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ABSTRAKT

Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickych véd

Kandidat: Klara Peskova
Skolitel: Ing. Petra Matouskova Ph.D.
Nazev diplomové prace: Vliv vybranych prenylflavonoidi na Uc¢inek cytostatik

v naddorovych bunkach

Prenylflavonoidy 6-prenylnaringenin a 8-prenylnaringenin a flavonoid naringenin jsou
latky s antiproliferatnimi vlastnostmi. Prenylflavonoidy najdeme pfedevsim v chmelu
a v pivu. Hlavnim zdrojem naringeninu jsou ptfedevsim citrusové plody. V této praci byl
jejich ucinek testovan pomoci testu neutralni ¢ervené na bunécnych liniich SW480
a SW620. Latky byly testovany na kazdé linii samostatné a poté kazda v kombinaci
s cytostatikem oxaliplatinou. Oxaliplatina se pouziva v 1é¢bé nadorovych onemocnéni.
bunécnych linii. Statistické vyhodnoceni vysledka bylo provedeno pomoci programu
Graphpad metodou One-way ANOVA v porovnani s kontrolou. Kombinac¢ni indexy

byly uréeny v programu Compusyn metodou dle Chou-Talalay.



ABSTRACT

Charles University
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Candidate: Klara Peskova
Supervisor: Ing. Petra Matouskova, Ph.D.
Title of diploma thesis: The impact of selected prenylflavonoids on the effect

of anticancer therapy in cancer cell lines

Prenylflavonoids 6-prenylnaringenin and 8-prenylnaringenin and flavonoid naringenin
are substances with anti-proliferative properties. Prenylflavonoids are present mostly
in hop and in beer. Main source of naringenin are primarily citrus fruits. In this diploma
thesis the effect of compounds was tested by neutral red uptake test in cell lines SW480
and SW620. These substances were tested individually and then in combination with
cytostatic agent oxaliplatin. Oxaliplatin is used in treatment of cancer disease.
6-prenylnaringenin was the most effective compound in both cell lines. Statistical
evaluation of the effect was carried out by Graphpad using the method One-way
ANOVA in comparison with control. Combination index was determined by software

program Compusyn using the method by Chou-Talalay.



1 UvVoD

Nédorova onemocnéni patii mezi nejCastéjsi ptiCiny umrti. Podle dostupnych dat bylo
v roce 2013 diagnostikovano 81 541 pacientli se zhoubnym novotvarem a 26 944 jich
v této souvislosti zemfelo. Kolorektalni karcinom se fadi na prvni mista vyskytu
nadorovych onemocnéni. Zakladni 1é€bou tohoto onemocnéni stale zlistava chirurgické

odstranéni kombinované s chemoterapii.

V poslednich letech se vyzkum zaméfuje na rostlinné metabolity, na zkoumani jejich
ucinku. Mezi tyto latky mizeme zaradit také sekundarni metabolity rostlin pattici
do skupiny flavonoidl. U této Siroké skupiny zalezi na substituentech, které se vazi
na zakladni flavanovou strukturu. Jednou z oblasti ve vyzkumu jsou prenylované
flavonoidy nachézejici se v nejvet§im mnoZzstvi v chmelu. Nejvice studovanou latkou je
xanthohumol a ndsledné dal$i jeho derivaty 6-prenylnaringenin a 8-prenylnaringenin.
Déle je vénovéna pozornost 1 latkdm obsazenych v citrusovych plodech, které vykazuji
stejné jako prenylované flavonoidy antioxidacni, protizdnétlivé a antiproliferativni

pusobeni. Mezi latky nalezené v citrusovych plodech patii také naringenin.

Velmi piinosné by bylo nalezeni latky, ktera by uc¢inné zastavila rakovinné bujeni

a mé¢la minimalni nezadouci u¢inky na lidsky organismus.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Kolorektalni karcinom

2.1.1 Epidemiologie a etiologie

Kolorektalni karcinom je zhoubné onemocnéni tlustého stieva a konecniku. Jedna se
o druhé nejcastéjsi maligni onemocnéni a nejcastéj$i maligni onemocnéni travici
soustavy ve vyspélych zemich. Béhem tohoto onemocnéni dochazi k nekontrolovanému

bunéénému rastu.

Dle statistickych udajii se Ceska republika fadi na paté misto vyskytu kolorektalniho
karcinomu. Od roku 1977, kdy jsou dostupna data, se zvySuje pocet postizenych touto
nemoci. Od 50-ti let véku dochazi ke zvysujici se incidenci tohoto onemocnéni. Muzi
jsou postizeni timto onemocnénim castéji neZ zeny. Vice nez polovina ptipada
kolorektalniho karcinomu je zjiSténa v pokrocilém stadiu, které ma horSi progndzu.
Mortalita na toto onemocnéni je vysoka. Kazdy rok je diagnostikovdno 8 000 novych

pacientii a polovina z nich umira (Epidemiologie zhoubnych nadori v Ceské republice).

Béhem poslednich let dochazi ke snizovani mortality. Jednim z velkych divodi miize

byt 1 v€asna diagnostika diky ploSnému screeningu.

C18=C21 = Tlusté strfevo a konecnik

srovnani incidence v CR = ostatnimi zemémi svéta, ASR - svétowd standard
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Obr. 1 Porovnani vyskytu kolorektalniho karcinomu v jednotlivych zemich

(Epidemiologie zhoubnych nadorii v Ceské republice)
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Obr. 2 Vekove rozlozeni vyskytu kolorektalniho karcinomu (Epidemiologie zhoubnych

nadorii v Ceské republice)

RozliSujeme dva zakladni typy kolorektalniho karcinomu. Sporadicky typ je tvofen
80 % vyskytu vsSech pripadi kolorektadlniho karcinomu, ktery vznikd v disledku
postupné akumulace mutaci. Druhy, hereditarni, typ se vyskytuje ve 20 % vsech ptipadi
a vzniké na podkladu zdédéné mutace. Zde fadime syndrom mnohocetné adenomat6zni
polyp6zy, syndrom familidrniho vyskytu nepolypdznich karcinomt tlustého stfeva
(Lynchiiv syndrom). V ptipad¢ podezieni, ze se jedna o dédicnou formu, je indikovano

genetické vySetieni (Divis et al. 2016; Zavoral et al., 2013).

2.1.2 Patogeneze

Pti vzniku kolorektalniho karcinomu se postupné akumuluji genetické mutace
a epigenetické zmény. Dochazi k pfestavbé normalni stfevni sliznice na nddorovou tkan.
RozliSujeme tifi patologické cesty vzniku kolorektalniho karcinomu. Jednou
z nejCastéjSich je chromozomadlni instabilita. DalSi dvé méné casté cesty jsou
mikrosatelitni instabilita a metylace CpG ostrivkl (Kral et al., 2016; Suchanek et al.,
2011).

2.1.2.1 Chromozomalni instabilita
Touto cestou vznikd asi 70 % piipadl kolorektalniho karcinomu. Dochdzi k hromadéni
strukturnich a numerickych abnormalit na chromozomu, které mohou vést k chybnému
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poctu chromozomti, zmnozeni DNA nebo k chromozomovému pieskupeni. Pii této
poruse se objevuje mutace ve specifickych onkogenech a tumor supresorovych genech

mezi které patii TP53a APC gen (Kral et al., 2016).

2.1.2.2 Mikrosatelitni instabilita

Zde dochazi k mutaci gentl, které opravuji parovani bazi nukleotida pii replikaci DNA.
Pfi jejich tvorbé muze dojit ke Spatnému parovani bazi a geny MutS Homolog 6
(MSH6), MutS Homolog 2 (MSH2), MutL Homolog 1 (MLH1) vyhledaji toto Spatné
parovani a zajiSt'uji jejich napravu. Pfi mutaci t€chto genli nedochazi ke spravné opravé

DNA a baze jsou Spatné sparované (Kral et al., 2016).

2.1.2.3 Metylace CpG ostruvkii

Metylace ovliviiuje zejména promotorovou oblast genu tim, Ze sniZi jeho expresi. V této
oblasti byva zvyseny vyskyt CG dinukleotidu, na kterém mize dochazet k metylaci.
Geny, které jsou ovlivnény hypermetylaci promotorové oblasti jsou piedev§im APC,
MCC, MLH1, O°-methylguanin DNA methyltransferaza (MGMT) a dal3i (Kral J. et al.,
2016). MGMT hraje dtilezitou roli v patogenezi kolorektalniho karcinomu. Jeji funkci
je ochranovat bunky pied plsobenim exogennich karcinogeni odstranovanim
alkylskupiny z pozice O°-guaninu. Alkyl se navaZe na promotorové misto v enzymu
a tim dochézi k obnové guaninu. Tato reakce je ireverzibilni a musi byt syntetizovan

novy enzym (Kral et al., 2016).

2.1.3 Faktory vzniku kolorektalniho karcinomu
Faktory, které mohou zplsobit vznik kolorektalniho karcinomu, mizeme rozd¢lit

na ovlivnitelné a neovlivnitelné.

Mezi neovlivnitelné faktory fadime vék, pohlavi, genetickou predispozici a rasovou
piislusnost. Vék je jeden z hlavni faktorl vzniku kolorektdlniho karcinomu. U lidi
nad 50 let v€ku dochdzi k vyraznému ristu incidence. Nejvice ohroZenou populaci jsou
lidé ve v€ku mezi 70 a 75 lety. Vice ohroZeni jsou muZi nez zeny. Dle studii bylo

zjisténo, ze kolorektalni karcinom se objevuje ve vétsi mite u ¢ernosské populace.

Mezi faktory ovlivnitelné fadime sloZeni potravy. Negativni vliv md vysoky piijem
tuénych jidel, ¢erveného masa. Nevhodné je také jeho Casté upravovani smaZenim,

grilovanim a pefenim. ZvySeny vyskyt kolorektidlniho karcinomu se objevuje také
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u osob s abdomindlni obezitou. DalSimi faktory, které mohou zptisobit vznik karcinomu
je koufeni cigaret a zvySend konzumace alkoholu. Naopak zvySeni piijmu zeleniny,
vitamini A, C, E a minerali selenu a vapniku v potravé a dostatek pohybu snizuje

riziko vzniku kolorektalniho karcinomu.

Vyznamny vliv na vznik karcinomu mohou mit také dysplastické zmény, ulcerdzni

kolitida, Crohnova choroba (Program kolorektalni screeningu).

Pacienti s diabetem 2. typu maji vyssi riziko vzniku kolorektalniho karcinomu. (Divis et
al., 2016).

Mezi dalsi faktory ovliviujici vznik kolorektalniho karcinomu fadime 1é¢iva. Kladny
vliv na snizeni rizik maji nesteroidni antiflogistika. Pacienti uzivajici dlouhodobé
aspirin nebo jind protizanétlivd 1é€iva maji nizsi riziko vzniku onemocnéni. Déle je
dikaz, ze Zeny, které v menopauze uzivaji dlouhodob¢ hormondlni ptipravky, maji nizsi
riziko vzniku kolorektalniho karcinomu. Jejich nevyhodou je ale i zvySené riziko
karcinomu prsu a také kardiovaskularnich onemocnéni. Proto nelze doporucit uzivani
téchto latek z hlediska jejich dalsich nezadoucich uc¢inka. TakZe pacienti, ktefi je uzivaji
dlouhodob¢ vzhledem k jinym zdravotnim problémim, maji niz§i riziko vzniku

karcinomu (American Cancer Society, 2014).

