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ABSTRAKT
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Nazev diplomové prace: Plsobeni trans-nerolidolu a valencenu na ovarialni nadorové
buiky

Trans-nerolidol a valencen patii mezi seskviterpeny, které predstavuji velkou
skupinu sekundarnich metaboliti rostlin. V praxi se Snimi mizeme setkat
V potravinaiském nebo parfémovém primyslu, tvoii ale také soucdst tradi¢ni Cinské
mediciny. V posledni dobé jsou studovany biologické Ucinky seskviterpent, které
zahrnuji napf. ulinky protizanétlivé nebo protinadorové. Doxorubicin je jedno
z nejdilezitéjSich cytostatickych 1éCiv a jsou studovany rtizné moznosti zlepSeni jeho
efektivity a sniZzeni nezadoucich G¢inkt. Jednou z téchto moznosti je kombinaéni terapie
s ptirodnimi latkami, napt. ze skupiny seskviterpend.

Cilem této prace bylo zhodnotit antiproliferacni ucinek doxorubicinu,
trans-nerolidolu a valencenu na ovaridlni nadorové buné¢né linie SK-OV-3 a A2780.
Déle bylo cilem otestovat mozny prooxidacni potencial doxorubicinu a terpenti, méfenim
produkce ROS. Pomoci vypoétu kombinacnich indexti jsme zhodnotili vzajemny vztah
mezi doxorubicinem a terpeny. Studovali jsme také mozny vliv terpenii na zvySeni
akumulace doxorubicinu do nadorovych bun¢k a na jeho distribuci uvnitt bung¢k.

Vysledky prokazaly antiprolifera¢ni ucinek doxorubicinu, trans-nerolidolu
i valencenu. Citlivéjsi ke vSem testovanym latkdm byla linie A2780. Ke zvySeni produkce
ROS doslo vlivem doxorubicinu na linii SK-OV-3 a vlivem valencenu na linii A2780.
Trans-nerolidol pulsobil s doxorubicinem synergicky na obou bunéénych liniich.
Valencen plisobil synergicky pouze na linie A2780. Trans-nerolidol zplisobil zvySenou

akumulaci doxorubicinu do bunék obou linii.
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Trans-nerolidol and valencene belong to sesquiterpenes, which present a large
group of secondary plant metabolites. In practice, we can encounter them in the food
or perfume industry. However, they are also used in traditional Chinese medicine.
Recently, the biological activities of sesquiterpenes, which include e.g. anti-inflammatory
or antineoplastic activities, were studied. Doxorubicin is one of the most important
cytostatic drugs and various ways to improve its effectiveness and reduce side effects are
being studied. One such usage is in combination therapy with natural substances, e.g. with
sesquiterpenes.

The aim of this study was to test antiproliferative effects of doxorubicin,
trans-nerolidol and valencene on ovarian cancer cell lines SK-OV-3 and A2780. We also
assayed the possible pro-oxidant potential of doxorubicin and terpenes by measuring the
production of ROS. In addition, we evaluated the interaction between doxorubicin and
terpenes by quantification of combination indexes. We also studied the possible effect of
the terpenes on the accumulation of doxorubicin in cancer cells and its distribution within
the cells.

Results showed the cytotoxic effects of doxorubicin, trans-nerolidol and
valencene. Cell line A2780 was more sensitive to all tested substances. Doxorubicin in
line SK-OV-3 and valencen in line A2780 increased ROS production. Trans-nerolidol
acted synergistically with doxorubicin in both cell lines. Valencen had synergic effect
only in line A2780. Trans-nerolidol increased the accumulation of doxorubicin in the cells

of both lines.



L UVOD ettt 8
2. TEORETICKA CAST ..ottt 9
2.1 NAdOTY VAJECNTKU ..eoiiiiiiiiic e 9
2.0.1  VPSKYE it 9
2.1.2  ELIOPAIOGENEZE .....cuiieiiieiee ettt 10
2.1.3  Rizikoveé faktory VZNniKu ..........ccccoveiiiiiiiiiciiic e 11
2.1.4  Prevence a diagnoStiKa .........ccooviiiiiiiiiiiiee e 12
2.15  TIAPIE .ottt 13
2.1.51  ChemOterapI€ .......ccueiiiiiiie ittt 13
2.1.5.2  CHlend IECDA ......c.evviiiiieiiie e 15

2.2 SESKVITEIPEIY ...ttt ettt ettt ettt et et e s e e niee s 17
2.2.1  Struktura a jeji vztah K 0CinKu ........cocoviiiiiiiii 17
2.2.2  BiologiCKe UCINKY ..o.uvviiiiiiiiiiiie i 20
2.2.21  ProtizdNEtIVeE UCINKY ....ciivviiiiiiiiiiiie et 20
2.2.2.2  Protinddorove UCINKY ........oeiiiiiiiiiiieiiiie st 21

2.2.3  Vztah seskviterpeni a ROS .........ccuviiiiiiii e 23
2.24  ValBNCN ... 25
2.25  Trans-nerolidol..........ccccooiiiiiiiii 27

2.3 DOXOTUDICHIN ...t 29
3. CIL PRACE ..ottt 31
4. EXPERIMENTALNI CAST oottt 32
4.1 Materidl @ chemiKAlie ..........cooiiiiiiiii e 32
4.2 PTIStroje @ ZaFiZeNT......uvvviiiiiiiiiiiiiiiiii et e 32
4.3 BUNEENE TINIE ..eooiiiiiiiiiiiiie e 33
O V1= (o o Y2 PSPPSR 34
441 Rozmrazovani bunécnych lnii .........ccooveiiiiiiiiiiii e 34
4.4.2  PasdzovAnT DUNCK .........oooiiiiiiiiiiic e 34
4.4.3  POCIHANT DUNCK......ociiiiiiiiiie e 35
4.4.4  Stanoveni cytotoxicity pomoci Neutral Red Uptake (NRU) testu............ 36
445 Detekce ROS pomoci DCF testu ....cccvviiiiiiiiiiiiiiiiiee e 37
446  Ptiprava vzorku pro HPLC analyzu .........ccccooveeiiiiiiiiiiiiccc 38
4.4.7 HPLC analyza akumulace doXOrubiCinU............ccooveveiieniieiiieiieenie e 39
4.48 Stanoveni kombina¢niho MNAeXU.........cceeeiiiiiiiiiiiiiiiiie e 39

4.49  Fluorescencni MIKIOSKOPIC .......uuvvieiiiiiiiiiiiiiii e 39



5.

VY SLEDKY oot e e e e e ee oot e e et e e e e e e e e e et e ee e e ar e 40

5.1  Stanoveni antiproliferacni aktivity doXorubicinu ...........cccovvviviiiniiiiiiinennn. 40
5.2 Stanoveni antiprolifera¢ni aktivity valencenu a trans-nerolidolu.................... 41
5.3  Prooxidaéni pisobeni doxorubicinu a terpentll.............coverrvreirneeenieeenieeennnn. 44
5.4  Akumulace doXOrUDICINU ......ccviiiiiiiieiic e 46
5.5  KombIinatni MA@X ....cccuveiiiiiiiiiieiiiiiie ettt 48
5.6  Fluorescencni MiKIrOSKOPIC ... ..coiuvviiiiiiiiiiieiiie et 50
DISKUZE ...ttt 51
ZAVER ..ottt 54
SEZNAM ZKIALEK. ... 55



1. UVOD

Nadorova onemocnéni stile patii mezi hlavni pfi¢iny Gmrti v CR i ve svéts.
Z gynekologickych nadorti predstavuje karcinom vaje¢nikii onemocnéni s nejvyssi
umrtnosti. Kviili dlouhému asymptomatickému obdobi a nesnadné diagnostice je u zen
Casto objeven az v pozdnich stadiich a prognodza je tak Spatna. V 1€¢bé se kromé klasické
chemoterapie dnes jiz standardné vyuziva i moderni cilené terapie, ptfesto vSak dochazi
az u 70 % pacientek k recidivam (Povysil & Steiner, 2007; Majirsky et al., 2013; web 3).
Dosavadni terapie se proto jevi jako neuspokojiva a je nutné hledat nové moznosti 1€cby
nejen karcinomu vajecniki, ale i ostatnich neméné¢ zédvaznych nddorovych onemocnéni.

Rostliny jsou bohatym zdrojem novych potencidlné¢ ucinnych 1éCivych latek.
Strukturni rozmanitost rostlinnych latek vedla k celé fadé Gspésnych objevi na poli
vyvoje 1éciv. Jenom V oblasti protinadorovych 1éCiv bylo v poslednich letech az 50 %
nové schvalenych 1é¢ivych latek ptirodniho pivodu (Huang et al., 2012). Naptiklad
paklitaxel, ktery se ptivodné ziskal z kefe tisu kratkolistého (Taxus brevifolia), je dnes
spolu s platinovymi derivaty standardem v 1é€bé karcinomu vajecniki (web 3).

Mezi nejvétsi a nejrozmanitéjsi skupinu ptirodnich latek patii terpeny, které jsou
v rostlinach produkovany vétSinou jako tzv. sekundarni metabolity. Slouzi jako
atraktanty pro opylovace nebo naopak jako ochrana rostliny. V silicich rostlin jsou
nejvice zastoupeny monoterpeny a seskviterpeny. Silice jsou ¢asto vyuzivany v lidovém
lécitelstvi nebo v tradini Cinské mediciné (Huang et al., 2012; Bartikova et al., 2014).
Pravé seskviterpenim je pfisuzovana celd ftada biologickych 1Uc¢inkli vcetné
protizanétlivych, protinddorovych, cytotoxickych, antibakterialnich a dalSich.
Artemisinin, pouzivany V klinické praxi k 1é¢b¢ malarie, je asi nejznaméjsi latka ze
skupiny seskviterpend (Irmgard M, 2011).
neni vzdy dostatend a zvySeni davek vede k zavazné kardiotoxicité. Proto je potieba
hledat nové moznosti zlepSeni jeho efektivity a zdroveil omezeni toxického piisobeni
(HanuSova et al., 2011). Nadé&nou strategii by mohla byt kombinace doxorubicinu

S ptirodnimi latkami, naptiklad pravé ze skupiny seskviterpent.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Nadory vajecniku

Nadory ovarii vznikaji v ruznych ¢astech vajecniki a z hlediska histologie se
rozd€luji na tii typy: nadory vychazejici z povrchového epitelu ovaria, nadory
z germinalnich bunék a nadory z ovaridlniho stromatu. Nadory z povrchového (tzv.
miillerianského) epitelu predstavuji asi 70 — 90 % vSech nadort vajecnikl a daji se dale
rozdélit podle typu nadorovych bunék na serdzni, mucindézni, endometroidni

a svétlobundéné (Povysil & Steiner, 2007; Halamkova et al., 2014).

2.1.1 Vyskyt

Nadory vajeénikil jsou nejcastéjsim typem gynekologickych nadorti u Zen. 80 %
nadort ovaria je benignich a vyskytuji se v mlad$im a stiednim véku. Maligni nadory
vajecnikli se vyskytuji pfedevSim ve star§im véku (nejvyssi incidence je mezi 60. a 70.
rokem) a nasleduji v Cetnosti hned za karcinomem endometria. V minulosti ho vyrazné
pievySoval jesté karcinom délozniho Cipku, jeho incidence vSak diky zavedeni
pravidelnych preventivnich cytologickych vySetfeni vyrazné klesla. V umrtnosti
na gynekologické nadory figuruje ovaridlni karcinom dlouhodobé na prvnim misté
(web 1; Halamkova et al., 2014; Povysil & Steiner, 2007). Postupné zvétsovani nadoru
v biisni dutiné zastava vétsinou dlouhou dobu bez ptiznaki, a proto je az u dvou tretin
pacientek nador diagnostikovan v pokrocilém stadiu, tedy se Spatnou prognézou. | po
absolvovani radikalniho chirurgického zdkroku a nasledné chemoterapie, dochaziu 40 %
ke vzniku recidiv jiz v prvnich dvou letech po operaci a celkem relabuje az 70 % nadort
(Majirsky et al., 2013).

Incidence dosahovala svého maxima v roce 2003, kdy ¢inila asi 25 ptipadu na
100 000 obyvatel a zaroven mortalita dosahovala po¢tu 15 pfipadi na 100 000 obyvatel.
Od roku 2009 pak incidence i mortalita mirné€ klesa a dostdvame se na hodnotu incidence
piiblizn€ 19 ptipadd a mortality 13 ptfipadl na 100 000 obyvatel, coz jsou hodnoty
naposledy dosazené okolo roku 1993 (Obr. 1).

Analyza Globocan z roku 2012 fadi Ceskou republiku ve vyskytu ovarialniho
karcinomu celosvétové na 15. misto. CR zaznamenala posun z 11. mista, na kterém

figurovala v analyze z roku 2008 (web 1). Bohuzel tento posun neni ani tak zplisoben



vyraznym poklesem v incidenci v CR, ale spi§ mirnym zvy3enim incidenci v nékterych

ostatnich zemich, napt. v Estonsku, na Malté nebo v Rusku (web 2).
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Obr. 1 Incidence a mortalita zhoubnych onemocnéni vajecnikii v letech 1977 — 2013,

prevzato z Web 1.

2.1.2 Etiopatogeneze

Nadorova onemocnéni obecné jsou zplisobena zménami na urovni buné€k, které
za¢nou nekontrolované rust a poSkozovat okolni tkan. Bunéény cyklus je za normalnich
okolnosti vysoce regulovan a jakékoliv odchylky od normalniho déleni a ristu jsou
citlivymi kontrolnimi mechanismy zachyceny. I kdyz se mize zdat, Ze jsou nadorova
onemocnéni velmi Castd, ve skuteCnosti jsou velmi vzacna, pokud si predstavime
mnozstvi 10* bunék v lidském téle, tak jenom velice nepatrny zlomek bunék se preméni
Vv buriky rakovinné (Pollard & Earnshaw, 2008).

