zdroji ROS a na inhibici téchto
potencial a jsou schopné urcité zvysSeni produkce ROS diky antioxida¢niho systému
tolerovat (Alexandre et al. 2009).

Timto zpisobem by mohla byt zajisténa selektivni cytotoxicita pro-oxida¢niho piisobeni
seskviterpenti na nddorové buiiky a diky této vlastnosti se jevi jako latky vhodné pro
terapeutické pouziti v 1é¢b¢ rakoviny, nejlépe v kombinacni terapii s 1éky vyvolavajicimi
tvorbu nebo hromadéni ROS v nadorovych buiikach (Lee et al. 2013, Alexandre et al. 2009).

Toto selektivni pro-oxidaéni pisobeni nékterych seskviterpenti na nadorové bunky bylo
mimo jiné potvrzeno i predeSlou studii Ambroze a kol. (2015). Testované seskviterpeny
izolované ze silice Myrica rubra, konkrétn¢ B-karyofylen, CAO, HUM, NER a VAL
vykazovaly na hepatocyty mirny antioxida¢ni ucinek, zatimco na bunky kolorektalniho
karcinomu Caco-2 pusobil CAO a VAL vyrazné pro-oxidacné.

Schopnost seskviterpenti zvysit pro-oxida¢ni piisobeni OxPt na buiikky Caco-2 vSak
nebude jediny mechanismus, kterym tyto latky mohou potencovat aktivitu OxPt. Odhaleni
dalsich moznych mechanismt bude pfedmétem dalsi studie. Kombinace seskviterpend a
OxPt by mohla byt prospéSna chemoterapeutickd strategie pro pacienty, ktefi netoleruji
zavazné nezadouci ucinky OxPt v terapeutickych koncentracich. Pro jejich mozZné pouZiti

V terapii je vSak nutné tyto latky dale hloubé&ji zkoumat.
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7 Zaver

e OxPtvykazovala antiprolifera¢ni aktivitu s hodnotami ICsp = 10 uM po 48-hodinové
inkubaci a ICso = 17 uM po 72-hodinové inkubaci u buné¢né linie SW-620.
V proliferuyjicich bunkach Caco-2 byly naméteny hodnoty ICso = 1,2 uM po
48-hodinové inkubaci a ICso = 1,9 uM po 72-hodinové inkubaci. Buiky, které se

ned¢li (diferencované bunky Caco-2), vykazovaly nizkou citlivost na OxPt.

e Vsechny testované seskviterpeny (HUM, VAL, CAO, NER) vykazovaly davkové
zavislou antiproliferani aktivitu na ob& bunécéné linie, zejména pii vysSich
koncentracich. Buné¢na linie Caco-2 byla vice citliva na pasobeni seskviterpenti

i OxPt.

e Nejvétsi antiproliferacni aktivita v bunééné linii SW-620 byla zjisténa u CAO po
48-hodinové inkubaci (ICsp = 28 pupg/ml) a po 72-hodinové inkubaci
(ICs0 = 49 pug/ml).

e Nejvétsi antiproliferacni aktivita v bunééné linii Caco-2 byla zjisténa u NER po
48-hodinové inkubaci (ICsp = 21 pg/ml) a u HUM po 72-hodinové inkubaci
(ICs0 = 27 pg/ml).

e U bunécné linie SW-620 nebyl prokazan u Zadné kombinace OxPt s jednotlivymi
seskviterpeny synergicky tc¢inek. Naopak u kombinaci VAL a NER s OxPt byl

zjistén spiSe antagonisticky vztah téchto latek.

e Jasny synergicky ucinek byl prokazan v bunééné linii Caco-2 u kombinace VAL
s OxPt a CAO s OxPt. Mirn¢jsi synergismus vykazoval HUM s OxPt. Naopak

u kombinace NER s OxPt byl zjistén antagonisticky u¢inek.

e Pro-oxidacni aktivita OxPt v bunécné linii Caco-2 byla prokazéana az pii koncentraci
OxPt 4 uM. Nizs8i testované koncentrace OxPt (0,5 a 1 uM) produkci ROS

neovlivnily.

e Pfi hodnoceni ucinku jednotlivych seskviterpent (10 pg/ml) na produkci ROS

v bunééné linii Caco-2 byla u seskviterpeni CAO a NER prokazéana antioxida¢ni
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aktivita. HUM a VAL tvorbu ROS pfilis neovlivnily.

e Seskviterpeny HUM, VAL a NER (10 pg/ml) prokazateln¢ zvysily pro-oxidacni
pusobeni OxPt (4 uM) v bunécné linii Caco-2.
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8 Seznam zkratek

5-LOX — lipoxygenasa

AKT - proteinkinasa B

AP-1 — aktiva¢ni protein 1

APC — Adenomatous polyposis coli

ARE — antioxidant response element

ATCC — American Tissue Cell Collection — Americka sbirka tkanovych kultur
CAO - karyofylen-oxid

CAO - karyofylen-oxid

COX-2 — cyklooxygenasa 2

CRC — kolorektalni karcinom

CYP — cytochrom P450

DCC — Deleted in colorectal cancer

DCF — 2¢,7¢-dichlorofluorescein

DMEM - Dulbecco's Modifated Eagle Medium
DMSO - dimethylsulfoxid

EDTA — ethylendiamintetraoctova

EMEM - Eagle’s Minimum Essential Medium
FADD — Fas-Associated Protein with Death Domain
FBS — Fetalni hovézi sérum

GSH — glutathion

HEPES - kyselina 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova
HMGB1 — mediator prozanétlivych cytokinl
HO-1 — hemoxygenasa-1

HUM — a-humulen

IL-1p — interleukin-1 -

INOS - indukovatelna syntaza oxidu dusnatého
K-ras — Kirstein rat sarcoma

LPS — lipopolysacharidy

MAPK — mitogen-activated protein kinase
MDA — malondialdehyd

MMR — methyl-directed mismatch repair systém
mTOR — Mammalian Target of Rapamycin
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MTT — 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromid
NEAA —roztok neesencialnich aminokyselin

NER - trans-nerolidol

NF-xB — nuklearni faktor kappa B

NO - oxid dusnaty

Nrf2 — nuclear factor erythroid-2-related factor 2

NRU — test neutralni ¢erveni

PBS — fosfatovy pufr

pen — penicilin

PGE2 — prostaglandin E2

PI3K — fosfatidylinositol-3-kinaza

ROS — Reactive Oxygen Species

S6K1 — S6 kinasa 1

STAT3 —signal transducer and activator of transcription 3
strep — streptomycin

T-E — trypsin s kyselinou ethylendianimotetraoctovou
TNF o — tumor nekrotizujici faktor o

TOKS - test okultniho krvaceni do stolice

VAL - valencen

VEGF - vaskularni endotelidlni ristovy faktor

ZN — zhoubny nador
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