2.1.4 Priznaky

V pocatecnich stadiich je onemocnéni bez piiznaki. Pozdéji poté dochazi k objeveni
riznych ptiznakl. Mezi tyto priznaky mizeme zaradit: krvaceni z kone¢niku nebo krev
ve stolici, tmavou nebo cernou stolici, zmény ve stfevni cinnosti, diskomfort
v podbtisku, snizeni chuti k jidlu, zacpu nebo prijem, ndhly ubytek hmotnosti. Nekdy
muize krvaceni a ztrata krve vést k anémii a dochdzet k tinavé, vycerpani, ospalosti

a celkové slabosti (Divis et al., 2016; Suchanek et al., 2011).

2.1.5 Diagnostika a screening
V Casném stadiu je onemocnéni asymptomatické, pozdé¢ji se mohou objevovat nékteré
z ptiznakili, proto je dilezity screening v populaci, aby bylo onemocnéni zachyceno

v raném stadiu a byla co nejvétsi Sance na vyléceni.

V piipad€ nalezeni naddoru jsou nezbytna histologickd vySetfeni na urceni lokalizace,

rozsahu a biologického chovani nadoru. Zakladnim vySetfenim je vySetfeni per rektum.
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Zlatym standardem pro diagnostiku je endoskopické vysetieni kolonoskopie
pro vysokou senzitivitu s moznosti bezprostiedni intervence. Jednou z velkych nevyhod
kolonoskopie je, ze hodné pacientli ma nespravné piipravené sttevo pro vysSetfeni. Zde
potom hrozi riziko pfehlédnuti kolorektalni neoplazie. Nutny je poté Castéjsi interval
mezi vySetfenimi nebo opakovani vykonu. Poté je provadéno CT bticha a malé panve,
skiagram ¢i CT hrudniku a u karcinomu rekta jesté vysetfeni endosonografické
¢i zobrazeni malé¢ panve magnetickou rezonanci (Divi§ et al., 2016). K monitoraci

efektu 1éCby jsou odebirdny onkomarkery (CEA a CA19-9) (Divi§ et al., 2016;
Suchanek et al., 2011).

Od roku 2014 bylo v Ceské republice zahdjeno adresné zvani ob&antl na preventivni
vySetieni. Dochazi k ploSnému vySetifovani obcCani za uclelem vcasné detekce
kolorektalniho karcinomu, kdy pacienti jeSt€¢ nemaji pfiznaky. U kolorektalniho
karcinomu dochazi k pravidelnym testim na okultni krvaceni do stolice (TOKS) nebo
provedeni primarniho kolonoskopického vysetfeni. Lidé ve véku od 50 do 54 let
by méli pravidelné jednou ro¢né podstoupit vySetfeni na okultni krvaceni do stolice.
Vysetteni je zcela nendrocné a testy jsou k dostani u praktickych lékait. U lidi starSich
55 let se mtize pokracovat v testech na okultni krvaceni do stolice nebo je zde mozné
kolonoskopické vySetieni. V piipadé, ze je toto vySetieni bez nalezu, postaci ho provést

jednou za 10 let (Divis et al., 2016).

2.1.5.1 Test na okultni krvaceni

Jedna se o test, ktery zachycuje krev ve stolici. Existuji dva typy téchto testt. Oba typy
testli jsou zaloZeny na detekci hemoglobinu. Prvni typ je guajakovy test, od kterého
se ustupuje. Jeho nevyhodou bylo, Ze je nezbytné ve stravé eliminovat potraviny, které
by mohly zkreslovat vysledky. Jednd se o potraviny obsahujici hemoglobin.
Dle doporuceni bylo nutné vyhnout se protizanétlivym 1é€ivym ptipravkiim, Cervenému
masu, alesponn tfi dny pfed testovdnim, aby bylo zabrdnéno faleSné pozitivnim
vysledklim. Nyni uZ se pouziva imunologicky typ testu, u kterého toto omezeni odpada.
Dochazi zde k detekci hemoglobinu pomoci monoklonalni protilatky, kterd rozpozna
lidsky hemoglobin. Jednd se o velmi citlivy typ testu. Tyto imunochemické testy
milZeme rozdélit na kvalitativni a kvantitativni. Kvalitativni test ukédze, zda je vysledek
pozitivni, ¢i negativni. Kvantitativni vyhodnoti mnoZstvi hemoglobinu ve vzorku

(American Cancer Society, 2014; Divis et al. 2016).
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V piipadé pozitivity testu je pacient odesldn na kolonoskopické vySetfeni, kde je
zjiStovano, zda se jedna o polypy ¢i rakovinu. Timto testovanim byla velmi sniZzena
umrtnost na kolorektalni karcinom. Dale byly odhaleny a v¢asné 1éCeny prekancerdzni
polypy. Je nutné dodrzovat urcité zasady a pouzivat kvalitni testy, aby byl screening

efektivni.

Pokud test vyjde pozitivni, neznamena to, ze se jednd o kolorektalni karcinom. Krev
ve stolici mulze byt zplsobena pritomnosti polypti, Crohnovou chorobou

¢i diverkulitidou. Proto je nezbytné podstoupit dalsi vySetieni.

V dnesni dobé se daji testy zakoupit 1 bez doporuceni lékafe a provést testovani

v domacich podminkach.

2.1.6 Klasifikace

Od roku 2011 je u nas pouzivana TNM klasifikace zhoubnych novotvart. Pismenem T
se oznaCuje rozsah primarniho naddoru. Pismeno N zna¢i nepfitomnost ¢i piitomnost
a rozsah metastaz v regionalnich miznich uzlinach a pismeno M ukazuje pfitomnosti
¢inepiitomnost vzdalenych metastaz. Ke kazdému pismenu se dale ptifazuji Cisla,

kterymi je dan rozsah postizeni.

Tab. 1 TNM klasifikace — pismeno T: rozsah primarniho nadoru (Zavoral et al,. 2013)

T
Tx Nador nemiize byt vyloucen
TO Zadny primarni nador
. Karcinom in situ, invaze do lamina propria
1 mucosae
T1 Invaze do submukézy
T2 Invaze do muskularis propria
T3 Invaze ptes muskularis propria
T4a Nédor prortista na visceralni peritoneum
T4b Nédor prortista do okolnich organii
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Tab. 2 TNM klasifikace — pismeno N: metastazy v regionalnich miznich uzlindch

(Zavoral et al., 2013)

N

NO
N1
Nla
N1b

Nlec

N2

N2a
N2b

Postizeni uzlin nemize byt vylouc¢eno
Bez postizeni regionalnich lymfatickych uzlin
Postizeni 1 — 3 regionalnich lymfatickych uzlin
1 uzlina
2 — 3 uzliny
Satelity v subserdze, bez postizeni
regionalnich lymfatickych uzlin
Postizeni 4 a vice regionalnich lymfatickych
uzlin
4 — 6 uzlin

7 a vice uzlin

Tab. 3 TNM klasifikace — pismeno M: vzdalené metastazy (Zavoral et al., 2013)

M

Mo
M1

Mla

Mi1b

Vzdalené metastazy nemohou byt vylouceny
Bez vzdalenych metastaz
Vzdalend metastaza
Metastaza omezena na jeden organ (jatra,
plice, vajecnik, neregionalni lymfatické uzlina)
Metastaza ve vice nez jednom organu nebo

postiZeni peritonea

Pro snadné¢jS$i pouziti TNM klasifikace v klinické praxi, je kolorektalni karcinom

rozdélen do péti zdkladnich stadii, které z této klasifikace vychézeji.

Tab. 4 Stadia kolorektalniho karcinomu dle TNM klasifikace (Divis et al., 2016)

Stadium 0 Tis, NO, MO

Stadium I T1-2, NO, MO

Stadium II T3-4, NO, MO
Stadium III Jakékoliv T, N1, N2, MO
Stadium IV Jakékoliv T, jakékoliv N, M1 + lokaln¢

pokrocilé inoperabilni onemocnéni
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2.1.7 Lécba

Mezi terapeutické postupy v 1é€bé kolorektalniho karcinomu patii chirurgicka 1écba,
chemoterapie, cilena biologickd 1é€ba nebo radioterapie. Pro vybér 1éCby je dualezita
spravnd diagnostika a urceni velikosti a rozsahu nadoru dle klasifikace TNM.

Nejuspesnéjsi je 1é¢ba pii zachyceni onemocnéni ve velmi ¢asném stadiu.

V ptipadé ¢asného stadia je indikovana chirurgicka resekce. U malych typa nadort je
mozné odstranéni pii kolonoskopickém vySetfeni. Pokud je nador pokrocily ptistupuje
se k neoadjuvantni chemoradioterapii, coZ je kombinace radioterapie a chemoterapie.
Snizuje se tak riziko lokalni recidivy a prodluzuje se preziti. Dale miize po této terapii

dojit ke zmenSeni naddoru a zvySuje se moznost resekce bez trvalé kolostomie.

Po resekci primarniho nadoru je na zéklad€ histologického vySetteni rozhodnuto
o indikaci adjuvantni (zajisStovaci) chemoterapie (Divi$ et al., 2016). Tim se piedchazi
recidivé onemocnéni a dochazi ke zni€eni zbyvajicich nadorovych bunék. Nejobtiznéjsi
na lé€bu jsou rozSifend metastatickd loZiska kolorektalniho karcinomu, kterd nejcastéji
vznikaji v jatrech, ale objevuji se i1 v plicich a v jinych organech. NejCastéji pouzivana
cytostatika v 1écbé kolorektdlniho karcinomu jsou 5-fluorouracil, irinotekan,
oxaliplatina, kapecitabin, raltitrexed. Déale miize byt pouZzita cilend biologicka 1écba,
ktera se uplatiluje pfedevSim u pacientli s metastdzemi a kombinuje se s chemoterapii

(Divis et al., 2016).

Dle klinické klasifikace kolorektalniho karcinomu u stadia 0 a I je doporucovana
chirurgickd 1écba a adjuvantni chemoterapie neni indikovana. U stadia II a III také
dochazi k chirurgickému zakroku a po dobu 6 mésicti probiha adjuvantni chemoterapie,
kde zélezi na ptfesném zhodnoceni stavu pacienta. U posledniho ¢tvrtého stadia probiha

systémova paliativni chemoterapie a cilend 1é€ba metastatického karcinomu (Divi§ et

al., 2016).