Vétsina typi nadori je zpusobena chybou v kontrole proliferace bun¢k a to
konkrétné v Gi fazi bunééného cyklu. To mizeme jednoduSe pozorovat pii kultivaci
bunéénych linii v kultivaénich lahvich v laboratofi. Normalni zdravé buiky postupné
zcela pokryji povrch lahve a vytvoii tzv. monovrstvu (monolayer). Signalni kaskady,
kterych se mimo jiné ucastni napt. kadheriny, pak vedou k tomu, ze jsou butiky ve svém
bunécném cyklu zastaveny a dale uz se ned€li. Tomuto procesu se fika kontaktni inhibice

(Obr. 2). Rakovinné buriky tuto kontrolu postradaji, a proto se déli nekontrolovang dale
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i potom, co zcela pokryji dno kultiva¢ni nadoby a tzv. preristaji (Pollard & Earnshaw,
2008).
Nédorové bunky vykazuji abnormalni aktivitu typicky ve dvou skupinach gent.

Prvni skupinou genti jsou tzv. onkogeny. Jejich proteinové produkty jsou regulatory

bunéného cyklu a ristu bun¢k a pii
Cells traversing the cell cycle
jejich nepfimétené aktivaci mize dojit W
k nddorové transformaci bunék. Patii (2~ 2D
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negativni zpdtnou vazbou reguluji [ from cyeling. Theyarrestin G;. byt

Obr. 2 Naruseni kontroly rustu a déleni u
Nadorové bunky, prevzato z Pollard &
genil miZe dojit k nddorové transformaci  Earnshaw. 2008

bunéénou proliferaci. Inaktivaci téchto

bun€k. Mezi zndmé tumor supresorové geny patii napt. gen pro Rb protein nebo geny
spojené s nadory prsu a vajeéniki BRCA1, BRCA2 (Adam et al., 2011; Pollard &
Earnshaw, 2008).

z 80 % jsou tyto dédi¢né nadory tvofeny mutaci ve vy$e zminénych tumor supresorovych
genech BRCAL a BRCA2. Nosi¢ky mutace pro gen BRCA1 maji celoZivotni riziko
vzniku karcinomu vajeénik 26 — 54 %, pro gen BRCA 2 je to riziko 10 — 23 %. Maji
tedy ptiblizné¢ 10 — 30x vyssi riziko nez béznd populace a to nejen pro karcinom
vajecnikd, ale i pro karcinom prsu. VétSina nadori vajeéniku v8ak vznika spontanné, bez
pozitivni rodinné anamnézy (Jan¢arkova et al., 2008; Adam et al., 2011; Majirsky et al.,
2013).

2.1.3 Rizikové faktory vzniku

Mezi rizikové faktory vzniku ovaridlniho karcinomu patii nékteré obecné faktory
vzniku nadorovych onemocnéni, jako jsou obezita, koufeni nebo kontakt s azbestem, ale
1 neékteré specifické faktory pro tento druh rakoviny. Nizky v€k v dob€ prvni menstruace,
nuliparita nebo pozdni nastup menopauzy zvysuji riziko vzniku tohoto onemocnéni.

Jednim z moznych vysvétleni je opakované poskozeni a hojeni povrchového epitelu
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ovaria pfi kazdém menstruacnim cyklu a s tim spojena proliferace bunck a zvySena
exprese vaskularniho endotelidlniho riastového faktoru (VEGF) (Majirsky et al., 2013).

Riziko vzniku ovarialniho karcinomu se naopak snizuje pii multiparité, kojeni, uzivani
hormonalni antikoncepce nebo po nékterych chirurgickych zékrocich jako je
profylaktické odstranéni vajec¢nikil, bilaterdlni podvazani vejcovodid nebo odstranéni

délohy (Ledermann et al., 2013).

2.1.4 Prevence a diagnostika

Z4dné vysetieni nema zatim dostatednou citlivost a selektivitu pro detekci asnych
stadii ovaridlniho karcinomu. Zobrazovaci metody ani krevni testy nejsou tak v soucasné
dob€ pro Zeny s primérnym rizikem doporucovany. Vyznam preventivnich opatieni
se uznava pouze pro omezenou skupinu Zen s vysokym rizikem, nosicky genetickych
mutaci (Majirsky et al., 2013).

Citlivost a piesnost palpa¢niho vySetieni panve je z hlediska detekce pocatecnich
stadii karcinomu vaje¢nikd velmi nizka. Takovyto typ vySetieni obecné dokaze odhalit
az pokrocila stddia onemocnéni.

Abdominalni ultrasonografie se sice pro detekci karcinomu vajecnikd rutinné
pouziva, specifita ale 1 senzitivita této metody je vSak také nizkd. Vagindlni
ultrasonografie je metodou citlivéjsi, dokdze detekovat uz malé zmény na vajeCnicich,
a lze ji tak povazovat za metodu vhodnou pro Zeny s vysokym rizikem vzniku
onemocnéni (Adam et al., 2011).

Bohuzel bézna frekvence gynekologickych vysetfeni je pro v€asnou diagndzu
casto nedostatecnd. Nadory vajecnikii rychle progreduji a problémem je také velmi Casna
tvorba metastaz v dutin¢ biisni, které tvoii uz i malé nadory. Proto i interval 6 mésict
muize byt uz ptili§ dlouhy, coz vyrazné¢ zvySuje technickou, organiza¢ni a financni
narocnost jakéhokoliv screeningu.

Vysetieni onkogennich markera (CA 125, HE 4, ROMA [, ROMA 1I) neni natolik
citlivé, aby se dalo doporucit pro rutinni preventivni kontroly. Pouziva se v diferencialni
diagnostice nebo jej mohou podstoupit Zeny s vysokym rizikem vzniku karcinomu
v kombinaci s ultrasonografickym a klinickym vySetfenim. Napt. u markeru CA 125 se
fyziologické hodnoty v laboratofi pohybuji kolem 28 — 30. Jejich zvySeni na hodnoty
okolo 100 uZ signalizuje n&jaké zmény, ale plivodcem zmén miiZze byt také napf.

endometri6za. Hodnoty v fadu tisicti jsou naopak uz jednoznacné pritkkazné, ale bohuzel
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jiz signalizuji ptitomnost pokrocilého stadia karcinomu (Finek J, 2012; Adam et al.,

2011).

2.1.5 Terapie

Doporuéené 1é&ebné postupy vydava kazdy rok Ceska onkologicka spole&nost
Vv tzv. Modré knize. Tento dokument nema povahu zakona, jeho cilem je zejména piispét
Kk racionalizaci onkologické 1é¢by (web 3).

Zakladnim lé¢ebnym postupem je chirurgickd radikdlni operace, pi1 které
se odstrani déloha (hysterektomie), oba vaje¢niky a vejcovody (adnexektomie),
lymfatické uzliny v panevni oblasti (lymfadenektomie) a Cervovity vybézek piivésku
slepého stfeva (apendektomie). Cilem chirurgického vykonu je maximalni cytoredukce
a tim dosazeni nulového pooperaéniho residua. Residuum jiz od velikosti 1 cm ma
neptiznivy vliv na progndézu onemocnéni (Finek J, 2012).

Po chirurgickém zakroku se doporucuje navazat adjuvantni chemoterapii. Jedinou
vyjimku tvofi nddory zachycené ve velmi Casném stadiu, u kterych postac¢i pouze
chirurgické feSeni. Ostatni typy nadord ovarii se 1é¢i vétSinou kombinaci cytostatik
platiny a paklitaxelu. V pfipadé recidivy se pouzivaji dalSi cytostatika, jako napf.
doxorubicin (web 3; Halamkova et al., 2014).

Radioterapie ma v 1écbé karcinomu vajeCniki pouze omezeny vyznam.
V primarni 1écbé neni vyuzivana vibec. V 1é€bé relabujiciho onemocnéni se pouziva

pouze k ozafeni fokalni recidivy onemocnéni.

2.1.5.1 Chemoterapie

Nadory vajec¢nikli se obecné povazuji za chemosenzitivni, jednotlivé histologické
typy se vSak mohou vyrazné li§it svym biologickym chovanim a v citlivosti
na cytostatika. Az u 70 — 85 % pacientek dochazi k recidivim a odpovéd’ na dalsi linii
lécby je kratkodoba. Objektivnim faktorem, ktery predikuje vysledek dalSich linii 1écby,
je €as od ukonceni primarni 1écby do recidivy, ¢i dalsi progrese onemocnéni — TFI —
treatment free interval. Pokud je TFI delsi nez 6 mé&sict, hovofime o chemosenzitivnim
onemocnéni. V jinych ptipadech se jedna o chemorezistentni onemocnéni. Pokud dojde
k relapsu mezi 6. az 12. mésicem, hovofime o parcialné senzitivnim onemocnéni

(Halamkova et al., 2014; Finek J, 2012).
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Lécbou volby je kombinace cytostatik platiny a paklitaxelu (web 3, Majirsky et
al., 2013).

Platina je cytostatikum ze skupiny latek poskozujicich DNA. V praxi se pouzivaji
oba derivaty — cisplatina i karboplatina. Mechanismus uU¢inku vyplyva z plandrni
struktury a spociva v tvorb¢ mistku mezi 2 vlakny DNA anebo i ve vlaknu téze molekuly
DNA. Cisplatina i karboplatina se podavaji v kratkodobych infuzich kazd¢ 2-3 tydny.
Z nezadoucich uUc¢inkd u cisplatiny dominuje silny emetogenni efekt, poskozeni

proximalnich tubulii ledvin a také mozné poskozeni sluchu. Karboplatina ma slabsi

emetogenni uCinky, men$i nefrotoxicitu 1

CH L OH

ototoxicitu, ale jeji limitaci je poSkozovani

H OH
kostni dfen€, zejména trombocytopenie ©\C /"'C\ PN

c « \"H
+ /% S\ O
(Lillmann et al., 2004, web 3). HN H 6' H 150 H O\\;o -
Paklitaxel patfi mezi cytostatika, ktera c=0 c=0 ¢

interferuji s mikrotubuly déliciho vieténka a @ @

tim narusuji spravné bunécné déleni. Paklitaxel
Obr. 3 Strukturni  vzorec
paklitaxelu, prevzato z Liillmann et
vsouCasné  dobé se  pripravuje  také al.. 2004

byl izolovan zkiry tisu kratkolist¢ého a

semisynteticky z latek obsazenych v jinych druzich tisu. Mechanismus uc¢inku je zalozen
na vazb¢ k B-tubulinovym podjednotkdm mikrotubuli, ¢imz zabranuje depolymeraci
mikrotubulti a vede k tvorbé atypickych mikrotubulii. Vysledkem je inhibice mitdzy.
Mezi typické nezadouci ucinky paklitaxelu patii neutropenie a periferni neuropatie
(Lillmann et al., 2004).

Prvni linie chemoterapie je tvoiena vySe zminénou kombinaci platiny
a paklitaxelu, obvykle v 3tydennich intervalech, doporuc¢ovano je 6 cykli. Ptirecidivé se
vyhodnocuje TFI a chemorezistence nebo citlivost Kk jednotlivym cytostatikiim
a nasleduje dalsi linie chemoterapie, bud’ monoterapie nebo opét kombinace. V této dalsi
linii jsou pouzivana néktera cytostatika i z jinych skupin nez je platina a paklitaxel. Jsou
to napt. doxorubicin, topotekan, gemcitabin, etoposid a fada dalSich (web 3; Halamkova
et al., 2014; Majirsky et al., 2013).
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2.1.5.2 Cilena lécba

Novou éru v onkologii ptindsi zavadéni latek se selektivnim uc¢inkem na nékteré
skupiny nadorovych bun¢k a tim snizeni toxicity vic¢i buiikam télu vlastnim. Zatimco
klasicka cytostatika ptisobi pomérné nespecificky na proliferaci, déleni a apoptozu bungk,
cilena 1é¢ba muze selektivné zasahnout do procest jako je angiogeneze, invazivita,
metastazovani nebo diferenciace. Tato Sirokd skupina farmak je n€kdy nepiesné
oznacovana jako biologicka 1é¢ba (Klener P, 2010).

Vyznamny pokrok v 1é€bé ovaridlniho karcinomu ptinesl bevacizumab, ktery byl
vCR uveden na trh vroce 2011. Bevacizumab je rekombinantni humanizovana
monoklonalni protilatka proti ristovému faktoru cévniho endotelu (VEGF). Nové vznikly
nador do velikosti 2 mm je vyzivovan difuzi, pokud ale dosdhne vétsi velikosti, zacne
trpét hypoxii a nasledné produkovat pravé VEGF, coz nastartuje neoangiogenezi
(novotvorbu cév) smérem k nddorovému lozisku. Novotvofené cévy jsou nezral€,
kiivolaké a propustné, zpuisobuji zvyseni intersticidlniho tlaku v nadorové tkani, a tim
usnadnuji pronikani nadorovych bunék (tlakovy gradient pies nedokonalou cévni sténu)
do cirkulace, a tim umoziuji metastazovani, pfi¢emz zhorsuji uc¢innost chemoterapie. U
karcinomu vajeniki je prokazand vysokd vaskularizace 1 vyrazna exprese VEGEF.
Bevacizumab se vaze na VEGF, a brani tak jeho vazbé¢ na receptor endotelovych bungk,
coz vede k regresi nddorovych cév a jejich normalizaci (Klener P, 2010;
Majirsky et al., 2013).

Bevacizumab prosel nékolika klinickymi studiemi, zaméfenych na 1écbu
karcinomu vaje¢nikd. Asi nejvyznamnéjsi byla randomizovana dvojité zaslepena studie
GOG 0218, ktera prokazala vyznamné prodlouzeni pfeziti bez progrese pii pokracujici
1é¢be s bevacizumabem ve srovnani se samotnou chemoterapii. Standardem primarni
l1écby ovaridlniho karcinomu se tak stava kombinace platina, paklitaxel a bevacizumab,
S kterym se pokracuje jeSté v monoterapii nasledujicich 15 mésici po skonceni terapie
kombinaci. Dle Modré knihy se bevacizumab vyuziva i pro lécbu relabujicich nadort,
podle citlivosti nadoru k plating se podava v kombinaci s karboplatinou a gemcitabinem,
nebo v piipadé rezistence k platiné v kombinaci s paklitaxelem, topotekanem nebo
doxorubicinem (web 3; Finek J, 2012; Majirsky et al., 2013).

