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Nazev diplomové prace: In vitro studie molekularnich mechanizmu antiproliferativniho

ucinku extraktu z plodu jalovce v buiikéch kolorektalniho karcinomu

Rakovina tlustého stfeva je jednou z nejcetnéji diagnostikovanych typt rakoviny
a zaroven jednou z nejcastéjSich pfi¢in smrti ve vyspélych statech. Vznik rakoviny
tlustého stfeva je silné¢ ovlivnén okolnimi faktory, zejména stravou, ktera mulzZe
poskytovat uinek preventivni i1 terapeuticky, diky latkdm odvozenych z rostlinnych
metabolitl s chemopreventivnimi a/nebo antiproliferaénimi schopnostmi a na rozdil
od bézn¢ uzivané syntetické mediciny, s minimem nezadoucich u¢inkd. Fenolické
slouceniny, obsazené zejména v riznych bobulovitych plodech, projevuji zdravi
prospésné vlastnosti véetné protinddorového ucinku.

V této studii jsem se zabyvala hodnocenim cytotoxickych uéinkt extraktu z plodu
jalovce a mechanismy jeho antiproliferacni aktivity in vitro. Dvé bunééné linie
kolorektalniho karcinomu - HCA-7 a Caco-2 - byly vystaveny rliznym koncentracim
jalovcového extraktu avysledky byly porovnavany S kontrolnimi, neoSetfenymi

bunikami. Cytotoxicky ucinek extraktu byl hodnocen méfenim metabolické aktivity



zapouziti testové komercéni sady a méfenim tUniku laktat dehydrogenasy (LDH)
do média. Molekularni mechanismy t¢inku extraktu jalovce byly hodnoceny metodou
Western blot, kdy jsme analyzovali mnozstvi specifickych proteind souvisejici
S bunéCnou smrti. Zmény v morfologii bunék po plsobni extraktu ve vybranych
koncentracich jsme pozorovali konfokalnim mikroskopem.

Vysledky experimentll zivotaschopnosti bun¢k ukdzaly zvySeny antiproliferacni
ucinek extraktu v obou bunécnych liniich, ktery byl zéavisly na koncentraci a dobé
pusobeni, kdy pokusy za pouziti CCK-8 testovaci sady prokéazaly vyznamny cytotoxicky
ucinek jiz pii koncentraci 30 pg/ml, avsak LDH test zachytil tento ucinek az pfii
koncentraci 100x vyssi. Studie bunééné morfologie na HCA-7 bunécné linii
pii koncentraci extraktu 30 pg/ml odkryly typické znaky apoptozy, jako je vznik blebt
(nepravidelné¢ zahyby plazmatické membrany) a pyknotickd jadra, které potvrdily,
ze uCinek extraktu je dan programovanou bunécnou smrti. Vysledky Western blot
analyzy ukazaly na koncentraci zavisly pokles mnozstvi proteinu p53 v bunkach HCA-7,
na néz pusobil jalovcovy extrakt. Tyto vysledky mohou souviset se snizenim pro-
onkogenetické aktivity proteinu p53, ktery se nachazi v bunkach HCA-7 v mutované
formé. Hladina proteinu p27 byla zvySena v zavislosti na koncentraci extraktu v obou
bunécnych liniich, coz souvisi s inhibici ristu a proliferace bunék a mtze hrat roli
V reorganizaci cytoskeletu, pozorované pii konfokalni mikroskopii. Extrakt jalovce
neprokazal vyznamny G¢inek na mnozstvi B-cateninu ani v HCA-7 ani v Caco-2 burikach
ve srovnani s kontrolou. Uginek inhibovat Akt signalni drahu byl patny jen u Caco-2
bungk pfi koncentraci extraktu 1 pg/ml.

Tato studie prokédzala potencidlni cytotoxické ucinky extraktu pfipraveného
z plodu jalovce, které souvisi s riznymi mechanismy aktivace programované bunécné

smrti v butikach kolorektalniho karcinomu.