2.1.8 Nezadouci ucinky lé¢by

Nezadouci ucinky vyvolava predev§im 1é€ba pomoci chemoterapie. Latky pouzivané
pii chemoterapii dokdzou zni€it rychle rostouci a mnozici se buiiky, ale nerozliSuji,
zda jsou to buniky rakovinotvorné nebo télu vlastni a jsou poskozeny i1 zdravé buriky.
Velmi cCastym nezddoucim ucinkem je zvraceni a nevolnost. Byva zde i ztrata chuti

k jidlu. Tyto ptfiznaky je mozné ovlivnit n€kterymi dietnimi opatienimi (malé porce
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jidla, pouzivat z Iékarny dostupné vyzivové dopliiky, napt. Nutridrinky, aby byl zajistén

alesponi n¢jaky ptijem zivin, konzumovat spiSe studend, netucna a nesmazena jidla).

Chemoterapie také vyznamné ovliviiuje krvetvorbu. Dochdzi ke snizeni poctu
jednotlivych krevnich bunék. Pii snizeni poctu bilych krvinek hrozi riziko infekce.
Pti snizeni krevnich desticek mtize byt zvysené riziko krvaceni, mohou vznikat modfiny
na kuzi, objevit se krev v moci. V pripadé¢ nedostatku cervenych krvinek dochazi

k anémii a s tim souvisejici unavé, vyCerpani, ospalosti a slabosti.

Dalsim problémem zejména plisobicim na psychickou stranku jedince je vypadavani
vlast. Po skonfeni chemoterapie dochazi k jejich opétovnému ristu. Tento problém

se muze fesit pomoci paruky.

Po chirurgickém zékroku se objevuji bolesti bficha. Je dalezité ranu kontrolovat, aby
nedoslo k infekci. V piipadé stomie jsou nutna hygienickd opatfeni a muze dojit

k podrazdéni pokozky.

2.2 Humulus lupulus

Rostlinu Humulus lupulus, chmel otacivy, fadime do Celedi Cannabaceae, konopovité.
Jedna se o trvalou, dvoudomou rostlinu. Jeji kvétenstvi jsou snadno rozliSitelna.
Je celosvétoveé znama diky tomu, Ze je to jedna ze zakladnich slozek pro ptipravu piva.
Chmel otac¢ivy ma dlouhou historii v pouzivani v tradi¢ni medicing, kde je doporucovan
jako mirné antidepresivum, proti nespavosti, nervozité. V tradi¢ni ¢inské mediciné ma
Siroké uplatnéni pti 1é¢bé nespavosti, dyspepsie, neklidu a pii dalsich nemocech. Vybor
HMPC (Committee on Herbal Medicinal Products), ktery patti pod Evropskou lékovou
agenturu, vydal zpravu o pouzivani chmelu pfi stfednich obtizich na uvolnéni stresu
a nespavosti. Hlavnimi rostlinnymi metabolity identifikovanymi v chmelovych §isticich
jsou predevsim terpeny, hotké kyseliny a chalkony. Terpeny byly zjistény jako éterické

oleje, mezi které patii karyophylen a farnesen (Zanoli Paola a Zavatti Manuela, 2008).

Hotké kyseliny jsou fluoroglucinolové derivaty, které obvykle rozdélujeme
na a-kyseliny a f-kyseliny. Hlavnimi o-kyselinami jsou humulon, cohumulon
a adhumulon. U B-kyselin je pojmenovani analogické a hlavnimi kyselinami jsou
lupulon, colupulon a adlupulon. a-kyseliny jsou dulezit¢é pro vyrobu piva, protoZe

se podileji na udrzeni stability pivni pény a uplatfiuji se pro svou antibakteridlni
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aktivitu. Teplem a vys$§im pH isomeruji na iso-a-kyseliny, které jsou vice hoiké

a zpusobuji typickou chut’ piva (Zanoli Paola a Zavatti Manuela, 2008).

Dalsimi obsahovymi latkami jsou prenylflavonoidy, zejména xanthohumol,
isoxanthohumol, 6-prenylnaringenin a 8-prenylnaringenin. Nejvétsi mnozstvi téchto

latek nalezneme predevsim v samicich Sisticich.

Béhem rustu a dozravani rostliny dochdzi ke zménam obsahu jednotlivych latek. Tyto

zmény také zavisi na druhu chmele a podminkéch péstovani.

2.3 Prenylflavonoidy

Prenylflavonoidy jsou pfirodni latky, které fadime mezi flavonoidy. Flavonoidy jsou
jedna znejvétSich skupin sekundarnich metabolitti rozsitenych v mnoha rostlinnych
druzich. Zakladni strukturou je flavanovy cyklus (2-fenyl-benzo-y-pyran). Sklada
ze dvou benzenovych jader (kruhy A a B), které jsou spojeny pies vazbu s kyslikem
a vytvari pyranovy kruh. Kruh C muze byt také otevien a tyto derivaty se poté nazyvaji
chalkony. Biologickd aktivita flavonoidli zavisi na struktufe slouceniny, mnozstvi

a pozici substituentti (Venturelli et al., 2016).

Obr. 3 Flavanovy skelet (Chemické listy 106, 2012)

Na tento zékladni skelet mohou byt navazany rtzné substituenty. Jednim z nich jsou
také jedna nebo vice prenylovych skupin. Tyto derivaty se nachéazeji v rtiznych
rostlinnych fadech, nejvice je jich vSak v téchto tfech: Asteraceae, Cannabaceae
a Leguminoseae. Z téchto fadl je nejvysSsi obsah prenylflavonoidii nalezen v rostling
Humulus Lupulus (chmel otacivy). Prenylova skupina v molekule zvySuje jeji lipofilitu,
afinitu k membrandm a transmembranovy pifenos. Ve vyzkumné oblasti je o tyto

slouceniny velky zajem, diky jejich rozliénému piisobeni na lidsky organismus. Plsobi
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jako fytoestrogeny, maji antioxida¢ni, antikoagulacni, protizanétlivy, protimikrobni,
protivirovou a anthelmintickou aktivitu a také protirakovinné ptisobeni (Venturelli et

al., 2016).

Nejznaméjsi zastupce téchto sloucenin je xanthohumol, ktery se v chmelu vyskytuje
vnejvétsim  mnozstvi.  DalSimi  sloueninami  jsou  desmethylxanthohumol,
6-prenylnaringenin, 8-prenylnaringenin, isoxanthohumol, kterych se nachazi

v rostliné mensi mnozstvi.

2.3.1 Metabolismus prenylflavonoidiu

Pro lidsky organismus jsou prenylflavonoidy cizorodymi latkami, xenobiotiky,
a organismus ma rizné nastroje na jejich odstranéni. Jednou z cest metabolizace
prenylflavonoidii je jejich prestup pies sténu tenkého stfeva do krve a nasledna
konjugace v jatrech s kyselinou glukuronovou. Tento konjugat je nasledné¢ vyloucen
zIu¢i do tenkého stieva a dale preménovan bakteriemi tlustého stieva. Prenylflavonoidy
mohou byt také metabolizovany oxidaénimi reakcemi zprostfedkovanymi pirevazné

cytochromem P450.

Xanthohumol a dal$i prenylflavonoidy, které se nachazeji v chmelu, prochdzi béhem
piipravy piva a naslednou konzumaci riiznym metabolismem. Dominantnimi latkami
v chmelu jsou xanthohumol a desmethylxanthohumol. Tyto latky jsou béhem procesu
piipravy piva teplem preménovany na dalsi derivaty. Xanthohumol je preménovan
na prenylflavonoid isoxanthohumol a z desmethylxanthohumolu vznika racemicka smés
6-prenylnaringeninu a 8-prenylnaringeninu. Isoxanthohumol je dale v travicim traktu
pomoci stfevnich bakterii metabolizovan O-methylaci na 8-prenylnaringenin (Zanoli

Paola a Zavatti Manuela, 2008).

2.3.2 Antioxidacni vlastnosti

Antioxidaéni vlastnosti prenylflavonoidii se projevuji n€kolika zptsoby. Plisobi jako
lapac¢i volnych reaktivnich castic, jsou schopny inhibovat aktivitu lipooxygenas
a chelataci kovovych iontl brani jejich katalytické ¢innosti a tim vzniku reaktivnich

castic (Karabin et al., 2012).

Reaktivni castice jsou zejména formy kysliku, radikdly, mezi které tadime

hydroperoxidovy, hydroxylovy, superoxidovy. Tyto molekuly mohou podnitit sled

20



reakci, kterymi jsou v organismu modifikovany polynenasycené mastné kyseliny,
proteiny a nukleové kyseliny (Karabin et al., 2012). Tyto zmény mohou souviset

s rozvojem civiliza¢nich onemocnéni, jednim z nich mtize byt rakovinné postizeni.

Dale mohou také inhibovat lipooxygenasu, coz ma velky vyznam pro rozvoj
ateroskler6zy. Pri vzniku ateroskler6zy dochazi k oxidaci lipidovych slouéenin
a prenylované flavonoidy jsou schopny této reakci branit. Také mohou inhibovat
nékteré typy lipooxygenas. Inhibice mtize byt zajisténa nékolika mechanismy, chelataci
iontl Zeleza, pohlcovanim vzniklych hydroperoxidii. Zde to zavisi hlavné
na prostorovém uspofadani jednotlivych molekul a na polohach jednotlivych skupin

v molekule (Karabin et al., 2012).

2.3.3 Protirakovinné pisobeni

Rakovinné onemocnéni je ve vyspélych statech jednou z nejCastéjSich pfiin tmrti.
Neustale se hledaji nové latky, které maji chemoprotektivni u¢inek. Do poptedi zdjmu
se dostavaji rostlinné metabolity a jednim z nich jsou 1 prenylflavonoidy. Jednim
z mechanismti, ktery ptisobi proti vzniku rakovinnych bun¢k je inhibice metabolické
aktivace enzymti. Behem odstranovani xenobiotik z lidského organismu dochdzi k fadé
reakci, které¢ vedou ke zvySeni polarity dané slouceniny, aby byla dobife rozpustna
ve vod¢ a dala se snadno vyloucit z organismu. Tyto reakce probihaji ve dvou fazich.
V prvni fazi dochdzi k oxida¢nim, demethylacnim a hydroxyla¢nim reakcim pomoci
cytochromu P450. Druhd faze spocCiva v konjugaci téchto produktli s malymi
molekulami, jako jsou glycin, cystein, glukuronat. Tim dochdzi ke zvySeni polarity
molekuly. VSechny tyto reakce mohou vést nejen k detoxifikaci, ale také ke vzniku
toxickych produktii, kancerogenli, mutagent. Prenylflavonoidy mohou ovliviiovat
a inhibovat néktery zenzymil a tim snizovat vznik toxickych produktd. Maji vliv
na metabolismus heterocyklickych aminii a benzopyrenu, které vznikaji pfi Gpravée

potravin (Karabin et al., 2012).

Dale mohou ptlisobit na enzymy druhé faze, kde dochazi k jejich indukci. Jednim
z téchto enzymii je NAD(P)H: chinonreduktasa katalyzujici pfeménu chinonid redukci
na hydrochinony. Hydrochinony jsou vhodnéjSimi substraty pro néslednou konjugaci.
V experimentech bylo prokdzano, Ze piitomnost prenylové skupiny je pro tento typ

indukce nezbytna. Slouceniny bez této skupiny jsou prakticky netcinné. V ptipade, ze

21



dojde ke vzniku nadoru selhdanim ochrannych mechanismi, jsou nastartovany dalsi

mechanismy, které tento proces zpomali ¢i zastavi (Karabin et al., 2012).