Dalsi latka pro cilenou terapii, kterda ma misto v 1écbé ovarialniho karcinomu je
olaparib. Na trh byl uveden na konci roku 2014 a je indikovan v monoterapii k udrzovaci
lécbe dospélych pacientek s relabujicim ser6znim epitelidlnim karcinomem vaje¢niku,

vejcovodu, nebo primdrné peritonedlnim s mutaci BRCA, citlivym na Ié¢bu platinou,
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unichz doslo k relapsu, a které odpovidaji (uplné¢ nebo Caste¢n€) na chemoterapii
zalozenou na plating (web 3).

Olaparib je inhibitor poly(ADP-ribosa)polymerasy (PARP), coz je enzym,
ucastnici se oprav DNA a tim udrzovani genomové stability buiiky. Pravé pacientky
s mutaci BRCA (1 i 2) jsou indikaci olaparibu a to z diivodu genomové nestability
nadorovych ovarialnich bun¢k. PARP patti do superrodiny enzymd, které jsou aktivovany
poskozenim DNA. Ve zdravé buiice jsou BRCA i PARP zapojeny do procesu oprav
poskozené DNA. V piipadé mutace BRCA zavisi oprava DNA bun¢k predev§im na
PARP. Pokud je vSak 1 PARP inhibovan, objevuji se dvojit¢ zlomy DNA béhem
replikace, dochazi k nasledné chromozomalni nestabilité, zastavé bunécne¢ho cyklu
a apoptdze buiky. Inhibice PARP u nadorovych bunék s mutacemi BRCA tak vede
Kk potladeni schopnosti opravy DNA a nasledné podani chemoterapie zlepsi efekt
cytotoxické 1é¢by a vede soucasné k zaniku defektnich bunék BRCA1 a BRCA2. Analyzy
in vitro naznacuji, Ze kombinace inhibitord PARP a chemoterapie miize mit synergické
ucinky. Inhibitory PARP vSak vykazuji vyznamny protinadorovy efekt i v monoterapii.
Vzhledem k relativni uniformité chovani ovarialnich karcinomi s mutaci BRCA a nové
zkouSenym preparatim s lepsSim efektem pravé u nositelek mutaci BRCAI1 a 2, by
testovani téchto genii mélo byt do budoucna brano v uvahu pii stanoveni strategie
komplexni terapie pacientek s ovaridlnim karcinomem, zatim vSak neni jeho rutinni

soucasti (web 3; Halamkova et al., 2014).
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2.2 Seskviterpeny

Seskviterpeny tvofi velkou skupinu sekundarnich metabolitd rostlin, pfedevsim
z Celedi Asteraceae a je jim prisuzovana celd tada biologicky ucinkli véetné
protizanétlivého nebo protinadorového u¢inku. Kromé ¢eledi Asteraceae byly objeveny
i v mnoha dalSich celedich rostlin (Apiaceae, Magnoliaceae, Lauraceae) a dokonce
I v n¢kterych vodnich organismech. Tyto zdroje seskviterpenti jsou k nalezeni v podstaté
celosvétove a lidska populace nebo i zvirata se se seskviterpeny setkava diky primému
kontaktu s rostlinou, ve formé tradi¢nich pfirodnich pfipravkd nebo i v dopliicich stravy.
Seskviterpeny tvoii také soucast tradi¢ni Cinské mediciny (Amorim et al., 2013;
Li-Weber M, 2013).

2.2.1 Struktura a jeji vztah k u¢inku

V roce 1992 bylo zndmo okolo 3500 struktur seskviterpenti, v roce 2006 pies
5000 struktur a toto ¢islo dale roste. Seskviterpeny jsou podskupinou terpenti, které tvori
jednu z nejvétsich skupin piirodnich produkti, Citajici desitky tisic chemicky odlisnych
latek. Uplatnéni nachazeji diky svym vlastnostem kromé farmaceutického primyslu také
V potravinai'stvi nebo pii vyrobé parfému. Jedna se proto 0 skupinu latek s velmi
rozmanitymi vlastnostmi (Huang et al., 2012; Amorim et al., 2013).

Terpeny se skladaji z jednotlivych izoprenovych jednotek. Izopren je
systematicky 2-methyl-buta-1,3-dien, tedy molekula sloZzena z 5 atomt uhliku. Podle
po¢tu jednotek izopreni se terpeny déli do péti skupin: monoterpeny (10C),
seskviterpeny (15C), diterpeny (20C), triterpeny (30C) a tetraterpeny (40C). Tato prace
se zaméiuje na seskviterpeny, které se podle struktury daji rozdélit na acyklické
a cyklické (Obr. 4a, 4b). Acyklické, n¢kdy nazyvané farnesany, vychazeji pfimo ze
struktury farnesolu. Z farnesyl difosfatu je poté odvozena cela fada cyklickych derivata.
Z hlediska funkénich skupin se u seskviterpenti vyskytuji alkoholy, ketony, epoxidy,
laktony a dalsi. Laktony se podle své struktury dale déli na germacranolidy, guaianolidy,
eudesmanolidy, pseudeguaianolidy, elemanolidy a dalsi (Huang et al., 2012; shrnuto
v Bartikova et al., 2014).
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sesquiterpenes

acyclic
no/\/l\/\)\/\)\ N\ -
trans trans-farnesol OH cis-nerolidol
monocyclic

a-humulene epoxide a-humulene y-humulene

e

gualazulene nootkatone valencene

Obr 4a. Struktura vybranych seskviterpenii, prevzato z Bartikova et al., 2014
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sesquiterpenes
bicyclic

pterosin A polygodial p-eudesmol

cyclocolorenone

semisynthetic

""'OH

irofulven

Obr 4b. Struktura vybranych seskviterpenii, prevzato z Bartikova et al., 2014

Siroké spektrum biologickych uginkli je zajisténo predevsim reakci jejich
a,p-nenasycené  karbonylové  skupiny  (napt.  a-methylen-y-lakton  nebo
a,B-nesubstituovany cyklopentenon). Ta reaguje S nukleofily prostfednictvim adice
Michaelova typu (Obr. 5). Hlavnim mistem, kde seskviterpeny takto reaguji, jsou thiolové
skupiny (SH) aminokyseliny cysteinu, které se mohou nachazet v enzymech nebo jinych
proteinovych strukturdch bun€k. Timto zdsahem miiZe dochazet k naruSeni funkce

makromolekul a redoxnich reakci (Amorim et al., 2013).
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Obr. 5 Reakcni mechanismus Michaelovy adice
thiolové skupiny cysteinu k o-methylen-y-laktonové
skupiné seskviterpenu, prevzato z lrmgard M, 2011

2.2.2 Biologické ucinky

U seskviterpenit byla prokazand celd tada biologickych uc¢inkl, zahrnujici
protizanétlivé, protinadorové, antibakterialni, antivirové, protiplisnové, antiparazitarni
(vCetn¢ antimalarického pusobeni), antiulcerézni, antidepresivni, antialergické nebo

hepatoprotektivni uc¢inky (shrnuto v Bartikova et al., 2014; Amorim et al., 2013).

2.2.2.1 Protizanétlivé ucinky

Velky pfinos, co se ty¢e protizanétlivych G¢inkt seskviterpent, piinesla prace
Halla a kolektivu jiz z roku 1979, ktera popsala n€kolik rtiznych seskviterpenu, které
potladovaly zanét v riznych in vivo modelech. Zajimavosti je, ze seskviterpen helenalin
vykazoval vét§i protizanétlivy efekt nez klasickd latka ze skupiny nesteroidnich
antiflogistik — indometacin (Hall et al., 1979). Postupem ¢asu se zjistoval mechanismus
protizdnétlivého plsobeni seskviterpenii. RUzné vyzkumné skupiny ridznymi
biochemickymi metodami prokéazaly zapojeni seskviterpenti do inhibice enzymu a/nebo
uvolnéni mediatorti, spojenych se zanétlivym procesem. Podle konkrétni struktury
seskviterpeny inhibuji migraci neutrofili do mista zanétu, exocytdézu catepsinu G,
uvolnéni histaminu z mastocytll. Dale snizuji aktivitu fosfolipasy A2 a leukotriensyntasy
C4. Enzym cyklooxygenasa byl in vitro inhibovan pouze v molarnich koncentracich,
které nejsou fyziologicky dosaZzitelné. Navic neptitomnost vedlejSich G€ink1, jako jsou
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krvacejici ulcerace zaludku, které se typicky vyskytuji u NSAID, naznacuje, ze
seskviterpeny ovliviiuji jinou drahu vedouci k protizanétlivému G¢inku, nez je inhibice
syntézy kyseliny arachidonové (Hall et al., 1980; Irmgard M, 2011). V 90. letech
zanétlivého procesu a to konkrétné na transkripénim faktoru NF-xB (nuklearni faktor
kappa aktivujici B-buriky), ktery inhibuji uz v mikromolarnich koncentracich (Bork et al.,
1997; Wong et al., 1999).

Transkrip¢ni faktor NF- kB hraje zasadni roli v regulaci imunitni odpovédi bunky.
Reguluje expresi zanétlivych cytokint (napi. IL-1, IL-6, TNF-a), chemokint (IL-8),
imunoreceptorti, adhezivnich molekul, proteini akutni faze a tfady enzyml (napf.
cyklooxygenasa Il, indukovatelna NO-syntasa) (Pahl HL, 1999). Svoji regulaci také
zasahuje do nadorové transformace, protoze reguluje fadu gentl, Gi€astnici se bunécného
cyklu, apoptdzy, metastazovani a angiogeneze. Piedstavuje tak potencialni propojeni
mezi zanétlivou reakci a rakovinou (Lee et al., 2007).

Seskviterpeny patii mezi prvni pfirodni latky, u kterych byla prokdzana inhibice
NF- kB. Parthenolid pfimo inhibuje NF- kB, vazbou na p65 podjednotku a alkylaci dvou
cysteinovych molekul (Cys38, Cys120). Zaroven zasahuje i do funkce regula¢niho
proteinu pS3 a tim podporuje zastaveni bunécného cyklu a prodélani apoptozy. Timto
dvojim mechanismem piedstavuje velmi zajimavou moznost uplatnéni v praxi a je
prozatim jednim z mala seskviterpent, ktery se dostal az do klinickych hodnoceni

(Irmgard M, 2011; Amorim et al., 2013).

2.2.2.2 Protinadorové ucinky

Ptirodni latky jsou nepostradatelnym zdrojem novych protinddorovych 1éCiv.
V poslednich letech bylo pies 50 % novych cytostatik pfirodniho pivodu (Huang et al.,
2012).

U nekterych seskviterpenil byl prokazan antiproliferani ucinek prostiednictvim
mechanismu indukce apoptdzy, zdsahu do bunéného cyklu nebo inhibici proliferace
a angiogeneze. Navzdory riznym cilim zdsahu do funkce nadorovych bunék, vétsinu
Z nich ovliviluji prostrednictvim regulace aktivity vySe zminéného transkripcniho faktoru
NF-kB a zménami v expresi proteind, zapojenych do této signalni drahy (Kim et al.,
2006).
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Schopnost seskviterpenti indukovat apoptézu je spojena sregulaci kaspas
a dalsich proapoptotickych nebo antiapoptotickych proteini. Naptiklad B-karyofylen
oxid (Obr. 4a) snizoval expresi antiapoptotickych gent (bcl-2, mdm2, COX-2, c-myb)
a zvySoval expresi proapoptickych gend (bax, bak 1, caspasa-8, caspasa-9) v nékterych
bunéénych modelech in vivo. U parthenolidu bylo poslednimi studiemi zjisténo, ze
indukuje apoptézu viad¢ lidskych nadorovych bunék, prostfednictvim aktivace
mitochondridlni drdhy apoptozy, coz bylo detekovano uvolnénim cytochromu c
a poruchou funkce kaspasové aktivity (Kim et al., 2012; shrnuto v Bartikova et al., 2014).

Ovlivnéni proliferace, neoangiogeneze a s tim spojené metastazovani nadorovych
bunék je regulovano hned v zdrodku pomoci NF-kB. Seskviterpeny mohou modulaci této
signdlni drahy zabranit expresi nékterych adhezivnich molekul, nutnych pro rozsiteni
nadorovych bun¢k (napt. ICAM-1, ELAM-1), déle snizit expresi VEGF, ktery je
nezbytny pro neoangiogenezi a dalSich enzymda, které jsou zodpovédné za invazivitu
a metastazovani nadord (napt. COX-2, MMP-9). Napiiklad gossypol (Obr. 4b) efektivné
inhiboval expresi adhezivni molekuly ICAM-1 prostiednictvim suprese NF-kB a tim
sniZil adhezi a invazivitu nadorovych bunék lidského karcinomu prsu (Moon et al., 2011;
shrnuto v Bartikova et al., 2014).

Zasah seskviterpenti do regulace bunééného cyklu souvisi také s NF-xB, ktery
dale ovliviiuje expresi cyklinu D1, ktery je nejlépe prostudovany. Seskviterpeny
prokazaly ovlivnéni bunééného cyklu na rtznych urovnich, kromé snizeni exprese
cyklinu D1 je to i snizeni exprese cyklinu A, Bl a cyklin-dependentni kinasy, zastava
bunééného cyklu ve fazi G2/M nebo GO/G1. Z konkrétnich latek bylo snizeni exprese
cyklinu D1 objeveno napt. u B-karyofylen oxidu, zerumbonu nebo farnesolu. Zastavu
bunééného cyklu ve fazi GO/G1 zpisobil parthenolid, ktery zarovei i inhiboval proliferaci
bunék (shrnuto v Bartikova et al., 2014).