Prenylflavonoidy vykazuji i antiproliferacni ucinek. Je zfejmé, ze nckteré nadorové
onemocnéni je spojené se vznikem chronického zéanétu, kdy dochéazi k produkci
protizanétlivych faktord prostaglandinii a oxidu dusnatého. ZvySena tvorba
protizanétlivych faktord je zplsobena aktivaci regulacniho jaderného faktoru kB, ktery
nasledné podniti transkripci genu pro tvorbu enzymu cyklooxygendzy, zejména COX-2
a nasledné¢ dochazi ke vzniku prostaglandinii, kyseliny arachidonové. Pfi nadmérné
produkci kvili narusené regulaci muze dojit ke vzniku rakovinného bujeni.
Prenylflavonoidy zde mohou pulsobit svymi antiproliferacnimi ucinky na inhibici
jaderného faktoru xB a dochazi tak ke snizené produkci vSech faktorti ovliviiujicich

zanét (Karabin et al., 2012).

2.3.3.1 O-prenylnaringenin

Ptirodni zdroje 6-prenylnaringeninu jsou velmi vzacné. Malé mnozstvi najdeme
v chmelovych Sisticich, ale vétSina 6-prenylnaringeninu se tvofi az béhem vyroby piva
z desmethyxanthohumolu. 6-prenylnaringenin je inhibitor cytochromu 1A2, ktery hraje
roli v metabolismu estrogenii a nékterych xenobiotik, napf. kofeinu. Vykazuje
antiproliferacni, antioxidacni aktivitu. U tohoto prenylflavonoidu ve vysokych
koncentracich nachazime cytotoxicky uc¢inek. Mechanismus Ucinku je zatim nejasny.
Zda se, Ze je nezavisly na aktivaci kaspazy 3 a nejsou zde typické znaky bunck

podstupujici apoptézu. Vykazuje jen malou estrogenni aktivitu (Venturelli et al., 2016).

OH

HO O

= OH O

Obr. 4 Vzorec 6-prenylnaringeninu (Venturelli et al., 2016)
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2.3.3.2 8-prenylnaringenin

8-prenylnaringenin mizeme nalézt v chmelu. DalSim jeho zdrojem je pfeména
desmethylxanthohumolu na  8-prenylnaringenin a také 6-prenylnaringenin.
8-prenylnaringenin dale vznikd preménou isoxanthohumolu stfevni mikroflorou.
Podobné jako 6-prenylnaringenin i 8-prenylnaringenin je inhibitorem cytochromu 1A2.
Dale pasobi 8-prenylnaringenin jako slaby inhibitor COX-1. U 8-prenylnaringeninu
nachazime i vyraznou estrogenni aktivitu. To je vyznamné piredevSim pro zeny béhem
klimakteria, kdy dochazi k hormondlnim zménam, zejména ke snizeni produkce
estrogenti. To ma za nasledek nezadouci G¢inky a jednim z nich je ubytek kostni hmoty
a vy$si riziko zlomenin. Dale se objevuji neptijemné ptiznaky spojené s menopauzou,
kam mlZeme zatfadit poceni, navaly horka, poruchy spanku, Casté zmény nalad,
deprese. Tyto pfiznaky mohou byt zmirnény pomoci fytoestrogenli a chmel je jednim
ze zdroji. Dtive se ptredpokladalo, Ze nejvétsi fytoestrogenni aktivitu ma xanthohumol.
Nyni je povazovan 8-prenylnaringenin za neju¢innéjsi z izolovanych fytoestrogeni.
8-prenylnaringnenin ovliviiuje estradiolové receptory, u kterych rozliSujeme dva
subtypy: ERa a ERB. V¢étsi afinitu nachazime k receptoru ERa. Dale vykazuje ufinek
antiestrogenni tim, ze ptisobi kompetitivni inhibici a miize zabranit estrogenu navazat
se na receptor. Nedostatek hormonti je dnes kompenzovan hormonalni substitu¢ni
terapii, kdy dochdzi k aplikaci velké davky hormonti. Dochazi zde sice ke snizeni
projevii  klimakteria, ale mohou se objevit zavazné nezddouci ulinky
na kardiovaskularni systém, je zde vyssi riziko karcinomu dé€lohy a prsu a vyssi riziko
vzniku trombdzy. To je rozdil od fytoestrogenli, u kterych zatim zadné z téchto

nezadoucich ucinki zjistény nebyly (Venturelli et al., 2016; Karabin et al., 2012).

Y
[
OH O

Obr. 5 Vzorec 8-prenylnaringeninu (Chemicke listy 106, 2012)
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2.4 Naringenin

Naringenin je rostlinny metabolit, ktery se nachazi ve vysoké koncentraci piredevSim
v citrusovych plodech. V nizké koncentraci se objevuje i v rajatech. Patii do skupiny
flavonoidii a podskupiny flavanont. Zékladem struktury naringeninu je flavanovy
skelet. Na tento skelet jsou navazany v molekule naringeninu tfi hydroxylové skupiny.
Naringenin je testovanou latkou pro jeho antiproliferativni, antioxidacni, protizanétlivé
ucinky. Existuje v nékolika formach, nejcastéji ve tfech hlavnich: glykosylovany,
ve form¢ aglykonu a neohesperidosid. V pomeranich a grapefruitech se vyskytuje
v glykosylovanych forméach. V pomeran¢ich je hlavni formou naringeninu narirutin.
V grapefruitech se nachazi naringenin-7-neohesperidosid, neboli naringinin.
Biodostupnost naringeninu zavisi na tom, v jaké form& se vyskytuje. Ve formé
aglykonu piechdzi ptes sténu tenkého stfeva do krve pomoci pasivniho transportu,
na rozdil od glykosylovanych forem, které jsou vice hydrofilni. U nich dochazi velmi
casto k enzymatickému odstépeni cukerné slozky pomoci stievnich bakterii (Mir et al.,

2014).

U naringeninu pozorujeme antiproliferativni t€¢inek. Mechanismem ucinku je indukce

apoptozy, inhibice protizanétlivych markera a zastaveni bunécného cyklu.

Naringenin piisobi proti vzniku aterosklerozy. Pti tomto onemocnéni dochéazi k oxidaci
lipida a vzniku zanétu. Pi1 zvySené produkci reaktivnich kyslikovych radikalt dochazi
k aktivaci bun€k imunitniho systému a tvorbé prozanétlivych cytokind, jako je TNF-a.
Naringenin pusobi proti volnym radikalim a snizeni tvorby TNF-a, ¢imz dochézi

ke snizeni zanétlivé odpovédi a rizika vzniku aterosklerdzy.

U naringeninu se vyskytuje protizdnétlivy, antiproliferativni u¢inek, ptsobi jako lapac
volnych radikald, moduldtor imunitniho systému. Tyto G¢inky naringeninu mohou byt

pouzity v prevenci a 1é€b¢ celé fady onemocnéni.

OH O

HO (o) ‘
OH

Obr. 6 Vzorec naringeninu (Mir and Tiku, 2014)
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2.5 Oxaliplatina

Oxaliplatina je derivat sloucenin platiny, ktery se fadi do tfeti generace téchto
sloucenin. Je pouzivany k 1é€bé onkologickych onemocnéni. Jednd se o nejnoveéjsi
derivat platiny, ktery je pouzivan ve standardni chemoterapii. Od karboplatiny
a cisplatiny se tato sloucenina lisi strukturou. Oxaliplatina nema ve své molekule volné
aminoskupiny, ale obsahuje cyklus zvany diaminohexan, ve kterém jsou molekuly
dusiku, které jsou soucasti aminoskupin, vdzané v tomto diaminohexanovém cyklu.
Je to sloucenina, ktera je snadno rozpustnd ve vodé a téméf nerozpustna v etanolu
a acetonu. Jedna se o zékladni slouceninu, ktera se pouziva k 1é¢bé metastatického
kolorektalniho karcinomu. Dalsi slouceniny platiny, karboplatina a cisplatina, jsou
v klinické praxi také pouzivané, ale u kolorektalniho karcinomu jsou neGcCinné.
Oxaliplatina se podava nejCastéji v kombinaci s 5-fluorouracilem nebo cilenou
protinadorovou lécbou, aby se piedeslo piipadné rezistenci a byla zajiSténa dostatecna

lécba (Aclindor et al., 2011; Melichar, 2005).

o
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Obr. 7 Vzorec oxaliplatiny (Graham et al., 1999)

2.5.1 Mechanismus ucinku

Oxaliplatina plsobi cytotoxicky na bunky. Pasobeni spocivd v poSkozeni DNA
a aktivaci apoptdzy. Ta mize byt aktivovana n€kolika cestami: poSkozeni tvorby DNA,
zastaveni DNA syntézy, inhibice syntézy RNA a spusténi imunologické reakce

(Aclindor et al., 2011).

Po vstupu do buniky dochazi v jeji molekule k nahrazeni oxalatové skupiny vodou nebo
nukleofilnimi jonty (HCO?). Vyhodou je, Ze biotransformace neovliviiuje cytochrom

P450, a proto zde neni ptili§ velké riziko lékovych interakci.

2.5.1.1 Poskozeni DNA
Poskozeni DNA probihd zejména tvorbou pficnych vazeb uvnitt vldken i mezi vlakny

navzajem. Dochazi zde k tvorb¢ kovalentnich vazeb mezi molekulami oxaliplatiny
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a DNA, coz vede k apoptdze bunék. Tvorba vazeb uvniti vlaken je nejdominantnéjsi
mechanismus U¢inku. Nejcastéji dochazi k vazbé mezi dvéma molekulami guaninu,

mén¢ Castd je tvorba paru guanin-adenin (Aclindor et al., 2011).

2.5.1.2 Zastaveni syntézy DNA

Experimenty ukazuji, ze kombinace oxaliplatiny a 5-fluorouracilu je vyhodna v tom,
ze je zde pfimy inhibicni efekt na thymidilat syntdzu, tim se zabrani inkorporaci
thymidinu do nukleové kyseliny béhem syntézy. Tento efekt ma za nasledek zastaveni

mitotického procesu.

2.5.1.3 Inhibice syntézy RNA

Inhibice replikace DNA neni dostaCujici pro bunéénou smrt, ale inhibice transkripce
inhibice transkripce pro oxaliplatinu. Prvnim je vazba faktoril transkripce. V iniciacni
fazi slouzi komplex platina a DNA jako vazebné misto pro transkripéni faktory, zv1asté
pro ty, které maji velkou afinitu k platiné, a tim je zabranéno vazbé faktort
na promotorovd mista. Dal$im mechanismem je inhibice RNA-polymerazy. Tento
mechanismus je zdsadni pro cisplatinu, ale pfedpokladd se, ze oxaliplatina funguje
stejnym zpusobem. Komplexy platiny a DNA nejsou schopny se navéazat na aktivni
mista RNA polymerdzy. Jako posledni hraji roli nukleosomalni DNA komplexy. Tyto
komplexy blokuji ptistup RNA polymerazy do templatové DNA (Aclindor et al., 2011).

2.5.1.4 Spusteni imunologicke reakce

Po vystaveni bun¢k oxaliplatinou, nadorové buiiky vysilaji imunogenni signaly na jejich
povrch pted probihajici apoptdézou. Tyto signaly spousti produkci interferonu y pomoci
T bunék, dale miiZou probihat reakce s toll-like receptorem 4 dendritickych bunék. Cely

tento proces vede k jakési protinddorové vakcinaci (Aclindor et al., 2011).

2.5.2 Rezistence na oxaliplatinu

I ptes citlivost oxaliplatiny se miize na toto cytostatikum vyvinout rezistence. MiZe byt
zplisobend sniZzenym vstupem do buiiky nebo prostorovymi zménami navazanim jinych
molekul. Hlavni diivod rezistence je ziejm€ spojeny s opravou DNA. Prevenci

rezistence je proto kombinace oxaliplatiny s jinymi typy cytostatik.
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2.5.3 Nezadouci ucinky
Mezi nejCastéjsSi nezadouci uCinky patii vliv na hematopoeticky systém,

gastrointestinalni obtize a postiZeni perifernich nervi.

2.5.3.1 Gastrointestinalni obtize

Nejcast¢jsi gastrointestinalni obtize zptisobené oxaliplatinou jsou nevolnost a zvraceni.
Jsou vétSinou mirné a daji se kontrolovat a predchazet jim podanim I1éCiv ze skupiny
antagonisti 5-HT; receptoru. Horsi jsou nevolnosti pi1 pouziti kombinacni terapie, ale
tyto u¢inky nepievazi prospésnost l€cby a malokdy je nutné z tohoto divodu prerusit

1écbu (Cassidy a Misset, 2002).

2.5.3.2 Neurotoxicita

RozliSuje se akutni neurotoxicita a kumulativni senzorickd neuropatie.

Akutni periferni neuropatie je charakterizovana parestezii, dysestézii nebo alodynii
béhem podavani infizi nebo kratce poté. Je Casto spusténa po vystaveni se chladu.
Pro pacienty je velmi neptfijemna faryngolaryngedlni dysestezie, ktera se miize projevit
potizemi s dychanim a obtiznym polykédnim. Obvykle vymizi béhem par hodin nebo
dnli. Experimenty ukazuji, Ze se jednd o komplex spojeny s napétové fizenymi

sodikovymi kandly spolu s vapnikem (Aclindor et al., 2011; Melichar, 2005).

Senzoricka forma periferni neuropatie vznika v dasledku hromadéni sloucenin platiny
v organismu, proto se nedoporucuje podavani oxaliplatiny ve vice nez 6 — 8 cyklech
l1écby. Jedna se o chronickou toxicitu. Dochdzi zde také k ovlivnéni sodikovych kanali,
jako u akutni formy, ale také se zde setkdvame se sekundarni akumulaci sloucenin
platiny v zadnim miSnim ganglionu zptsobujici atrofii a mitochondridlni dysfunkci.
VétSinou se projevuje snizenim citlivosti v perifernich oblastech. Neékteré studie
naznacuji, ze je vhodné jako prevenci podavat infuze s obsahem glukonatu kalcia
a magnesium sulfatu pied a po podani oxaliplatiny. Neni zadny diikaz o tom, ze by to

mélo mit negativni vliv na u€inek oxaliplatiny (Aclindor et al. 2011; Melichar, 2005).

2.5.3.3 Hematopoeticky systém
Oxaliplatina je mirné¢ myelotoxicka a ma vliv na vyvoj bunék v kostni dieni. MiiZe se

vyskytnout neutropenie, anémie a trombocytopenie. Anémie a trombocytopenie nejsou
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obvykle pfili§ vazné. Ve vétSim procentu se vyskytuje neutropenie, ale pouze u 4 %

pacientil se vyskytuje neutropenicka horecka (Aclindor et al., 2011).
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3 CIL PRACE

1.

Stanoveni antiproliferaéniho G¢inku 6-prenylnaringeninu, 8-prenylnaringeninu
a naringeninu na buné¢nou linii SW620

Stanoveni antiprolifera¢niho u¢inku 6-prenylnaringeninu, 8-prenylnaringeninu
a naringeninu na bunécnou linii SW480

Stanoveni antiproliferacniho wc€inku oxaliplatiny na bunécné linie SW480
a SW620

Stanoveni kombinacnich indexi 6-prenylnaringeninu, 8-prenylnaringeninu

a naringeninu s oxaliplatinou metodou Chou-Talalay
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material a chemikalie

Bunééné linie SW480 a SW620 — (ATCC, UK)

6-prenylnaringenin, 8-prenylnaringenin, naringenin — (Sigma-Aldrich, CR)
Oxaliplatina — (Sigma-Aldrich, CR)

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s medium) high glucose — (Biosera, Francie)
HEPES — (Sigma-Aldrich, CR)

FBS — (Lonza, CR)

Gentamycin — (Sigma-Aldrich, CR)

PBS fosfatovy puft v tabletach — (Sigma-Aldrich, CR)

Trypsin-EDTA — (Lonza, CR)

Neutralni Servei — (Sigma-Aldrich, CR)

DMSO — (Sigma-Aldrich, CR)

Tryptanova modf — (Biotech, CR)

Bézné chemikalie Cistoty p.a.
4.2 Pomiicky a pristroje

4.2.1 Pomicky

Sterilni kultivacni lahve, sterilni mikrotitra¢ni desticka — 96 jamek, pipetik, sterilni
jednorazové pipety (5 a 10 ml), mikrozkumavky, kadinky, manualni a automatické
pipety (jedno 1 multikanalové), Spicky (sterilni a nesterilni), Biirkerova komtirka,

jednorazové rukavice, stojan na zkumavky

4.2.2 Pristroje

Laminarni box (BioAir AURA 2000 M.A.C.)

CO; Inkubétor (HeraCell)

Termomixér (IKA MS2 Minishaker)

Mikroskop (Nikon)

Vodni lazenn (Memmert)

Spektrometricky a spektrofluorimetricky analyzator (Tecan Infinite M 200)
Vortex (V-1 plus, BioSan)
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4.3 Metodika

4.3.1 Bunécné linie
Bunécéné linie SW480 byla ziskdna z kolorektalniho adenokarcinomu. Byla izolovéna
z tkan¢é 50-ti letého muze, bélocha. Tato bunécna linie byla odvozena o rok dfive nez

linie SW620.

Bunééna linie SW620 byla ziskdna z lymfatickych wuzlin, kam metastazovala
z kolorektalniho adenokarcinomu. Byla izolovana o rok pozdéji z tkané stejného muze

jako SW480.

Ob¢ linie bun€k jsou adherentni, rostou na specifickém povrchu a pochazi z banky
bunéénych kultur ATCC (American Type Culture Collection). Bunééné linie jsou
péstovany za presné definovanych podminek tykajicich se typu media, séra a jinych

latek, které ke svému rastu potiebuji (Slaby, 2015).

4.3.2 Kultiva¢ni médium
Pro rast bun¢k je velmi dulezity vybér kultivaéniho media. Bylo pouzivano medium
DMEM high glucose, které bylo nutné pted prvnim pouZzitim spravné ptipravit. K tomu

bylo nutné FBS (fetal bovine serum), HEPES a gentamycin (antibiotikum).

Bylo odebrano 50 ml media a nasledn¢ do lahve s mediem piidano 50 ml FBS, 5 ml
HEPES a 0,5 ml gentamycinu. Medium bylo dikladné promichano, aby byla zajisténa

homogenita smési. Veskeré prace byly provadény ve sterilnim laminarnim boxu.

FBS (fetal bovine serum) je sérum, které obsahuje velké mnozstvi molekul riizné

velikosti, které jsou nezbytné pro rist, proliferaci a preziti bunek.
HEPES je puft, ktery udrzuje stalé pH v rozmezi hodnot 7,2 — 7,4.

Tab. 5 Slozeni kultivacniho media pro bunécné linie

Slozka média Médium FBS HEPES Gentamicin

Mnozstvi 450 ml 50 ml 5 ml 0,5 ml
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4.3.3 Pasazovani bunék

Pasazovani bunék bylo provadéno dvakrat tydné.

Asi 20 minut pted samotnou praci bylo nutné si ve vodni ldzni nahiat kultivaéni
medium, PBS a tésné pied praci vlozit trypsin. Do laminarniho boxu byly pfipraveny
sterilni pipety, odpadni kadinka, nova kultiva¢ni lahev a pipetik. Dale bylo nutné
zkontrolovat bunky pod mikroskopem, zda dosdhly pottebné konfluence a nedoslo

k jejich kontaminaci.

Do laminarniho boxu byly pfeneseny buniky, zahtaty trypsin, PBS a kultivacni medium.
Staré medium bylo pielito do odpadni kadinky, a poté bunky oplachnuty dvakrat 7 ml
PBS. Déle byly nabrany 2 ml trypsinu a pfidany k buitkdm a nechéno ptl minuty
inkubovat. Po ptl minuté byly odebrany 2/3 trypsinu, kultivac¢ni 1dhev byla uzaviena
avlozena na 3-4 minuty do inkubatoru. Pravideln¢ byly buiiky kontrolovany pod
mikroskopem, zda jsou oddé€leny od kultiva¢ni 1dhve. K bunkdm byly pfidany 4 ml
media, aby bylo ukonfeno pusobeni trypsinu. Smés byla homogenizovana pomoci
pipety. Suspenze byla nabrana do pipety a asi 0,5 ml vlozeno do nové kultivacni lahve
apfidano 13 ml nového media. Lahev byla uzaviena a vlozena do inkubatoru.
V piipadé, Ze byl provadén experiment, zbyld suspenze bunck byla vlozena do sterilni

kadinky. Pokud buiiky pouzity nebyly, daly se do odpadni kadinky.

4.3.4 Pocitani bunék
Buiky byly pocitany v Biirkerové komtirce.

Biirkerova komtirka je podlozni sklicko, do kterého jsou vryté Cary, které tvoti Ctverec.
Ten je rozdélen na ne€kolik ¢asti. Tvoii ho 9 velkych Etvercil, které jsou ohraniceny
trojitymi carami, a v kazdém tomto ¢tverci je 16 menSich Ctverci, které jsou ohraniceny

dvojitymi ¢arami.