VétsSina seskviterpenti nakonec nebude pravdépodobné natolik i€innad samostatné,
aby se dala pouzit jako jedina protinadorova terapie. Pochopeni mechanismi jejich
pusobeni vSak otvira dvefe pro mozné kombinace seskviterpentl s klasickymi
protinadorovymi lécivy. Nadorové bunky maji ¢asto indukované signalni drédhy vedouci
pfes transkripéni faktor NF-«kB, ktery seskviterpeny umi inhibovat. To by mohlo
napomoci napiiklad pii pfekonani chemorezistence nadorii k cytostatikiim a celkové
senzitizaci nadorovych bun€k k chemoterapii (Irmgard M, 2011; shrnuto
v Bartikova et al., 2014). Konkrétni kombinace latek uz byly s pozitivnimi vysledky

testovany v nadorovych bunéénych liniich. Parthenolid a p-karyofylen zvysil citlivost
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bunék K cytotoxickému ucinku paklitaxelu. Zerumbon zlepsil cytotoxicky efekt
doxorubicinu a cisplatiny (shrnuto v Bartikova et al., 2014). Silice z listi voskovniku
cerven¢ho (kterd se skladd ztady seskviterpeni) potencoval cytotoxicky efekt

doxorubicinu (Ambroz et al., 2016).

2.2.3 Vztah seskviterpeni a ROS

Integrita genomu je zdsadni pro spravnou DNA replikaci a genovou expresi
Vv bunik4ch. Jednim ze zptsobl naruseni genomové stability je oxidacni stres, ktery vznika
Vv ptitomnosti reaktivnich forem kysliku (ROS). ROS zahrnuji superoxidovy anionovy
radikal, peroxid vodiku, hydroxylovy radikdl a radikal oxidu dusnatého a svym
plisobenim modifikuji makromolekuly uvnitt bunck. Tim mohou zpisobit oxidativni
poskozeni bazi DNA, peroxidaci lipidd nebo denaturaci proteinli, coz V kone¢ném
disledku miize vést k poruse normalnich fyziologickych funkci bunék, starnuti bunék,
apoptoze nebo nadorové transformaci (Lee et al., 2013).

Na druhou stranu existuje moznost vyuziti prooxida¢niho ptlisobeni nekterych
latek v 1€cbé riznych typil nadort. Ke vzniku nddoru piispiva oxidativni stres a produkce
ROS a nadorové bunky zaroven produkuji vice ROS, nez zdravé bunky. Jsou ale také
paradoxné nachylnéjsi k dalSimu zvySeni produkce ROS, protoze jsou Casto deficientni
V hlavnich antioxida¢nich enzymech. Pokud v nadorové bunce dojde k piekroceni
urc¢itého limitu pro ROS, muze dojit k jeji apoptoze. Tim by se mohl elegantné vyftesit
problém selektivity protinadorové terapie, protoze prave tyto bunky by byly nachylnéjsi
k prooxida¢nimu ptsobeni vice nez zdravé buiky, které se pomoci svého antioxida¢niho
systému dokazi s ur¢itou mirou ROS vyrovnat (Schumacker PT, 2006; Lee et al., 2013).

V buiikkach existuje nékolik obrannych mechanismi proti oxidativnimu
poskozeni. V prvni fad¢ stoji latky, které ptimo vychytavaji vzniklé volné radikaly (tzv.
radical scavengers), patfi sem napi. vitamin E a C nebo tripeptid glutathion. Dal§im
mechanismem je chelatace volnych iontt kovi, které by tzv. Fentonovou reakci
generovaly dalSi radikdly. Mezi tyto latky patii napt. ferritin, transferin nebo
ceruloplasmin. Dalsi Groven ochrany pied oxidativnim poskozenim jsou antioxidacni
enzymové systémy, zahrnujici napf. superoxid-dismutasu (SOD), katalasu (CAT) nebo
glutathion-peroxidasu (GPx). Tento antioxida¢ni systém je indukovatelny v reakci na

oxidativni stres, ale i fadou ptirodnich latek (Lee et al., 2013).
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U seskviterpenti byl prokdzan protektivni u¢inek ptfed oxidativnim stresem
U zdravych bungk na riznych trovnich. Bylo zaznamenéno jak piimé vychytavani ROS,
tak chelatace kovovych iontii nebo zvySena Cinnost antioxidacnich systému. Zaroven
nékteré¢ seskviterpeny plisobi prooxidacné a to tfeba pouze Vv nadorovych buiikach
(shrnuto v Bartikova et al., 2014).

Moznost pfimého vychytavani ROS seskviterpeny je dana jejich schopnosti
poskytnout elektron a tim uplatnit antioxidac¢ni ucinek. Naptiklad gossypol v testech
prokézal silnou schopnost vychytavat volné radikaly, efektivnéji nez butylhydroxytoluen
(BHT), ktery se pouziva jako antioxidant v potravinaiském primyslu. Methylaci jedné
nebo obou hydroxylovych skupin gossypolu se antioxida¢ni aktivita vyrazné snizila, coz
naznacuje, ze schopnost vychytavat volné radikaly zavisi na ptitomnosti hydroxylovych
skupin. Tricyklicky seskviterpen kakalol (Obr. 4) byl v antioxida¢nim ptsobeni az 3x
ucinnéjsi nez BHT. Na druhou stranu nékteré seskviterpeny neprokazaly Zadny nebo jen
slaby antioxida¢ni ucinek, napt. farnesol, zerumbon nebo o-humulen. Zda se, ze pro
vychytavani volnych radikali je nezbytna pfitomnost a,B-nenasycené karbonylové
skupiny a hydroxylové skupiny.

Schopnost chelatace volnych iontti kovi a tim pfedchazeni tvorby volnych
radikali byla pozorovana napt. u parthenolidu. Ten mél srovnatelny chelatacni u¢inek
jako flavonoidy apigenin a luteolin. Tato schopnost je pfisuzovana ptitomnosti laktonové
skupiny (shrnuto v Bartikova et al., 2014).

Indukce enzymového antioxida¢niho systému v buiikach byla pozorovéana u fady
piirodnich latek, véetné seskviterpend. Latky mohou aktivovat nejen transkripéni faktor
Nrf2, ktery odpovida za transkripci celé fady geni, zapojenych v antioxidacni ochrané
bunky, ale 1 nékteré dalsi transkripéni faktory jako napt. ARE, Keapl. Aktivace téchto
faktorti vede ke zvySené expresi riznych antioxida¢nich systému, jako je glutathion-S-
transferasa, glutathion-reduktasa, glutathion-syntasa, NADPH-chinonoxidoreduktasa,
hem-oxygenasa a dalsi (Lee et al., 2013; shrnuto v Bartikova et al., 2014). Zajimavé je,
ze nekteré seskviterpeny se chovaji jinak v normalnich buiikéch a v nddorovych butikach.
Naptiklad parthenolid v bunikach normalniho epitelu prostaty zpiisobil zvySenou
produkci glutathionu, coZz znamend, Ze pusobil jak antioxidant. V buiikdch nadoru
prostaty ale vykazoval opacné, tzn. prooxida¢ni ptsobeni, které se mimo jiné projevilo
snizenim exprese antioxida¢nich systémt nadorové bunky, jako je katalasa a superoxid-

dismutasa (Sun et al., 2010).
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Prooxidac¢ni plsobeni je jednim z mechanisml u klasickych protinddorovych
1é¢iv, jakou jsou napf. vinblastin, doxorubicin nebo ciplatina. U téchto latek bylo mimo
jiné popséno zvyseni produkce peroxidu vodiku v buiikéch, pravdépodobné kviili aktivaci
NADPH-oxidasy a tim indukce apoptézy téchto bunék. I seskviterpeny vykazuji
zaur¢itych podminek prooxidacni plsobeni a tim se stdvaji potencialn¢ slibnou
protinadorovou terapii. Obecné indukuji seskviterpeny oxida¢ni stres bud’ pfimou
tvorbou nebo podporou tvorby volnych radikalii, nebo inhibici antioxida¢nich obrannych
mechanismi bunék. Jestli se bude latka chovat prooxidacné zavisi na okolnim prostiedi,
piedev§im na redoxnim stavu buniky. Nadorové buiiky se zvySenou produkei ROS se tak
stavaji potencialnim cilem tohoto ptisobeni (Lee et al., 2013; shrnuto v Bartikova et al.,
2014). Z konkrétnich seskviterpenti bylo prooxida¢ni putsobeni objeveno napf.
u artemisininu, u kterého je toho putsobeni mimochodem také mechanismem
antimalarického ucinku, u parthenolidu, deoxyelefantopinu, gossypolu, tapsigarginu
a dalsich (shrnuto v Bartikova et. al., 2014). Také silice z voskovniku ¢erveného, ktera se
sklada z fady seskviterpent (B-karyofylen, a-humulen, humulen epoxid, valencen a dalsi)
prokazala prooxida¢ni uc€inek u nddorovych bunck stfevniho epitelu a zaroven se chovala
jako mirny antioxidant u normalnich zdravych bunék, konkrétné u fibroblastti (Ambroz

et al., 2016).

2.2.4 Valencen

Valencen se svym patndctivhlikovym skeletem tadi mezi bicyklické
seskviterpeny.  Systematicky je to (3R,4aS,5R)-4a,5-dimethyl-3-isopropenyl-
1,2,3,4,4a,5,6,7-octahydronaftalen (web 4).

Valencen je pritomny v silicich fady rostlin, jeho nejvétsi komeréni vyznam vsak

plyne z ptitomnosti v silicich citrusovych plodd. Je jednou z latek, zodpovédnych za

charakteristické ovocné/dfevité aroma citrusu,

a proto se prumyslové vyuziva jako potravinaiské
aditivum a také pii vyrobé parfémut. Jeho rocni -

y v . . = CH3
spotfeba ¢ini az 10000 kg (Liu et al., 2012; H3C CH3
Frohwitter et al., 2014).

Valencen je syntetizovan z FPP (farnesyl

Obr. 6 Struktura valencenu,
prevzato z Web 4

pyrofosfat) prostiednictvim  valencen-syntasy,

ktera patfi do rodiny seskviterpen-syntas, katalyzujici pfeménu FPP na linearni a cyklické
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seskviterpeny. Rutinné je valencen pro primyslové uziti nyni ziskdvan pomoci destilace
svodni parou pfimo z citrusovych plodd. To neni ale pfili§ vhodné z praktického
hlediska, protoze valencen je pouze jednou z fady latek pfitomnych v silici. Vyvinula se
tak cela fada biotechnologickych postupti ziskavani valencenu, které zahrnuji mimo jiné
vloZeni genu pro valencen-syntasu do urcitého organismu, ktery pak dovede valencen
sam syntetizovat. Produkce pomoci této genové modifikace byla popsana jak v bakteriich,
kvasinkach, tak i houbach, konkrétné napt. v bakterii Corynebacterium glutamicum nebo
houb¢ Schizophyllum commune (Frohwitter et al., 2014; Scholtmeijer et al., 2014).

U valencenu jako seskviterpenu se daji predpokladat rizné biologické uc¢inky
vyplyvajici z jeho struktury.

Byl popsan protialergicky uc¢inek, zptisobeny inhibici produkce leukotrient a také
inhibici hypersenzitivni reakce pozdniho typu. Protialergicky ucinek byl pozorovan in
vitro i in vivo (Jin et al., 2011).

Studovaly se také protizanétlivé UCinky valencenu. Ukazalo se, ze dovede
indukovat enzym hem-oxygenasa 1 (HO-1), zodpovédny za celou fadu
imunomodulaénich a cytoprotektivnich G¢inkt. Indukce HO-1 byla spojena s inhibici
indukovatelné NO-syntasy (INOS), ktera ma vyznamné prooxida¢ni a s tim spojené
prozanétlivé vlastnosti. Inhiboval také uvolnéni HMBGI, coz je cytokin produkovany
vV pozdni fazi z&nétu. ZvySoval také celkové prezivani mysi, u kterych byl zanét
indukovany. Témito ucinky valencen prokazal potencidlni vyuziti v protizanétlivé 1€Cbe
(Tsoyi et al., 2011).

Valencen prokéazal také urCitou antioxidac¢ni aktivitu, ta byla vSak slabsi
vV porovnani s kompletnim sloZzenim silice z Citrus sinensis. Cytotoxicky ucinek na
bunkach HeLa byl signifikantni, hodnota ICsg se pohybovala pod koncentraci 20 ug/ml.
Z toho se da odvodit potencialni protinadorovy ucinek valencenu. Naopak v testech
antimikrobidlni aktivity neprokéazal valencen Gi¢inek proti Zadnému z testovanych kment
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Saccharomyces cerivisiae, Penicillium citrinum
ani Aspergillus niger (Liu et al., 2012). Valencen také pisobil cytotoxicky na nadorové
buitky CaCo-2 a zarovenl neovlivnil viabilitu hepatocytl. Zvysil také prooxidacni
pisobeni doxorubicinu v nadorovych bunikich CaCo-2 a pusobil synergicky
s doxorubicinem v nadorovych buiikach. (Ambroz et al., 2015).

Testoval se také hepatoprotektivni G€inek, zalozeny na antioxida¢ni aktivité u
nékolika strukturné odlisSnych seskviterpend, vcetné valencenu. Pfi hodnoceni

endogenniho antioxida¢niho U€inku valencen prokazal urcity ucinek, ale nékteré
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seskviterpeny vykazovaly ucinek vétsi (napft. cis-nerolidol), nékteré naopak ti¢inek zadny
(o-humulen). Pti hodnoceni hepatoprotektivniho G¢inku za pouziti hydrofobniho
oxidantu vykazovaly obecn¢ seskviterpeny vyssi uc¢inek nez pozitivni kontrola (kyselina
askorbova) a valencen patiil do skupiny se spiSe niz$i redukéni aktivitou (Vinholes et al.,
2014).