Z kédinky bylo odebrano 10 pl suspenze do mikrozkumavky a smichdno v poméru 1:1
s tryptanovou modfi. Smés byla dikladné¢ promichdna a nasledné pipetovana
do komirky. Komirka byla vloZzena pod mikroskop a pocitaly se vSechny buiky
ve vSech deviti ¢tvercich. Buniky leZici na carach, byly pocitany pouze ze dvou stran
(z horni a levé), aby bylo zabranéno dvojimu pocitani bunck. Byly pocitany pouze

buiiky kulovitého tvaru, které nemély modfe obarvenou plasmatickou membranu.
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Byla vypocitana koncentrace bunék v 1 ml dle vzorce:
c =x/9-2-10*
c...pocet bunék v 1ml
x/9...pocet bun¢k napocitanych v 1 ¢tverci Biirkerovy komirky
2...fedéni
10*...prepocet mnozstvi na 1 ml
4.3.5 Nasazovani bunék
Po vypoctu koncentrace bun€k byla ptipravena jejich suspenze. Na jednu destiC¢ku bylo
potieba 15 ml suspenze, protoze do kazdé jamky 96-ti jamkové destiCky bylo

pipetovano 100 pl. Bylo pocitdno 1 s rezervou pro multikanalovou pipetu. Potiebny

objem bunécné suspenze byl pocitan ze vzorce:

c, 'V
V1=2 2

€1
V,...potiebny objem bunécné suspenze

c,...koncentrace bunék, ktera je potifeba dle doby expozice danou latkou (zavisi

na nastaveni experimentu)
ci...koncentrace bun¢k nami spocitana
V,...objem potiebny na celou desticku (15 ml)

Objem potfebného media byl ziskan rozdilem V, — V,. Dle téchto vypocti byla
pfipravena suspenze bungk, ktera byla nasledné pipetovana do desticky. Desticka byla
fadné oznacena a nasledné uloZena do inkubatoru na 24h a poté ovlivnéna piislusnymi

latkami.

Tab. 6 Koncentrace bunek v jamce 96-j desticky dle experimentu

Doba expozice 24 h 48 h 72 h
Potiebna
koncentrace 10000 5000 3500
bunék
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4.3.6 Ovliviiovani bunék

Po 24 hodinové kultivaci byly buniky ovliviiovany pfislusSnymi latkami. Nejprve byly
zkontrolovany desticky pod mikroskopem, zda je pokryto zhruba 70 % povrchu jamky.
Nasledné bylo vlozeno do vodni lazn¢ kultivacni medium. Do laminarniho boxu byla
pripravena automatickd jednokanalova pipeta, stojan na zkumavky, mikrozkumavky,
odpadni kadinka, ptislusné latky a z vodni ldzné presunuto medium. Buiky byly
ovliviiovany latkami: 6-prenylnaringenin, 8-prenylnaringenin, naringenin, oxaliplatina
a jejich kombinace. Do mikrozkumavek byly nafedény roztoky urcitych koncentraci.
Vsechny roztoky byly ditkladné promichany, aby byla zajisténa homogenita. Na jednu
desticku bylo potieba 800 ul roztoku jedné koncentrace od jedné latky. Jako pozitivni
kontrola byl pouzit roztok DMSO v mediu. Jeho koncentrace byla 0,1%, ptipadné 0,2 %
u 8-PN. U oxaliplatiny bylo pouzito jako pozitivni kontrola samotné¢ medium. Jako
negativni kontrola byl pouzit 10% roztok DMSO v mediu. Koncentrace jednotlivych

latek pro kazdou buné¢nou linii jsou uvedeny v tabulkach.

Tab. 7 Koncentrace latek u bunécne linie SW620

Latka Kontrola Cl Cz C3 C4 C5 C6 C7 Cs C9 C]o

Z,

6-PN K, 1 5 10 20 30 40 50 - - - 03
K, =

8-PN 5 10 25 50 75 100 - - - - =4
K, g

=

NAR K, 1 5 10 25 50 100 200 - - - -;-?
OxPt K, 0,1 0,5 1 2,5 5 7,5 10 15 20 25 3

Koncentrace C; — Cy v tabulce byly v uM. Jako kontroly K; bylo pouZzito 0,1% DMSO
nebo medium (OxPt), jako kontrola K, bylo pouzito 0,2% DMSO u koncentraci 75 a
100 uM. Jako negativni kontrola bylo pouzito 10% DMSO.
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Tab. 8 Koncentrace latek u bunécné linie SW480

Latka Kontrola C1 Cz C3 C4 C5 Cﬁ C7 Cs C9 C10

Z

6-PN K I 5 10 20 30 40 s - - - g
K, z

8-PN 5 10 25 50 75 100 - - - - S,
K, g’

=]

NAR K, 1 5 10 25 50 100 200 - - - =
OxPt K, 01 05 075 1 25 5 10 15 20 25 =

Koncentrace C; — Cyp v tabulce byly v uM. Jako kontroly K; bylo pouZito 0,1% DMSO
nebo medium (OxPt), jako kontrola K, bylo pouzito 0,2% DMSO u koncentraci 75
a 100 uM. Jako negativni kontrola bylo pouZzito 10% DMSO.

Po provedeni experimentu se samotnymi latkami, byly vytvofeny jejich kombinace:
6-PN a OxPt, 8-PN a OxPt, NAR a OxPt. Jako zakladni hodnota byla u kombinaci
vyuzita hodnota IC50, ktera byla ziskana z jednotlivych méteni u kazdé¢ latky. IC50 ndm

tika, kolik latky je potfeba k inhibici biologického procesu na polovinu.

Jako vychozi hodnota pro kombinace byl bran dvojnasobek hodnoty IC50, ktery
se nasledné tedil sestupnou fadou na polovinu. Ptehled jednotlivych koncentraci je

v tabulce:

Tab. 9 Koncentrace pouzité pro kombinace latek — sestupnd rada rFedeni

Negativni
Kontrola C7 C6 C5 C4 C3 Cz C1
kontrola
10%
0,1%DMSO 1/32 1/16 1/8 1/4 1/2 IC50 2xIC50
DMSO

C, byla zékladni koncentrace, kterd se pfipravila a poté byla vzdy odebrana polovina

mnozstvi z kazdé mikrozkumavky a doplnéna na pozadovany objem mediem.

4.3.7 Test neutralni ¢ervené

4.3.7.1 Princip

Neutralni ¢erven se vyuziva k testovani Zivotnosti bun¢k. Zakladem je schopnost Zivych
bun€k inkorporovat a vazat barvivo neutralni cerven v lysosomech. Neutralni cerven je
slabé kationické barvivo pronikajici pfes plasmatickou membranu neionizovanou difuzi
a koncentruje se v lysosomech, kde je vazano elektrostatickymi hydrofobnimi vazbami
nebo fosfatovymi skupinami na lysosomalni matrix. V lysosomech je udrzovano nizsi

35



pH nez je pH v okolni plasmé a toto udrzeni je energeticky ndrocné. Pfi poskozeni
buiky nebo pii snizeni gradientu dochdzi k uvolnéni zadrzené neutrdlni cervené.
Mnozstvi zadrzeného barviva je imérné poctu zivotaschopnych bunék. Jedna se o velmi

citlivy indikator zivotnosti bunék.

4.3.7.2 Postup

Po 24h, 48h, piipadné¢ 72h kultivaci bun€k s testovanou latkou bylo opatrné odsato
z kazdé jamky veskeré kultivacni medium (200 pl = 100 pl bunééné suspenze a 100 pl
media s testovanou latkou). Nasledné bylo pfidano 200 pl roztoku neutrdlni Cervené
vmediu do kazdé jamky (40mg/ml tj. 303 ul zdsobniho roztoku neutralni Cervené
do 25 ml media). Desticka byla vloZena do inkubatoru na 2 hodiny. Po dvou hodinach
bylo veskeré medium odsato pipetou a pipetovano 100 pl fixaéniho roztoku do kazdé
jamky. Desticka byla ponechana pii pokojové teploté na stole 15 minut. Po uplynuti této
doby byl z desticky opatrné vyklepnut fixacni roztok a buiiky byly oplachnuty dvakrat
200 pl roztoku PBS. Nakonec bylo ptidano 200 pl lyzacniho roztoku do kazdé jamky
a umisténo na 30 minut do termomixeru pii teploté 25°C a 550 rpm. Po 30 minutach
byla zméfena absorbance na spektrofotometru Tecan pifi vinové délce 540 nm

a vyhodnoceny vysledky.

4.3.7.3 Priprava roztokii
Fixa¢ni roztok byl ptipraven v odmérné baiice. Asi v 500 ml H,O bylo rozpusténo 10 g
CaCl,, ptidano 14 ml formaldehydu a doplnéno na 1000 ml. Roztok byl dikladné

promichan.

Lyza¢ni roztok byl pfipraven smichanim 520 ml ethanolu 96% s480 ml vody
a diikladn€ promichano. Tim vznikl 50% ethanol. Z tohoto roztoku bylo odebrano 10 ml

50% ethanolu a ptidano 10 ml kyseliny octové a vSe bylo dikladn€ promichéno.
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5 VYSLEDKY

Cytotoxicita vSech testovanych latek byla stanovovana na dvou bunécnych liniich, kdy
byla sledovana viabilita bunék NRU testem. Po zméfeni absorbance na
spektrofotometru Tecan byly v programu Excel zpracovany vysledky. Bylo vypocitano
procento zivych bunék. Ziskané hodnoty jsou uvedeny v grafech jako zavislost viability
bunék [% kontroly] na koncentraci latek [uM] (Obr. 8 — 29). V Programu Graphpad
byly zjistény hodnoty IC50 a pomoci metody One-way ANOVA urcena statisticka
signifikance proti kontrole. Po kombinovaném podani testovanych latek s oxaliplatinou

byly v programu CompuSyn ur¢eny kombinacni indexy.

5.1 Vliv 6-prenylnaringeninu na bunééné linie SW480 a SW620
U obou bunécénych linii byly doby expozice 6-prenylnaringeninem 24h, 48h, 72h.
Nejvyssi ucinek je dosazen plsobeni vysSich koncentraci 6-PN. Na bunécnou linii

SW620 mé 6-PN vétsi cytotoxicky ucinek nez na linii SW480.
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Obr. 8 Vliv 6-PN na bunécnou linii SW480 po 24h expozici
6-PN - 6-prenylnaringenin v prislusné koncentraci uM, N=3, * - statisticky signifikantni

rozdil mezi kontrolou (P<0,05), Kontrola — kontrola 100% Zivotnosti
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Obr. 9 Vliv 6-PN na bunécnou linii SW480 po 48h expozici
6-PN - 6-prenylnaringenin v prislusné koncentraci uM, N=3, * - statisticky signifikantni

rozdil mezi kontrolou (P<0,05), Kontrola — kontrola 100% Zivotnosti
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Obr. 10 Vliv 6-PN na bunécnou linii SW480 po 72h expozici
6-PN - 6-prenylnaringenin v prislusné koncentraci uM, N=3, * - statisticky signifikantni

rozdil mezi kontrolou (P<0,05), Kontrola — kontrola 100% Zivotnosti
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Obr. 11 Viiv 6-PN na bunécnou linii SW620 po 24h expozici
6-PN - 6-prenylnaringenin v prislusné koncentraci uM, N=3, * - statisticky signifikantni
rozdil mezi kontrolou (P<0,05), Kontrola — kontrola 100% Zivotnosti
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Obr. 12 Vliv 6-PN na bunécnou linii SW620 po 48h expozici
6-PN - 6-prenylnaringenin v prislusné koncentraci uM, N=3, * - statisticky signifikantni

rozdil mezi kontrolou (P<0,05), Kontrola — kontrola 100% Zivotnosti
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Obr. 13 Viiv 6-PN na bunécnou linii SW620 po 72h expozici
6-PN - 6-prenylnaringenin v prislusné koncentraci uM, N=4, * - statisticky signifikantni
rozdil mezi kontrolou (P<0,05), Kontrola — kontrola 100% Zivotnosti
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5.2 Vliv 8-prenylnaringeninu na bunééné linie SW480 a SW620