Nedavny vyzkum prokazal protektivni ucinky valencenu proti UV zéfeni.
Konkrétni mechanismus spocival v inhibici vapnikovych iontovych kanali TRPV1
a ORAII, které jsou spojovany s melanogenezi, starnutim kize a prozanétlivou reakei.
Valencen také snizoval UV-indukovanou syntézu melaninu v buiikach melanomu. Z toho
divodu mize byt valencen vnimam jako potencialni latka, vyuzitelna jak v kosmetice,
proti starnuti kiize a tvorb¢ vrasek, tak v terapii nebo prevenci nadorovych onemocnéni,

spojenych s UV zafenim (Nam et al., 2016).

2.2.5 Trans-nerolidol
Trans-nerolidol, n€kdy oznaCovany synonymem peruviol, patii mezi acyklické

seskviterpeny. Je jednim ze stercoizomerti seskviterpenického alkoholu nerolidolu.

Systematicky nazev je (E)-3,7,11-trimethyl-1,6,10- CH3 HO CH3
dodekatrien-3-ol (web 5, Lapczynski et al., 2008). N

Nerolidol je zlutd kapalina s kvétinovou |
vini a nachazi se v silicich rostlin z riznych ¢eledi. CH2

Vyskytuje se v n¢kterych rostlinach, pouzivanych |
v tradi¢ni ¢inské mediciné napt. v kefi Myrica H3C CH3
rubra nebo stromu Dalbergia odorifera a dale opr. 7 Struktura  trans-
napriklad Casto v Seledi Piperaceae, ale i dalsich.  nerolidolu, prevzato z web 5
Tvofii jednu z hlavnich slozek ¢aje oolong (Camellia sinensis) (Lapczynski et al., 2008;
Li et al., 2014; Ambroz et al., 2016; Péres et al., 2010; Sheibani et al., 2016). Pro jeho
typickou vini, pfipominajici jablko a rdzi, se pramyslové pouziva nejen pii vyrobé
parfému a kosmetiky (Sampony, mydla apod.), ale i v Cisticich prostfedcich. Ro¢né ¢ini
jeho spotieba okolo 10 — 100 tun (Lapczynski et al., 2008).

Nerolidol a nebo pfimo trans-nerolidol vykazuji rizné biologické G¢inky. Byly
zaznamenany antiulcer6zni G¢inky, antioxidacni efekt, antibakterialni pisobeni nebo

cytotoxické ptsobeni k nadorovym bunkam (Sheibani et al., 2016).
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Silice z rostliny Baccharis dracunculifolia vykazovala antiulcerézni ucinek na
zvitecich modelech akutnich gastrickych 1ézi, které byly indukované alkoholem,
indometacinem nebo zvySenym stresem. U vSech ptipadi silice, jejiz hlavni slozku tvofi
nerolidol, prokézala antiulcer6zni pisobeni v koncentracich 250 a 500 mg/kg (Klopell et
al., 2007).

Antimikrobialni aktivitu vykazovala silice ze semen rostliny Momordica
charantia, ve které jako hlavni slozka dominuje trans-nerolidol. Nejvyssi citlivost se
prokazala pro Staphylococcus aureus, kde minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) ¢inila
125 ug/ml. Naopak nizka inhibi¢ni aktivita se ukazala pro bakterii Escherichia coli
a kvasinku Candida albicans, kde minimalni inhibi¢ni koncentrace piesahovala 500
ug/ml (Brace et al., 2008).

U trans-nerolidolu byla zaznamenana cytotoxicka aktivita vii¢i riznym bunéénym
nadorovym liniim, napf. k linii adenokarcinomu ledvin, karcinomu prostaty, melanomu,
karcinomu prsu nebo stievnimu adenokarcinomu (Sperotto et al., 2013; Ambroz et al.,
2015). Silice rostliny Piper gaudichaudianum, n¢kdy také nazyvané Jaborandi, obsahuje
jako hlavni slozku trans-nerolidol. V lidovém 1é¢itelstvi jsou listy této rostliny pouzivany
napt. proti bolesti zubii, pro jejich protizanétlivé ti¢inky nebo proti jaternim porucham.
U extraktu z lista byl prokazan protizanétlivy a analgeticky t¢inek. Prokazal se jeho
cytotoxicky ucinek na Saccharomyces cerevisiae, zaroven vSak nezpusoboval
mutagenitu. Mechanismus cytotoxického tucinku byl pravdépodobné zptisobeny generaci
ROS a s nim spojené jednovlaknové zlomy DNA (Sperotto et al., 2013). Trans-nerolidol
pusobil také cytotoxicky na nadorové bunky stievniho epitelu, zaroven vSak neovlivnil
viabilitu normalnich zdravych bunék hepatocytu. Pfi kombinaci s cytostatikem
doxorubicinem, prokazal trans-nerolidol synergické pusobeni a zaroven zvySoval
akumulaci doxorubicinu do nadorovych bun¢k (Ambroz et al., 2015).

U nerolidolu byl také studovan vliv na bunécnou energetiku a to prostfednictvim
ovlivnéni mitochondrii. Ukazalo se, Zze nerolidol pravdépodobné piimo interaguje
S FiFo-ATPasou dychaciho fetézce v mitochondriich, coz vede ke snizeni obsahu ATP
V buiice. Tento efekt byl pfimo imérny koncentraci nerolidolu. Nerolidol také zastavoval
proliferaci bun€k hepatocelularniho jaterniho karcinomu a snizoval jejich
zivotaschopnost, pravdépodobné pravé kvili sniZzeni efektivity bunééné energetiky

(Ferreira et al., 2012).
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2.3 Doxorubicin
Doxorubicin je antracyklinové protinddorové antibiotikum, produkované bakterii
rodu Streptomyces peucetius. Protinadorova antibiotika maji také antibakterialni t¢inek,

ale pro jejich pomérné vysokou toxicitu se k 1é¢b¢ infekci nepouzivaji (Adam et al., 2011;

Lincova & Farghali, 2002). 0 OH 0

Doxorubicin ma c¢ervenou barvu,
diky antrachinonovému jadru v jeho
struktute (Obr. 8). Podava se pouze

parenteralné a pivodni molekula i jeho

metabolity se vylu€uji predev§im Zluci.

Mezi jeho nejcastéjsi indikace patii on NH2

hematologicke maligni onemocnéni, jako Obr. 8 Struktura doxorubicinu, prevzato
mnohoéetné myelomy, nehodgkinské i Z HanuSova et al., 2011

Hodgkinovy lymfomy. K 1é¢bé akutnich forem leukémie se pouziva spis nepatrné odlisna
latka daunorubicin. Doxorubicin se pouZziva 1 v 1é€bé celé fady solidnich nadort, napf.
karcinomu prsu, vajecnikii, bronchogenniho karcinomu plic, osteosarkomu a dalSich
(Adam et al., 2011; Lincova & Farghali, 2002).

Mechanismus ucinku doxorubicinu je velmi komplexni. Diive se uvadél jen
zékladni interkala¢ni mechanismus uc¢inku, ktery se da vysvétlit vélenénim c¢tyiclenné
planarni struktury molekuly do fetézci DNA, kde vyvola jejich zlomy. Na tyto zlomy
v DNA ma vliv i ovlivnéni funkce topoizomerasy II, coz je enzym v buiice, ktery zejména
piireplikace stépi obé vlakna DNA (Liillmann et al., 2004). Nasledn¢ vSak byly objeveny
1 dal$i potencialni mechanismy ucinku, které spocivaji mimo jiné¢ v tvorbé volnych
radikali, které vedou k oxida¢nimu stresu, v ovlivnéni funkce tumor supresorového genu
p53, V peroxidaci lipidi nebo v ovlivnéni uvolilovani cytochromu C z mitochondrii
(HanuSova et al., 2011; Minotti et al., 2004).

Protinddorova 1é¢ba doxorubicinem je ¢asto nedostatecnd, zvySeni davkovani je
vSak limitovano vznikem systémovych nezddoucich ucinkt, pfedev§im kardiotoxicity,
ktera je typicka pro celou skupiny antracyklinovych antibiotik (Adam et al., 2011,
HanuSova et al., 2011). Vznik kardiotoxicity je zavisly na davce a jako hlavni
mechanismus vzniku se ptedpokladd ucinek volnych kyslikovych radikald, které se
uvoliiuji pfi nitrobunéénych reakcich antracyklind. Roli zde vSak hraje i1 ovlivnéni

nékterych vapnikovych kandll a tim vznik kalciového pfetizeni buniky. To, pro¢ jsou
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toxicitou ovlivnény hlavné kardiomyocyty, spociva pravdépodobné v jejich snizené
antioxida¢ni  aktivité. Antioxidacni enzymy jako superoxid-dismutasa nebo
glutathion-reduktasa jsou v kardiomyocytech chudé zastoupeny, a proto jsou pravé tyto
bunky citlivé k oxida¢nimu poskozeni (Poprach et al., 2008).

Pro zlepseni efektivity doxorubicinu a zaroven snizeni jeho toxicity byly vyvinuty
ruzné systémy, které zlepsuji jeho terapeutické pouziti. Piikladem mize byt liposomalni
enkapsulace doxorubicinu nebo jeho navazani na konkrétni protilatky, peptidy nebo
syntetické polymery (HanuSova et al., 2011). Perspektivni strategii by mohla byt také
kombinovana terapie doxorubicinu s pfirodnimi latkami. Z téchto latek mizeme zminit
napt. seskviterpeny. Monocyklicky seskviterpen zerumbon nebo bicyklicky seskviterpen
B-karyofylen potencoval in vivo cytotoxicky ucinek doxorubicinu na nadorové bunky pii
pouziti v kombinaci (shrnuto v Bartikova et al., 2014). Také seskviterpeny p-karyofylen
oxid, valencen a trans-nerolidol zvySovaly efektivitu doxorubicinu pfi cytotoxickém
ucinku na nadorové bunky, jejich ucinek ve vztahu k doxorubicinu byl synergicky
(Ambroz et al., 2015).
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3. CIL PRACE

Cilem diplomové prace bylo:

e stanovit antiproliferacni aktivitu doxorubicinu v bunéénych liniich SK-OV-3

a A2780

e stanovit antiprolifera¢ni aktivitu valencenu a trans-nerolidolu v buné¢nych liniich

SK-OV-3 a A2780

e zjistit vliv doxorubicinu, valencenu a trans-nerolidolu na produkci ROS
bunéénymi liniemi SK-OV-3 a A2782

e urcit kombinacni indexy testovanych latek a tim zjistit vzajemny vztah mezi

doxorubicinem a testovanymi terpeny

e studovat vliv terpenti na intracelularni koncentraci doxorubicinu a jeho distribuci

v bunéénych kompartmentech
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material a chemikalie

Bunééna linie SK-OV-3 — Ustav Iékaiské biologie a genetiky, Lékatska fakulta UK HK
Bunééna linie A2780 — Ustav lékai'ské biologie a genetiky, Lékatska fakulta UK HK
DMSO (dimethylsulfoxid) — Sigma Aldrich (Praha, CR)

Doxorubicin — Sigma Aldrich (Praha, CR)

FBS (fetalni bovinni sérum) — inaktivované (30 min, 56 °C), Lonza (Praha, CR)
H,DCFDA (2¢,7°-dichlorodihydrofluorescein diacetat) — Life Technologies (Praha, CR)
Kultiva¢ni médium McCoy (McCoy’s 5a Medium modified) — Sigma Aldrich (Praha,
CR)

Kultiva¢ni médium RPMI (RPMI 1640) — Sigma Aldrich (Praha, CR)

PBS (phosphate buffered saline) — Sigma Aldrich (Praha, CR)

Penicilin/streptomycin — Lonza (Praha, CR)

Roztok neutralni dervené — Sigma Aldrich (Praha, CR)

Trypsin — Lonza (Praha, CR)

Valencen, trans-nerolidol — Sigma Aldrich (Praha, CR)

Bézné chemikalie Cistoty p.a.

4.2 Pristroje a zarizeni

laminarni box — BioAir AURA 2000 M.A.C

CO; inkubator — HeraCell

mrazici box (-80 °C) — HeraFreeze

mikroskop — Nikon Eclipse TS100-F

invertovany fluorescenéni mikroskop - Nikon Eclipse Ti-E

vodni lazen — Memmert

spektrofotometricky a spektrofluorimetricky analyzator — Tecan Infinite M 200

zamrazovaci kontejner — Nalgene, Sigma C1562
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ttepacka na mikrotitra¢ni desticky — IKA MS2 Minishaker
analytické vaha — Scaltec SBC 22
kapalinovy chromatograf — Agilent 1290 Series

4.3 Bunééné linie

Obé bun&ené linie nam byly poskytnuty Ustavem 1ékaiské biologie a genetiky LFHK.
Jedna se o lidské nddorové linie ovaridlniho karcinomu. V experimentu byl vyuZit rozdil

v citlivosti k cytotoxickym latkam, konkrétné k doxorubicinu.

SK-OV3

SK-OV-3 je lidska buné¢na linie izolovana v roce 1973 z ascitické tekutiny 64leté
europoidni pacientky, trpici adenokarcinomem vajec¢niki. Morfologicky jde o epitelialni
buiiky rostouci adherentné. Bunécnd linie je rezistentni k fad€ cytotoxickych latek,

zahrnujici diftericky toxin, cis-platinu a doxorubicin (web 6, web 7).

SloZeni kultivacniho média:
450 ml McCoy’s 5a Medium modified
50 ml inaktivovaného fetdlniho bovinniho séra (FBS)

2,5 ml roztoku penicilinu/streptomycinu

A2780

A2780 je lidskd nadorova bunécna linie ovarialniho karcinomu. Byla izolovana
Z nadorové tkané nelécené pacientky. Bunky vykazuji epitelidlni morfologii. Rostou
adherentné v monovrstvé. Od této buné¢né linie byly odvozeny dvé dalsi — A2780cis,
ktera je rezistentni k cis-platiné, a A2780ADR, ktera je rezistentni k adriamycinu

(komeréni oznaceni doxorubicinu) (web 8).

SloZeni kultivacniho média:

450 ml RPMI 1640 medium

50 ml inaktivovaného fetalniho bovinniho séra (FBS)
5 ml L-glutaminu

2,5 ml roztoku penicilinu/streptomycinu
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4.4 Metody

4.4.1 Rozmrazovani bunéénych linii

Bunééné kultury jsou dlouhodobé skladovany zamrazené v tekutém dusiku.
Pred dalsi praci s buitkami je tak nutné je rozmrazit a prevést do kultivacniho média.
Postup rozmrazovani byl stejny u obou bunécnych linii, pouze s odliSnym kultivaénim
médiem.

Do 15ml zkumavky bylo napipetovano 12 ml nezahtatého pftislusSného
kultiva¢niho média. Zkumavka se zmrazenymi buiikami byla po vyjmuti z tekutého
dusiku umisténa na 1-2 minuty do vodni lazné (37 °C) a nasledné byly buiiky pfeneseny
do zkumavky s médiem. Po homogenizaci a centrifugaci (70 g, 5 minut) byla peleta
resuspendovana v 15 ml nového média. Suspenze byla pfenesena do kultiva¢ni lahve
(75 cm?) a umisténa do inkubatoru (37 °C, 5 % CO2). Po 24 hodinach bylo vyménéno

kultivaéni médium. Po dosazeni 70-80% konfluence jiz nasledovala béZzna pasaz.

4.4.2 Pasazovani bunék

Ob¢ bunécné kultury patiti mezi tzv. adherentni, to znamend, Ze rostou
na vhodném povrchu (napt. polystyrenova kultiva¢ni lahev), ktery postupné zcela
pokryvaji a tim vycerpavaji i ziviny z kultivatniho média. Z toho divodu je nutné
po né¢jakém Case buiky premistit do nové kultivacni lahve s erstvym médiem. Tento
proces se nazyva pasazovani a provadi se potom, co bunky porostou dno kultiva¢ni lahve
ptiblizné ze 70-80 %.

Cely proces pasazovani se odehraval v lamindrnim boxu, podle zésad pro
aseptickou praci. Pfed vlastnim pasdzovanim byly vSechny pouZzivané roztoky zahtaty
ve vodni 14zni na 37 °C.

Kultivaéni lahev s bunikami byla nejprve zkontrolovana pod mikroskopem a poté
pfenesena do laminarniho boxu. Médium bylo opatrné slito do odpadni kadinky a buniky
byly dvakrat oplachnuty 7 ml PBS (tento krok je nutny pro spravnou funkci nasledného
trypsinu). Byly pfidany 2 ml trypsinu-EDTA a kyvavym pohybem se rozprostiely po dnu
kultiva¢ni lahve. Po asi piil minuté€ byly 2/3 trypsinu-EDTA odsaty a kultiva¢ni lahev se
vlozila na 3-10 minut do inkubatoru. Bunky se musely pravideln¢ kontrolovat pod

mikroskopem a aZz vétSina zaujala kulovity tvar, coZ znamenalo, Ze se uvolnily od dna
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lahve, byly jesté sklepnuty prudkym pohybem do dna lahve. Nasledn¢ byly buiky
splachnuty 4 ml kultiva¢niho média a postupnym nasadvanim a vypousténim pipetou byla
bun&ena suspenze homogenizovéana. Cerstvé kultivaéni médium s obsahem FBS zastavi
ucinek trypsinu a zadroven doda buiikam novy ptisun zivin. Homogenni buné¢na suspenze
pak byla napipetovana do nové sterilni kultiva¢ni lahve (u linie SK-OV-3 1-1,5 ml, u linie
A2780 0,5-1 ml) a mnozstvi bylo doplnéno kultivacnim médiem do 13 ml. Kultiva¢ni
lahev pak byla pfenesena do inkubatoru (37 °C, 5 % CO3) a buiiky se nechaly znovu rast.

Bunky byly takto pasaZovany pravidelné 2x tydné, vétSinou v pondéli a ve Ctvrtek.

4.4.3 Pocitani bunék

Pocet bunék v bunééné suspenzi vzniklé pfi pasdzovani je nezbytné zjistit pro
dalsi experimenty nebo 1 nasazeni bun€k do novych kultivacni lahvi. K poc¢itani bunck
byla pouzivana Biirkerova komurka.

Pipetou bylo odebrano 9 pl zhomogenizované nefedéné bunécné suspenze a byla
naplnéna prvni polovina Biirkerovy komiirky, stejné byla naplnéna i druha polovina
a komurka byla umisténa pod mikroskop. Podle poctu bun¢k byly pocitany bunky bud
v 16 Ctvercich, nebo v 5 ¢tvercich v thlopticee, a tomu byl pak ptizptisoben vypocet.
Byly vzdy pocitany buiiky lezici uvniti ¢tverce anebo na jeho horni nebo pravé strané.
Buriky lezici na spodni nebo levé strané nebyly pocitany.

Vysledna koncentrace byla vypoctena podle vzorce:

spocitané bunky/pocet ¢tverct, v kterych se pocitalo * 16

Vysledek byl piepoéten na mnozstvi na 1 ml pomoci * 10*
tj. napf. pfi po¢tu 27 bunék v celkem 32 &tvercich: 27/32 * 16 = 13,5 * 10*

bunék/ml
Podle pozadovaného mnozstvi bun€k na experiment nebo na pasdzovani pak bylo

vypocteno potfebné mnozstvi nefedéné bunééné suspenze a mnozstvi média, kterym byl

objem dopInén.
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4.4.4 Stanoveni cytotoxicity pomoci Neutral Red Uptake (NRU) testu

Barvivo neutralni cervenn (NR) je supravitdlni barvivo, coZ znamena, ze se
hromadi pouze v zZivych bunikach. Za normalnich okolnosti mtize barvivo prostupovat
cytoplasmatickou membranou, protoze ma jeho molekula neutralni ndboj. V buiice se
hromadi v lyzosomu, kde okolni pH klesa a molekula barviva ziskava naboj a nemuize tak
z lyzosomu uniknout. Ziva a neposkozena buiika udrzuje za znaéné spotieby energie
protonovy gradient na membrané lyzosomu. Pokud dojde k poskozeni nebo tmrti buriky,
tento gradient se ztraci a barvivo unikd z lyzosomu. Zménu absorbance je mozno zachytit
pomoci spektrofotometrie.

Do 96jamkové desticky bylo nejprve nasazeno 100 ul bun&tné suspenze
0 koncentraci 5000 bun¢€k/100 pul a nechalo se 24 hodin riist (37 °C, 5 % COz2). Druhy den
nasledovala expozice buncék zkouSenymi latkami 100 pl expozicniho média. Bylo
testovano 11 raznych koncentraci doxorubicinu, 7 riznych koncentraci terpenti a 5
riznych kombinaci doxorubicinu a terpenu (Tab. 1). Kazda koncentrace byla vzdy
inkubovana v minimaln¢ 4 paralelnich jamkach a cely experiment byl 3x opakovan.
Sloupec 1 v desti¢ce slouzil jako slepy vzorek, do ného se buiiky nenasazovaly a ani

nebylo pfidavano expozi¢ni médium.

Tab. 1 Koncentrace testovanych latek pri testu NRU

buné ¢na linie latka testované koncentrace pri NRU testu
SK-OV-3 doxorubicin [uM] 0,05 01 0.2 05 1 15 2
A2780 doxorubicin [pM] 0,01 0,03 0,05 01 03 05 1
SK-OV-3, A2780 valencen [pg/ml] 1 5 10 25 50 75 100
SK-OV-3, A2780 trans-nerolidol [ pug/ml] 1 5 10 25 50 75 100
kombinace doxorubicin
SK-OV-3 [1M] + valencen [ug/ml] 01+5 02+10 05+25 1+50 15+75

kombinace doxorubicin
SK-0OV-3 [uM] + trans-nerolidol  0,1+5 02+10 05+25 1+50 15+75
[ng/ml]
A2780 kombinace doxorubicin - o\ ¢ 06 410 015 + 25 03+50 05+ 75
[uM] + valencen [pg/ml] ' ' ' '
kombinace doxorubicin
A2780 [uM] + trans-nerolidol  0,03+5 0,06 + 10 0,15+25 0,3+50 05+75
[ng/ml]

Odecitani cytotoxicity bylo provadéno vzdy 24, 48 a 72 hodin po expozici bunék
zkousenymi latkami. Z desticky bylo nejprve vyklepnutim odstranéno expozi¢ni médium

a bylo pfidano 200 pl roztoku neutralni cervené rozpusténé v zahfatém médiu. K buiikdm
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A2780 byl ptidavan roztok neutralni cervené o koncentraci 40 pg/ml, pro linii SK-OV-3
byla metoda optimalizovana na koncentraci NRU 60 pg/ml. Po obarveni byly desticky
vraceny do inkubatoru na 2-3 hodiny.

Po inkubaci byl vyklepnutim odstranén roztok barviva a k bunkam bylo ptidano
100 pl fixa¢niho roztoku (1 g/100 ml CaClz v 0,5% roztoku formaldehydu). Desticka se
nechala v klidu stat 15 minut pfi pokojové teploté.

Nasledné byl fixacni roztok vyklepnutim odstranén a k bunkam se napipetovalo
200 pl lyzaéniho roztoku (1% roztok kyseliny octové v 50% roztoku ethanolu). Desticka
se nechala 30 minut tfepat na tfepacce (450 rpm, pokojova teplota). Zméteni uvolnéného
mnozstvi neutralni Cervené bylo provedeno spektrofotometricky na pfistroji Tecan pti
540 nm.

Vysledné hodnoty byly vyhodnoceny jako procenta kontroly.

4.45 Detekce ROS pomoci DCF testu

Ke zjisténi pritomnosti a mnozstvi ROS byl pouzit bunéény indikator H_-DCFDA
(2¢,7¢-dichlorodihydrofluorescein diacetat). H.DCFDA je latka schopna pronikat
bunécnou membranou pasivni difuzi. V buiice dochazi k odstépeni obou acetylovych
skupin bunécnymi esterazami. Hydroxylové skupiny jsou pak pomoci ROS oxidovany
a vznikne fluorescen¢ni produkt DCF (2¢,7¢ - dichlorofluorescein). Vznikla fluorescence
je pak pifimo umérna mnozstvi ROS.

H2DCFDA je latka citliva na svétlo, pii manipulaci a skladovani je nutné roztoky
chranit pfed svétlem. Do 96jamkové desticky byly nasazeny buiky v koncentraci
5000 bun€k/100 pl a nechaly se 72 hodin rust (37 °C, 5 % CO3). Po dosazeni dostatecné
konfluence bunék (cca 90 %) bylo médium vyklepnutim odstranéno a k bunkdm byly
pfidany testované latky fedéné v PBS. Byly testovany celkem 3 rGizné koncentrace
doxorubicinu a 3 rizné koncentrace terpeni (Tab. 2). Buiiky se nechaly s testovanymi
latkami inkubovat 12 hodin. 30 minut pfed koncem inkubace bylo k buitkam ptidano
100 pl 10puM H2DCFDA a desticka byla na zbylych 30 minut vloZena zpét do inkubétoru
zabalend v alobalu (ochrana pfed svétlem). Poté byla zméfena fluorescence (excitace
490 nm, emise 530 nm) na pfistroji Tecan, pti 37 °C, kazdych 5 minut, po dobu jedné

hodiny, tj. celkem 13 cyklu.
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Tab. 2 Testované koncentrace pri testu DCF

buné ¢na linie latka testované koncentrace pri DCF testu
SK-OV-3, A2780  doxorubicin 0,1 yM 1 ™M 5uM
SK-OV-3, A2780 valencen 1 pg/ml 10 pg/ml 50 pg/ml
SK-OV-3, A2780 trans-nerolidol 1 pg/ml 10 pg/ml 50 pg/ml

4.4.6 Priprava vzorku pro HPLC analyzu

HPLC analyza slouZila ke stanoveni akumulace doxorubicinu uvnitt bunék.

Do 12jamkové desticky byly nasazeny buiiky v koncentraci 8000 bun¢k/100 pl
(600 pl na jednu jamku) a nechaly se rust 48 hodin (37 °C, 5 % CO2). K buiikam bylo
poté ptidano 600 pl testovanych latek fedénych v pfislusném médiu. Celkem byly
testovany 2 koncentrace samotného doxorubicinu a 2 rtzné kombinace doxorubicinu
s terpenem (Tab. 3). Kazda koncentrace se inkubovala v 1 jamce a cely experiment se 2x
zopakoval. Po uplynuti 3 hodin bylo vSechno médium od bun€k opatrné odsato a jamky
byly oplachnuty 500 pl PBS. Do kazdé jamky bylo pfidano 100 ul lyzacniho pufru
(25 mM Tris, 150 mM NaCl, 1% Triton, pH 7,4) a buriky se nechaly lyzovat pfi pokojové
teploté 15 minut. Tim doslo k uvolnéni doxorubicinu z bunék. Poté bylo do jamek piidano
300 pl ledového methanolu a smés z kazd¢é jamky byla pfenesena do mikrozkumavky
a promichéna na ttepacce. Nasledovalo centrifugovani mikrozkumavek pti 10 000 g,
10 minut, 4 °C, pii kterém se odd¢lily vysrazené proteiny. Supernatant z jednotlivych
mikrozkumavek byl prefiltrovan ptes 0,22 um filtr a filtrat byl uchovavan pii -80 °C pro
pozd¢jsi analyzu. Pied vlastnim méfenim se vzorky nechaly vytemperovat na pokojovou

teplotu a nasledné byly piepipetovany do vialek.