Nizké koncentrace 8-PN podporuji rast bunék u obou bunécnych linii. Vyznamny
statisticky signifikantni rozdil oproti kontrole ukazuji vyssi koncentrace 8-PN. Vyssi
cytotoxicky u¢inek ma 8-PN u bunécné linie SW620. U bunécné linie SW620 je
vyrazny uc¢inek 8-PN ve vysSich koncentracich uz po 24h expozici. U linie SW480

az pti delsi dob¢ expozice.
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Obr. 14 Viiv 8-PN na bunécnou linii SW480 po 24h expozici
8-PN - 8-prenylnaringenin v prislusné koncentraci uM, N=3, * - statisticky signifikantni

rozdil mezi kontrolou (P<0,05), Kontrola — kontrola 100% Zivotnosti
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Obr. 15 Vliv 8-PN na bunécnou linii SW480 po 48h expozici
8-PN - 8-prenylnaringenin v prislusné koncentraci uM, N=3, * - statisticky signifikantni

rozdil mezi kontrolou (P<0,05), Kontrola — kontrola 100% Zivotnosti
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Obr. 16 Viiv 8-PN na bunécnou linii SW480 po 72h expozici

8-PN - 8-prenylnaringenin v prislusné koncentraci uM, N=3, * - statisticky signifikantni

rozdil mezi kontrolou (P<0,05), Kontrola — kontrola 100% Zivotnosti
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Obr. 17 Vliv 8-PN na bunécnou linii SW620 po 24h expozici
8-PN - 8-prenylnaringenin v prislusné koncentraci uM, N=4, * - statisticky signifikantni

rozdil mezi kontrolou (P<0,05), Kontrola — kontrola 100% Zivotnosti
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Obr. 18 Viiv 8-PN na bunécnou linii SW620 po 48h expozici
8-PN - 8-prenylnaringenin v prislusné koncentraci uM, N=4, * - statisticky signifikantni

rozdil mezi kontrolou (P<0,05), Kontrola — kontrola 100% Zivotnosti
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Obr. 19 Vliv 8-PN na bunécnou linii SW620 po 72h expozici

8-PN - 8-prenylnaringenin v prislusné koncentraci uM, N=4, * - statisticky signifikantni

rozdil mezi kontrolou (P<0,05), Kontrola — kontrola 100% Zivotnosti
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5.3 Vliv naringeninu na bunéc¢né linie SW480 a SW620

Pro porovnani ucinku flavonoidu bez prenylace byl také testovan vliv naringeninu
na tyto bunécné linie, ale pouze pfi 72h expozici. Vliv naringeninu neni tak vyrazny.
Cytotoxicky ucinek se projevuje az po 72h expozici pouze u nejvyssich koncentraci
100 uM a 200 uM. U linie SW620 je Gcinek vyrazngjsi.
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Obr. 20 Viiv NAR na bunécnou linii SW480 po 72h expozici
NAR - naringenin v prislusné koncentraci uM, N=2, * - statisticky signifikantni rozdil
mezi kontrolou (P<0,05), Kontrola — kontrola 100% Zivotnosti
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Obr. 21 Vliv NAR na bunécnou linii SW620 po 72h expozici
NAR - naringenin v prislusné koncentraci uM, N=2, * - statisticky signifikantni rozdil

mezi kontrolou (P<0,05), Kontrola — kontrola 100% Zivotnosti
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5.4 Vliv oxaliplatiny na buné¢né linie SW480 a SW620

Oxaliplatina zde byla pouzita jako cytostatikum, které se pouziva v chemoterapii téchto
nadorovych onemocnéni. S vy$§i koncentraci rostla Gc¢innost oxaliplatiny. U obou

bunécnych linii je u¢innost oxaliplatiny podobna.
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Obr. 22 Vliv OxPt na bunécnou linii SW480 po 72h expozici
OxPt - oxaliplatina v prislusné koncentraci uM, N=2, * - statisticky signifikantni

rozdil mezi kontrolou (P<0,05), Kontrola — kontrola 100% Zivotnosti

150 -
o =
=
E 3 100
w E
n o
o = | u_u]
EN =
S 0 B ,
'™ :I:I: *
n i l:l.

S [l

SO F AR EF S

Obr. 23 Vliv OxPt na bunécnou linii SW620 po 72h expozici
OxPt - oxaliplatina v prislusné koncentraci uM, N=2, * - statisticky signifikantni

rozdil mezi kontrolou (P<0,05), Kontrola — kontrola 100% Zivotnosti
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5.5 Hodnoty IC50 pro jednotlivé buné¢né linie
V tabulkach 10 a 11 jsou uvedeny hodnoty IC50 pro bunécné linie SW480 a SW620.
Od téchto hodnot byly nésledné¢ odvozeny hodnoty, se kterymi jsme pracovaly

pfi kombinac¢nich studiich jednotlivych latek s oxaliplatinou (Tab 12).

Tab. 10 Hodnoty IC50 pro bunécnou linii SW620

Latka IC50 - 48h° IC50 - 72h™
6-prenylnaringenin 24,5 13,7
8-prenylnaringenin 26,2 24,9

Naringenin 58,8 48.8
Oxaliplatina 33 1,1

"IC50 — 48h, ~ IC50 — 72h — koncentrace hodnoty IC50 pro jednotlivé latky v uM

Tab. 11 Hodnoty IC50 pro bunécnou linii SW480

Latka IC50 - 72h
6-prenylnaringenin 16,5
8-prenylnaringenin 39,2

Naringenin 2924
Oxaliplatina 1,9

"IC50 — 72h — koncentrace hodnoty IC50 pro jednotlivé latky v uM

Tab. 12 Koncentrace pouZzité pri kombinacnich studiich latek s oxaliplatinou

Latka IC50 — SW480° IC50 - SW620™
6-prenylnaringenin 15 15
8-prenylnaringenin 40 25

Naringenin 100 50
Oxaliplatina 2 1

"1C50 — SW480 — upravené koncentrace pro kombinace po 72h expozici u bunééné linie

SW480

"1C50 — SW620 — upravené koncentrace pro kombinace u bun&éné linie SW620
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5.6 Vliv 6-prenylnaringeninu a oxaliplatiny na bunéc¢né linie SW480 a
SW620

Na zékladé vypocitanych hodnot IC50 byly urceny koncentrace testovanych latek
pro kombina¢ni studie. Pro stanoveni kombinacnich indexii byly méfeny hodnoty
cytotoxicity vyhodnocené pomoci NRU testu. Byla pouzita metoda postupného fedéni

pfi stalém poméru testovanych latek (Tab. 9). Vliv kombinace 6-PN a oxaliplatiny ma

na ob¢ bunécné linie téméet stejny ucinek.
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Obr. 24 Vliv 6-PN a OxPt na bunécnou linii SW480 po 72h expozici
6-PN — 6-prenylnaringenin, OxPt - oxaliplatina v prislusné koncentraci uM, N=4,
* - statisticky signifikantni rozdil mezi kontrolou (P<0,05), Kontrola — kontrola 100%

Zivotnosti
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Obr. 25 Vliv 6-PN a OxPt na bunécnou linii SW620 po 72h expozici
6-PN — 6-prenylnaringenin, OxPt - oxaliplatina v prislusné koncentraci uM, N=4,
* - statisticky signifikantni rozdil mezi kontrolou (P<0,05), Kontrola — kontrola 100%

Zivotnosti
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5.7 Vliv 8-prenylnaringeninu a oxaliplatiny na bunécné linie SW480 a
SW620

Na ob¢ bunécné linie ma tato kombinace podobny vliv. Nizké koncentrace obou latek
vyrazn€¢ nesnizuji proliferaci bun€k. Az dvojnasobek hodnoty IC50 snizuje jejich

proliferaci. U bunécné linie SW480 je ti¢inek dvojnasobku IC50 vyraznéjsi.
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Obr. 26 Viiv 8-PN a OxPt na bunécnou linii SW480 po 72h expozici
8-PN — 8-prenylnaringenin, OxPt - oxaliplatina v prislusné koncentraci uM, N=4,
* - statisticky signifikantni rozdil mezi kontrolou (P<0,05), Kontrola — kontrola 100%

Zivotnosti
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Obr. 27 Vliv 8-PN a OxPt na bunécnou linii SW620 po 72h expozici
8-PN — 8-prenylnaringenin, OxPt - oxaliplatina v prislusné koncentraci uM, N=4,
* - statisticky signifikantni rozdil mezi kontrolou (P<0,05, Kontrola — kontrola 100%

Zivotnosti
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5.8 Vliv naringeninu a oxaliplatiny na buné¢né linie SW480 a SW620

Ucinek obou latek je na bunécné linie podobny. S rostouci koncentraci roste i ¢inek

a snizuje se bunécna proliferace.
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Obr. 28 Vliv NAR a OxPt na bunécnou linii SW480 po 72h expozici
NAR — naringenin, OxPt - oxaliplatina v prislusné koncentraci uM, N=4, * - statisticky

signifikantni rozdil mezi kontrolou (P<0,05), Kontrola — kontrola 100% Zivotnosti

150 -
o —
==
EE 100
= E
" o
o
En
RS
N
D-
«©
&

Obr. 29 Vliv NAR a OxPt na bunécnou linii SW620 po 72h expozici
NAR — naringenin, OxPt - oxaliplatina v prislusné koncentraci uM, N=4, * - statisticky

signifikantni rozdil mezi kontrolou (P<0,05), Kontrola — kontrola 100% Zivotnosti
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5.9 Kombinaéni indexy
Pro zjisténi kombinaénich indexti byla pouzita data zjisténa pii NRU testu. Data byla
zpracovana pomoci programu CompuSyn. Hodnoty kombinacnich indexd (CI) popisuji

synergismus (CI<I), antagonismus (CI>1) a aditivni efekt (CI=1).
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Obr. 30 Kombinacni indexy bunécné linie SW480 po 72h expozici
6-PN — 6-prenylnaringenin, 8-PN — 8-prenylnaringenin, Nar — naringenin,
OxPt — oxaliplatina, CI — kombinacni index, Fa — fraction affected — 0 = stoprocentni

zivotnost bunék, 1 = nulova zZivotnost bunék

Kombinace NAR a OxPt zptusobuji kromé vysokych koncentraci synergické ptisobeni.
Kombinace 6-PN a OxPt zpusobuji v nizkych koncentracich synergicky efekt,
ve vysokych poté antagonisticky efekt. Kombinace 8-PN a OxPt pisobi aditivnim

efektem, ve vysSich koncentracich mirn€ antagonistickym t¢inkem.
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Obr. 31 Kombinacni indexy bunécné linie SW620 po 48h expozici
6-PN — 6-prenylnaringenin, 8-PN — 8-prenylnaringenin, Nar — naringenin,
OxPt — oxaliplatina, CI — kombinacni index, Fa — fraction affected — () = stoprocentni

zivotnost bunék, 1 = nulova zZivotnost bunék

Kombinace 6-PN a OxPt ptisobi v nizkych koncentracich antagonistickym ucinkem,
ve vySSich koncentracich poté synergickym. Kombinace 8-PN a OxPt pulsobi
antagonistickym uc¢inkem. Kombinace NAR a OxPt plisobi v nizkych koncentracich
slabé antagonistickym ucinkem, ve vysSich koncentracich pozorujeme spise aditivni
efekt.
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Obr. 32 Kombinacni indexy bunécné linie SW620 po 72h expozici
6-PN — 6-prenylnaringenin, 8-PN — 8-prenylnaringenin, Nar — naringenin,
OxPt — oxaliplatina, CI — kombinacni index, Fa — fraction affected — 0 = stoprocentni

zivotnost bunék, 1 = nulova zZivotnost bunék

Kombinace 6-PN a OxPt ma antagonistické¢ pisobeni. Kombinace 8-PN a OxPt ma
antagonistické plsobeni, ve vysokych koncentracich poté synergické plsobeni.
Kombinace NAR a OxPt mé antagonistické pisobeni, ve vysokych koncentracich

synergické plisobeni.
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6 DISKUZE