Tab. 3 Testované koncentrace pri HPLC analyze

buné ¢na linie latka testované koncentrace pri HPLC analyze
SK-0OV-3, A2780 doxorubicin [uM] 6 9
kombinace
SK-OV-3, A2780 doxorubicin [uM] + 6+ 10 6+ 50 9+10 9+50
valencen [pg/ml]
kombinace
SK-OV-3, A2780 doxorubicin [pM] + 6+ 10 6+ 50 9+10 9+50
trans-nerolidol [ pg/ml]
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4.4.7 HPLC analyza akumulace doxorubicinu

Analyza mnozstvi akumulovaného doxorubicinu byla provedena na pftistroji
Agilent 1290 Series a byla pouzita kolona Zorbax C18 Eclipse Plus (2,1 x 50 mm,
1,8 um). Mobilni faze byla tvotena z 0,1% kyseliny mravenci ve vodé a acetonitrilu
V poméru 76 : 24. Prutok mobilni fdze kolonou byl 1,0 ml/min. Analyza probihala pfi
teploté 30 °C. Pro detekci byl pouzit fluorescenéni detektor (Aex =480 nm, Aem = 560 NmM).

Vystupem z HPLC analyzy bylo mnozstvi akumulovaného doxorubicinu v ng.

4.4.8 Stanoveni kombinac¢niho indexu

Ke zhodnoceni a kvantifikaci antiproliferativniho t¢inku kombinaci doxorubicinu
S jednotlivymi terpeny byl pouzit software CalcuSyn, ktery je zalozen na metodé
Chou-Talalaye (Chou TC, 2006). Do programu byly zadavany hodnoty ziskané pii
testech cytotoxicity pomoci NRU, jednotlivé kombinace doxorubicinu a terpenti (Tab. 1).
Vysledna simulace definuje vzajemny vztah mezi latkami a je ziskana pomoci zavislosti
CI (kombinac¢niho indexu) na Fa (ovlivnéné frakce bunék). Pokud je CI = 1, vztah mezi
latkami se kvantifikuje jako aditivni, pokud je CI < 1 tak jako synergicky a pokud je
CI > 1 tak jako antagonicky.

4.4.9 Fluorescen¢ni mikroskopie
Fluorescen¢ni mikroskopie slouzila k pozorovani distribuce doxorubicinu uvnitt
bunék a zhodnoceni G¢inku jednotlivych terpenti na jeho akumulaci do bunék. Byla
testovana koncentrace doxorubicinu 9 pM a poté vzdy jedna kombinace s terpenem
(valencen i trans-nerolidol 50 pug/ml).
Bunky byly nasazeny na Petriho misky vhodné pro konfokdlni mikroskopii
vV mnozstvi 2 ml/misku a o koncentrace 8000 bunék/100 pl a nechaly se 72 hodin rist
v inkubatoru (37 °C, 5 % CO3). Po inkubaci byly k butikam ptidany 2 ml expozi¢niho
média a nechaly se opét v inkubdtoru ptiblizn€ 1 hodinu. Nasledovalo samotné foceni na
invertovaném epifluorescenénim mikroskopu Nicon Eclipse Ti-E V s chlazenou SCMOS
kamerou Andor Zyla 5.5. Foceno bylo pomoci Cy3 filtrového setu a data byla

vyhodnocena softwarem NIS Elements AR 4.20.
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5. VYSLEDKY

5.1 Stanoveni antiproliferac¢ni aktivity doxorubicinu

Antiproliferacni aktivita doxorubicinu byla stanovena pomoci NRU testu
U bunéénych linii SK-OV-3 a A2780. Vysledky méfeni byly zpracovany do grafi jako
zavislost viability bun€k (% kontroly) na koncentraci doxorubicinu. Vysledky byly
zaznamenavany vzdy po 24, 48 a 72 hodinach od expozice bunék (Obr. 9, 10 a 11).
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Obr. 9 Viiv vybranych koncentraci doxorubicinu na proliferaci bunék SK-OV-3 a A2780
po 24hodinové expozici, hodnoceno testem NRU
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Obr. 10 Vliv vybranych koncentraci doxorubicinu na proliferaci bunék SK-OV-3
a A2780 po 48hodinové expozici, hodnoceno testem NRU
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Obr. 11 Vliv vybranych koncentraci doxorubicinu na proliferaci bunek SK-OV-3
a A2780 po 72hodinové expozici, hodnoceno testem NRU

U méfeni ve vSech Casech je znatelny rozdil mezi bunéénymi liniemi. Rezistentni linie
SK-OV-3 vykazuje vyssi odolnosti vii¢i doxorubicinu, zejména v niz$ich koncentracich
(0,05 a 0,1 uM doxorubicinu), kde proliferace bunék neni téméf ovlivnéna. Po
72hodinové expozici vykazuje doxorubicinu od koncentrace 0,5 uM vyznamnou

antiprolifera¢ni aktivitu vaci obéma liniim.

5.2 Stanoveni antiproliferacni aktivity valencenu a trans-nerolidolu
Antiproliferacni aktivita obou terpenii byla stanovena pomoci NRU testu
U bunéénych linii SK-OV-3 a A2780. Vysledky méteni byly zpracovany do grafa jako
zavislost viability bunék (% kontroly) na koncentraci doxorubicinu. Vysledky byly
zaznamenavany vzdy po 24, 48 a 72 hodinach od expozice bunék (Obr. 12, 13 a 14).
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Obr. 12 Vliv valencenu a trans-nerolidolu na proliferaci bunek SK-OV-3 a A2780
po 24hodinové expozici, hodnoceno testem NRU
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Obr. 13 Vliv valencenu a trans-nerolidolu na proliferaci bunék SK-OV-3 a A2780
po 48hodinové expozici, hodnoceno testem NRU
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Obr. 14 Vliv valencenu a trans-nerolidolu na proliferaci bunék SK-OV-3 a A2780 po
72hodinové expozici, hodnoceno testem NRU

Oba terpeny snizovaly proliferaci bunék SK-OV-3 i A2780 jiz po 24 hodinach expozice.
Bunky A2780 byly v porovnani s SK-OV-3 citlivéjsi k antiproliferacni aktivité obou
terpent, zejména ve vysSich koncentracich. U obou bunéénych linii vykazoval vyssi
aktivitu valencen. U linic A2780 byl ve vSech Casech zaznamenan vyrazny pokles
Vv proliferaci bun€k po plisobeni valencenu mezi koncentracemi 10 a 25 pg/ml. U bunék
SK-OV-3 se tento vyznamny pokles proliferace projevil mezi koncentracemi 50
a 75 pg/ml valencenu. U linie A2780 mé¢l valencen vliv na kompletni pokles poctu zivych
bunék na nulu v koncentraci 50 pg/ml. U linie SK-OV-3 zpiisobil valencen pokles po¢tu
zivych bunék az k nule po 72 hodinach pfi koncentraci 100 pg/ml. Vyznamny pokles
Vv proliferaci bunék byl po piisobeni trans-nerolidolu u bunék A2780 mezi koncentracemi
25 a 50 pg/ml. U linie SK-OV-3 k vyraznému poklesu proliferace pod 50 % kontroly
nedo§lo ani pfi nejvy$si koncentraci trans-nerolidolu 100 pg/ml po 72 hodinach.
Od koncentrace 75 pg/ml trans-nerolidolu klesl pocet zivych bunék A2780 ve vsech

dasech az k nule.
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5.3 Prooxida¢ni piisobeni doxorubicinu a terpeni

Tvorba ROS je jednim z mechanismi G¢inku doxorubicinu. V tomto testu se
porovnala tvorba ROS po ovlivnéni bun¢k doxorubicinem a obéma terpeny. PouZil se test
DCF a bunééné linie A2780 a SK-OV-3. Vysledek byl zpracovan do grafi zavislosti
tvorby ROS (intenzita fluorescence) na ¢ase pro kazdou bunéénou linii zvlast (Obr. 15,

16, 17 a 18).
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Obr. 15 Produkce ROS bunkami SK-OV-3 po ovlivnéni
doxorubicinem, hodnoceno testem DCF
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Obr. 16 Produkce ROS bunkami SK-OV-3 po ovlivnéni valencenem a trans-nerolidolem,
hodnoceno testem DCF

U bunééné linie SK-OV-3 byla pozorovana zvysena tvorba ROS po ovlivnéni bunék
doxorubicinem oproti kontrole. Prooxida¢ni uéinek doxorubicinu byl zavisly na

koncentraci. Valencen a trans-nerolidol vykazovaly antioxida¢ni ptisobeni.
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Obr. 17 Produkce ROS buriikami A2780 po ovlivnéni
doxorubicinem, hodnoceno testem DCF
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Obr. 18 Produkce ROS bunikami A2780 po ovlivnéni valencenem a trans-nerolidolem,
hodnoceno testem DCF

U bunécéné linie A2780 byly celkové hodnoty métené fluorescence nizsi nez u SK-OV-3.
Doxorubicin a trans-nerolidol neovliviiovaly produkci ROS. Valencen v jeho nejvyssi

koncentraci byl schopny produkci ROS zvysit.

5.4 Akumulace doxorubicinu

Byl testovan vliv terpenti na akumulaci doxorubicinu do bunék. K vyhodnoceni
akumulace se vyuzila analyza HPLC, vystupni hodnotou bylo mnozstvi akumulovaného
doxorubicinu v ng. Méfeni se provadélo u dvou riznych koncentraci doxorubicinu, 6 uM
(Obr. 19) a 9 uM (Obr. 20). Vysledky byly zpracovany do grafi, kde samotny

doxorubicin je 100 % a kombinace doxorubicinu s terpeny jsou K této hodnoté vztazeny.
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Obr. 19 Akumulace doxorubicinu do bunek A2780 a SK-OV-3, hodnoceno pomoci
HPLC, koncentrace doxorubicinu 6 uM (= 100 %)
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Obr. 20 Akumulace doxorubicinu do bunek A2780 a SK-OV-3, hodnoceno pomoci
HPLC, koncentrace doxorubicinu 9 uM (= 100 %)

HPLC analyza neprokdzala vyznamny nariist v akumulaci doxorubicinu do bun€k pti
kombinaci s valencenem. Vzhledem k velkym smérodatnym odchylkam vSak neni mozné
vylou¢it potencialni G¢inek. Trans-nerolidol v koncentraci 50 pg/ml zptsobil zvysenou

akumulaci doxorubicinu do bunék.
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5.5 Kombinac¢ni index

Vzijemny vztah mezi testovanymi latkami byl stanoven pomoci software
CalcuSyn, podle metody Chou-Talalaye. Do programu byly zadavany hodnoty
antiproliferativniho  u¢inku  doxorubicinu v kombinaci s valencenem  nebo
trans-nerolidolem, zjisténé v testu NRU. Vystupem je vztah kombinacniho indexu (CI)

na ovlivnéné frakci bunék (Fa) (Obr. 21, 22 a 23).

1,5
cl 1
0,5 \
0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Fa
= SK-OV3 DOX + VAL = SK-OV3 DOX + NER
— A2780 DOX + VAL A2780 DOX + NER

Obr. 21 Zavislost kombinacniho indexu na ovlivnéné
frakci bunék po 24hodinové inkubaci, hodnoceno
programem CalcuSyn

2 AN
15 -
a1
0,5
0
0 0,2 0,4 Fa 0,6 0,8 1
= SK-OV3 DOX + VAL = SK-OV3 DOX + NER
—— A2780 DOX + VAL A2780 DOX + NER

Obr. 22 Zavislost kombinacniho indexu na ovlivnené
frakci bunék po 48hodinové inkubaci, hodnoceno
programem CalcuSyn
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cl 1

0 0,2 0,4 F 0,6 0,8 1
a
SK-OV3 DOX + NER

—SK-OV3 DOX + VAL
——A2780 DOX + VAL A2780 DOX + NER

Obr. 23 Zavislost kombinacniho indexu na ovlivnéné
frakci bunék po 72hodinové inkubaci, hodnoceno
programem CalcuSyn

Vztah mezi terpeny a doxorubicinem byl hodnocen v hodnoté Fa = 0,9 (vysoka
frakce ovlivnénych buné€k), coz je z terapeutického hlediska nejvyhodnéjsi. U okrajovych
bodl mize v simulaci dojit ke zkresleni, proto byl vztah mezi terpeny a doxorubicinem
hodnocen v této hodnoté (Chou TC, 2006).

U linie SK-OV-3 byl po 24 hodinach expozice vztah mezi doxorubicinem
a valencenem (Cl = 0,73) i mezi doxorubicinem a trans-nerolidolem (Cl = 0,26)
synergicky. Na linii A2780 po 24 hodinach pisobil valencen antagonicky (Cl > 1)
a trans-nerolidol synergicky (CI = 0,73). Po 48hodinové expozici linie
SK-OV-3 se valencen a trans-nerolidol chovaly antagonicky. Na linii A2780 pusobil
valencen (CI = 0,56) i trans-nerolidol (CI = 0,27) synergicky. Po 72 hodinach byl u linie
SK-0OV-3 vyhodnocen uc¢inek valencenu jako antagonicky a u¢inek trans-nerolidolu jako
synergicky (Cl = 0,71). Na linii A2780 pusobil jak valencen (ClI = 0,88), tak
trans-nerolidol (CI = 0,31) synergicky.
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5.6 Fluorescen¢ni mikroskopie

Buriky linie A2780 na Petriho miskdch vhodnych pro konfokalni mikroskopii
nerostly, proto nebylo mozné je po inkubaci s testovanymi latkami vyfotit. Bunky
SK-OV-3 byly inkubovany se samotnym doxorubicinem a poté s kombinaci

doxorubicinu a valencenu nebo trans-nerolidolu (Obr. 24).

DOX (9 uM) DOX (9 uM) + VAL DOX (9 uM) + NER
(50pg/ml) (50pg/ml)

Obr. 24 Fluorescencni mikroskopické fotografie bunécné linie SK-OV-3 po expozici
doxorubicinem a kombinaci s terpeny, foceno pri zvetSeni 40x na fluorescencnim
mikroskopu Nicon Eclipse Ti-E

Na vyslednych snimcich nebyly pozorovany vyznamné rozdily v distribuci doxorubicinu
do konkrétnich bunéénych kompartmenti pii kombinaci s valencenem nebo trans-

nerolidolem.
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6. DISKUZE

Rostliny jsou perspektivnim zdrojem novych 1é¢ivych latek, predevsim diky své
obrovské strukturni rozmanitosti. V poslednich letech bylo pfes 50% novych
protinadorovych latek rostlinného pivodu (Huang et al., 2012). Jednu z nejvétsich
a nejrozmanit&jsich skupin ptirodnich latek tvofi terpeny. Podskupinou terpenti tvofenou
15uhlikatym skeletem jsou seskviterpeny, které jsou hojné zastoupeny v silicich rostlin
a jsou vyuzivany v lidovém lécitelstvi, v primyslu nebo v tradicni ¢inské medicing.
V poslednich letech se experimentdlni studium zaméfuje na biologické ucinky
seskviterpenti. Byla popséna jiz cela fada GCinkd samostatnych terpenti anebo silic
Mozné vyuziti seskviterpenti by mohlo spocivat v kombinaci s jiz stavajicimi cytostatiky,
u kterych by mohly zvySovat u¢innost, snizovat chemorezistenci nadorii nebo sniZovat
nezadouci U€inky cytostatik. Nekteré konkrétni kombinace jiz byly experimentdlné
studovany, napf. seskviterpen P-karyofylen zvysSoval citlivost nadorovych bunék
k paklitaxelu, zerumbon potencoval cytotoxicky uéinek doxorubicinu a cisplatiny
(shrnuto v Bartikova et al., 2014).

Trans-nerolidol a valencen jsou seskviterpeny, které byly studovany v této praci.
Byla zkoumana jejich antiproliferacni aktivita, vliv na produkci ROS a takeé jejich mozné
ovlivnéni cytostatika doxorubicinu a vztah k nému. Jako experimentalni model byly
vyuzivany nadorové bunééné linie lidského ovarialniho karcinomu A2780, SK-OV-3.
Buné¢na linie SK-OV-3 vykazuje zvysenou rezistenci k doxorubicinu, takze pfedmétem
naSeho zajmu bylo i to, jak dokazi seskviterpeny ptipadné ovlivnit tuto rezistenci.

Trans-nerolidol a valencen jsou soucasti celé tady silic rostlin, napiiklad v silici
rostliny Myrica rubra, kterou studovala Langhasova et al. (2014). Tato silice vykazovala
vyznamné antiproliferacni piisobeni na nddorové bunééné linie HCT8, SW620, SW480,
HT29 a CaCo-2. Tato silice byla podrobena rozboru a ten ukazal, ze trans-nerolidol je
zde zastoupen ve 2 % a valencen v6 %. Ztoho divodu lze jen tézko vysledné
protinddorové pusobeni na zaklad€ této studie pficitat pravé t€émto dvéma terpentim.
Silice rostliny Citrus sinensis obsahovala podle prace Liu et al. (2012) v 82% zastoupeni
valencen a pusobila vyznamné cytotoxicky na bunky HeLa, s 1Cso pod 20 pg/ml.
Prokazalo se také mirné antioxida¢ni puisobeni valencenu. Sperotto et al. (2013) studoval

silici rostliny Piper gaudichaudianum, ktera obsahovala jako hlavni slozku
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trans-nerolidol.  Silice vykazovala vyrazny cytotoxicky u€inek na kvasinky
Saccharomyces cerevisiae a autofi této studie piisuzuji cytotoxicky ucinek zvySené
tvorbé ROS a naslednym zlomim v DNA kvasinek.

Na rozdil od pfedchozich praci, které se zabyvaly studiem kompletnich silic
Z rostlin, prace Ambroze et al. (2015) se zaméfila na samostatné seskviterpeny ze silice
rostliny Myrica rubra, vcetné valencenu a trans-nerolidolu. Oba terpeny prokazaly
antiprolifera¢ni u¢inek na buné¢nou linii CaCo-2, navic potencovaly ucinek cytostatika
doxorubicinu. Valencen i trans-nerolidol zvySovaly akumulaci doxorubicinu do
nadorovych bunék. Valencen také vykazoval prooxida¢ni pusobeni, naopak
trans-nerolidol pusobil antioxida¢né v bunééné linii CaCo-2. V potkanich hepatocytech
pusobily oba terpeny jako mirné antioxidanty.

Vysledky této prace se cCastecné shoduji a cCastecné rozchazeji s dosud
publikovanymi pracemi. MiZeme ale vidét, Ze 1 publikované prace dochéazi k rozdilnym
vysledktim, napt. co se tyCe prooxida¢niho/antioxidacniho piisobeni terpeni. Valencen
Vv praci Liu et al. (2012) pasobil na nadorové buiiky antioxida¢né, naproti tomu v praci
Ambroze et al. (2015) pisobil prooxidacné¢ na nddorovych bunkéch a jako mirny
antioxidant na bunkéch nenddorovych. Vzdy je tedy nutné vzit v tivahu, na jakém
bunééném modelu se experiment provadél a také jakymi metodami. V této praci testovani
probihalo na bunécnych liniich ovaridlniho karcinomu SK-OV-3 a A2780, na kterych
valencen a trans-nerolidol doposud testovany nebyly.

Nejprve byla testovana antiprolifera¢ni aktivita samotného doxorubicinu s cilem
porovnat jeho puisobeni na ob¢ buné¢né linie. SK-OV-3 linie je k doxorubicinu ¢aste¢né
rezistentni a z toho diivodu jsme ocekavali jeji vyssi odolnost vici tomuto cytostatiku.
Tato domnénka se také potvrdila, protoze linie A2780 byla k doxorubicinu vyrazné
citlivéj$i a jiz v nizkych koncentracich doxorubicinu (0,05 a 0,1 uM) dochazelo ke
znatelnému antiproliferaénimu ptsobeni. Naproti tomu linie SK-OV-3 v téchto
koncentracich nevykazovala témét Zadny pokles poctu Zivych bunék. Urcitd odolnost
linie SK-OV-3 se ukazala i v testech cytotoxicity obou terpentl, kdy linie A2780 byla opé&t
citlivéjsi a vykazovala vyrazny pokles proliferace bunék pii nizSich koncentracich
terpentl nez linie SK-OV-3. Na ob¢ linie mél vyssi antiprolifera¢ni ucinek valencen.

Tvorba ROS je jednim z mechanismt u¢inkti doxorubicinu, jak je popsano
i v teoretické Casti této prace. Z toho divodu jsme océekavali jeho zvySenou tvorbu pfi
expozici bun¢k timto cytostatikem. Vliv na tvorbu ROS buiikami po expozici valencenem

nebo trans-nerolidolem se v literatufe rizni a zavisi na typu bunécné linie. U linie
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SK-OV-3 piisobil doxorubicin prooxida¢né a to v zavislosti na koncentraci, tedy podle
predpokladi. Oba terpeny putisobily na této linii antioxida¢né. U linie A2780 pusobil
pouze valencen v nejvyssi koncentraci prooxida¢n€, doxorubicin a trans-nerolidol
nevykazovaly zadny vliv na tvorbu ROS. Tento test by bylo vhodné, alesponi u bunécné
linie A2780 zopakovat nebo pozménit podminky (napt. délka expozice latkou), protoze
minimalné¢ doxorubicin by mél v testu prokazat urcité prooxida¢ni piisobeni.

Ke kvantifikaci vzajemného vztahu latek se pouzil vypocet kombina¢nich indext
dle Chou TC (2006). Kombinaéni indexy v nejdel$im ¢ase 72 hodin jsou nejsmérodatnéjsi
z terapeutického hlediska, protoZe i protinadorova lécba trva delsi dobu. Trans-nerolidol
pusobil na obou buné¢nych liniich, ve vyssich Fa (0,9), synergicky s doxorubicinem, to
znamena, ze mize potencovat jeho ucinek. Valencen pisobil s doxorubicinem synergicky
na bunééné linii A2780, na linii SK-OV-3 plisobil antagonicky.

Zvyseni akumulace doxorubicinu do nddorovych bunék je jednim z moznych
ptistupti zvySeni jeho ucinnosti anebo snizeni chemorezistence. Trans-nerolidol
v koncentraci 50 pg/ml zpusobil zvySeni akumulace doxorubicinu do bun¢k u obou
buné¢nych linii. Pfi méfeni vlivu valencenu se objevily vysoké smérodatné odchylky
a Z toho diivodu neni mozné jeho vliv jednozna¢né stanovit. Fluorescenni mikroskopie
byla pouzita za ucelem sledovani vlivu terpent na distribuci doxorubicinu uvnitt bunky.
Petriho misky, na které se buniky kviili naslednému foceni musi nasadit, se ukéazaly jako
nevhodné pro bunécnou linii A2780, které na nich viibec nenarostly. Tento problém by
se dal vyfesit napf. modifikaci povrchu misek potazenim vrstvou kolagenu. U bunék
SK-OV-3 nebyl pozorovan rozdil v distribuci doxorubicinu v buiikach po expozici

valencenu nebo trans-nerolidolu.
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7. ZAVER

e Byl prokazan antiproliferani uc¢inek doxorubicinu na obé testované bunécné
nadorové linie, tedy na SK-OV-3 i A2780. Antiprolifera¢ni aktivita byla
koncentracné zavisla. Citlivéjsi k doxorubicinu byla linie A2780, kde dochazelo
K vyznamnému poklesu proliferace bunék pii niz§ich koncentracich doxorubicinu

nez u linie SK-OV-3.

e Byl prokazan antiproliferatni Uc¢inek valencenu 1 trans-nerolidolu na obé
testované bunécné linie. CitlivéjSi k obéma terpeniim byla linie A2780. VéEtsi
antiprolifera¢ni aktivitu Kk obéma bunéénym liniim prokazal valencen.
Trans-nerolidol ovlivnil linii SK-OV-3 jen v mensi mife, po 72hodinové expozici

nejvyssi koncentraci nezptsobil pokles poctu zivych bunck pod 70 %.

e Zvysena produkce ROS byla pozorovana po ovlivnéni bunécné linie SK-OV-3
doxorubicinem a byla koncentra¢né zavisla. Terpeny na tuto buné¢nou linii
pusobily spise antioxida¢né. U linie A2780 doxorubicin a valencen neovliviioval

tvorbu ROS, trans-nerolidol v nejvyssi koncentraci tvorbu ROS zvySoval.

e Vypocet kombinac¢niho indexu prokazal jak synergické tak antagonické vztahy
terpeni k doxorubicinu, které se liSily podle doby expozice testovanymi latkami.
Z terapeutického pohledu nejsmérodatnéjsi délka expozice 72 hodin prokazala
u linie SK-OV-3 vztah mezi valencenem a doxorubicinem antagonicky a mezi
trans-nerolidem a doxorubicinem synergicky. Na linii A2780 ptlisobil valencen

i trans-nerolidol ve vztahu k doxorubicinu synergicky.

e Trans-nerolidol v nejvyssi koncentraci zptsobil zvySenou akumulaci
doxorubicinu do bunék obou bunéénych linii. Valencen vliv na akumulaci
doxorubicinu do bun¢k nemé¢l, ale vzhledem k velkym smérodatnym odchylkam

méfeni, neni mozné jeho potencialni ucinek vyloucit.

e Fluorescencni mikroskopii nebyl prokdzan vliv terpentt na distribuci

doxorubicinu do bunéénych kompartmentii u linie SK-OV-3
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8. Seznam zkratek

ARE — antioxidant response element

bax — Bcl2-associated X protein

bak 1 — Bcl2 antagonist/killer 1

bcl-2 — antiapoptoticky gen (,,B-cell lymphoma 2°)

BHT — butylhydroxytoluen

BRCA1, BRCA 2 — tumorsupresorové geny (,,breast cancer*)
CA 125 — onkogenni marker (,,cancer antigen 125%)

CAT - katalasa

Cdk4 — cyklin dependentni kinasa 4

Cl — kombina¢ni index

COX-2 — cyklooxygenasa 2

DCF — 2¢,7¢-dichlorofluorescein

DMSO - dimethylsulfoxid

DOX — doxorubicin

EDTA — ethylendiamintetraoctova kyselina

ELAM-1 - endothelial cell leukocyte adhesion molecule-1
Fa — ovlivnéna frakce bunék

FBS — fetdlni bovinni sérum

FPP - farnesyl pyrofosfat

GPx — glutathion-peroxidasa

H>DCFDA — 2¢,7¢-dichlorodihydrofluorescein diacetat
HE 4 — onkogenni marker (,,lidsky epididymalni protein-4°)
HMBGL1 — high mobility group box 1 protein

HO-1 — hem-oxygenasa 1

HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie
ICAM-1 — intercellular adhesion molecule 1

IL-1, IL-6, IL-8 —interleukin 1, 6, 8

INOS — indukovatelna NO-syntasa

Keapl - Kelch-like erythroid cell-derived protein

MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace

MMP-9 — matrixova metalopeptidasa 9
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NADPH - nikotinamidadenindinukleotidfosfat

NER — trans-nerolidol

NF-Kb — nukleédrni faktor kappa aktivujici B-bunky

NR — neutralni ¢erven

Nrf2 — nuclear factor erythroid 2—related factor 2

NRU — Neutral Red Uptake

NSAID — nesteroidni antiflogistika

ORAI1 — calcium release-activated calcium modulator 1
PARP — poly(ADP-ribosa)polymerasa

PBS — fosfatovy pufrovany fyziologicky roztok

Ras — onkogen (podle prvniho objevu ,,Rat sarcoma*)

Rb protein — retinoblastomovy protein

ROMA I, ROMA 11 — risk of ovarian malignancy algorithm
ROS - reaktivni formy kysliku

SOD - superoxid-dismutasa

TFI — treatment free interval

TNF-a — tumor nekrotizujici faktor alfa

TRPV1 — transient receptor potential cation channel subfamily V member 1
VAL - valencen

VEGF — vaskularni endotelialni ristovy faktor
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