Kolorektalni karcinom je druhé nejcastéj$i nddorové onemocnéni v populaci. Toto
onemocnéni je casto diagnostikovdno v pokrocilém staddiu a je zde mensi Sance
na vyléceni. V poslednich letech, kdy probiha celoplosny screening, se kolorektalni
karcinom diagnostikuje v ¢asnych stadiich. Polovina diagnostikovanych pacientt
tomuto typu nadoru podléhd. Zakladni lécbou je chirurgické odstranéni nadoru.
V ptipadé rozsdhlého poskozeni tkan¢ a v pfipadé metastazujictho karcinomu
se pristupuje  k chemoterapeutické 1é¢bé. Zakladem chemoterapie je vétSinou
kombinovana lécba oxaliplatiny a 5-fluorouracilu. Pouziti téchto cytostatik je ovSem
limitovano celou fadou nezadoucich ucinkl. V této praci byla testovana oxaliplatina

na dvou bunécnych liniich kolorektalniho karcinomu: SW480 a SW620.

Ptedlohou pro syntézu novych molekul jsou piirodni latky, které se vyskytuji
v rostlinach velmi ¢asto jako sekundarni metabolity. Jednou z téchto skupin jsou také
flavonoidy. Je to velmi Siroka skupina latek, které se nachdzeji v mnoha rostlinnych
druzich. U flavonoidii ma velky vliv na jejich G¢inek struktura molekuly a substituenty
na ni navazané. Jednou z téchto oblasti jsou prenylované flavonoidy ziskané predevsim

z rostliny Humulus lupulus, kterd je hojn¢ vyuzivana pti vyrob¢ piva.

Latky obsazeny vchmelu byly testovany pro své antioxidacni, antiproliferacni
Cisedativni ucinky. Hlavni latkou identifikovanou v chmelovych S$iSticich byl
xanthohumol, ktery se béhem piipravy piva méni na isoxanthohumol (Stevens et al.,
1999). Dalsi latkou v chmelu je desmethylxanthohumol, ze kterého vznika racemicka
smes 6-prenylnaringeninu a 8-prenylnaringeninu (J. F. Stevens, J. E. Page. 2004). Tyto

dva prenylflavonoidy byly testovany i v této diplomové praci.

Dalsi latkou, kterd byla v této praci testovand je flavonoid naringenin, ktery se hojné
vyskytuje v citrusovych plodech (Erlund, 2004). Naringenin i ostatni flavonoidy jsou
flavonoid byl testovan piedevSim pro mozZnost sledovani vlivu prenylované skupiny,
nebot’ 6-prenylnaringenin a 8-prenylnaringenin jsou dvé prenylované formy flavonoidu

naringeninu.

V diplomové praci byl testovan antiproliferativni G¢inek u samotnych latek a také

kombinace oxaliplatiny s jednotlivymi flavonoidy.
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Pro experimenty byly pouzity dvé bunécné linie izolované z jednoho pacienta. Buné¢na
linie SW480 pochazi z kolorektalniho karcinomu a linie SW620 pochézi z lymfatickych
uzlin, kam plivodni nddor metastazoval. Tyto dvé bunééné linie jsou v testovani
vyhodné, protoze reprezentuji dva stupné rakovinného onemocnéni. Nalezneme u nich
malé genetické variability, proto jsou vhodnym a validovanym modelem pro testovani
jejich zmén spojenych s riiznou fazi vyvoje rakoviny tlustého stieva. Ve studii Palmieri

et al. (2015) byla testovana morfologie téchto buné¢nych linii.

Citlivost obou bunéénych linii na cytostatikum oxaliplatina byla podobna.
Po 72 hodinové expozici oxaliplatinou byla hodnota IC50 u bunéénych liniich SW480
aSW620 1,9 uM a 1,1 pM v daném potadi. Ve studii Dahan et al. (2009) byly
studovany Ctyfi bunééné linie HT29-D4, Caco-2, SW480 a SW620. Jedna se o buiky
rakoviny tlustého stfeva a konecniku. Vysledky ve studii ukdzaly, ze tyto bunécné linie
jsou citlivé na oxaliplatinu. Ve studii Sharma et al. (2008) byla jednou z testovanych
bunéénych linii linie SW620. Testovani probihalo se tfemi cytostatiky, oxaliplatinou,
5-fluorouracilem a irinotecanem. Hodnoty IC50 u této linie pro jednotlivé latky byly
0,1 uM, 4 uM a 1 uM v daném potadi. Nami stanovené hodnoty pro oxaliplatinu jsou

v porovnani s témito studiemi vyssi.

Vitéto praci byl zjistovan 1cinek 6-prenylnaringeninu, 8-prenylnaringeninu
a naringeninu na bunécné linie SW480 a SW620. Studie Delmulle et al. (2008)
prokazovala antiproliferacni aktivitu 6-prenylnaringeninu a 8-prenylnaringeninu
na bunécné linie rakoviny prostaty PC-3 a DU145. V bunééné linii PC-3 byla hodnota
IC50 pro 6-prenylnaringenin 18,4 uM, v liniich PC-3 a DU145 u 8-prenylnaringeninu
byly hodnoty IC50 33,5 uM a 43,1 uM. Ve studii Allsopp et al. (2013) byl testovan
antiproliferac¢ni Gi¢inek na bunécnych liniich Caco-2 a HT-115. Jsou to buniky rakoviny
tlustého stieva. Ve vSech studiich byl prokdzan u téchto latek antiprolifera¢ni ucinek.
V této praci byly vysledky pro oba prenylflavonoidy podobné jako ve zmitovanych
studiich.

U obou bunéénych linii byla hodnota IC50 pro 6-prenylnaringenin podobné. U bunééné
line SW480 byla hodnota IC50 16,5 uM a pro linit SW620 byla tato hodnota 13,7 pM.
Po 72 hodinové expozici latkou byl signifikantni antiprolifera¢ni uc¢inek na linii SW620
uz pii koncentraci 5 pM. U bunécné linie SW480 pii koncentraci 20 pM.
U 8-prenylnaringeninu byly hodnoty IC 50 pro kazdou linii jiné. U linie SW480 byla
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IC50 39,2 uM, u linie SW620 24,9 uM. Po 72 hodinové expozici byl signifikantni
vysledek u bunééné linie SW480 pti koncentraci 50 uM, u linie SW620 pii koncentraci
25 uM.

Tyto vysledky jsou v souladu s piedchozimi studiemi. (Delmulle et al., 2008; Allsopp
et al., 2012). V této préci byl prokazan antiproliferacni ucinek 6-prenylnaringeninu a

8-prenylnaringeninu na bunécné linie SW620 a SW480.

Dalsi testovanou latkou byl flavonoid naringenin. Ve studii Frydoonfar et al. (2003)
byla prokdzéna inhibice bunééné proliferace u naringeninu v koncentracich mez
hodnotami 0,71-2,85 mmol. Testovani probihalo na bunécéné linii HT-29, bunécné linii
rakoviny tlustého stieva. Ve studii Chidambara Murthy et al. (2012) byl testovan efekt
naringeninu na buné¢éné linit SW480 v koncentracich od 12,5 uM do 200 pM. Doba
expozice bunék naringeninem byla 12h, 24h a 48h. Naringenin byl v téchto
koncentracich neu¢inny (Chidambara Murthy et al. 2012). V této diplomové praci byl
po 72 hodinové expozici mirny antiproliferacni u¢inek u bunécné linie SW620 uz
pii koncentraci 5 uM, ale hodnota IC50 byla desetkrat vyssi. U bunécné linie SW480
byl po 72 hodinové expozici vyrazny ucinek pozorovan az pti koncentraci 100 pM.
Hodnota IC50 u této linie nesla vypocitat, proto jsme se rozhodli testovat kombinace
naringeninu s oxaliplatinou v koncentraci 100 uM pro naringenin. Bunécéna linie SW480
je proti naringeninu odolnéjsi nez SW620. U linie SW480 by byly tfeba vyssi
koncentrace k prokazani antiproliferativniho u¢inku. Vysledek je v souladu s predchozi

studii (Chidambara Murthy et al. 2012).

Déle byly zjistovany kombina¢ni indexy 8-prenylnaringeninu, 6-prenylnaringeninu
a naringeninu s oxaliplatinou. Pfi testovani jednotlivych latek s oxaliplatinou nebylo
zjiSténo vyrazné synergistické ptisobeni. Pouze u bunééné linie SW480 po 72 hodinové
expozici vykazuje naringenin s oxaliplatinou synergistické plsobeni. U ostatnich
flavonoidii neni tedy prospéSné jejich poddvani s oxaliplatinou. 8-prenylnaringenin
plsobi spiSe antagonistickym uc¢inkem a mohl by ucinek oxaliplatiny snizovat. Vliv
prenylové skupiny na antiprolifera¢ni aktivitu byl prokézan diky niZ§im hodnotam IC50
u stanovovanych prenylflavonoidl v porovnani s naringeninem. Vliv na kombinované

plsobeni s oxaliplatinou prenylova jednotka neméla.
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7 ZAVER
Byl prokazan antiproliferacni t¢inek 6-prenylnaringeninu na obou bunéénych liniich,

SW480 a SW620.

Byl prokazan antiproliferacni t¢inek 8-prenylnaringeninu na obou bunéénych liniich,

SW480 a SW620.

Byl prokazan antiproliferacni uc¢inek naringeninu na buné¢nou linii SW620. U bunécné

linie SW480 byl ucinek az pti nejvyssi koncentraci.

Byl prokazan antiprolifera¢ni u¢inek oxaliplatiny na obou buné€nych liniich, SW480

a SW620.

Kombina¢ni indexy neukazaly Zadny vyrazné pozitivni vliv testovanych latek na u¢inek

oxaliplatiny v obou testovanych liniich.
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8 SEZNAM ZKRATEK

5-HT3 — receptor 5-hydroxytriptamin receptor typu 3
6-PN — 6-prenylnaringenin

8-PN — 8-prenylnaringenin

ATC gen — tumor supresorovy gen

ATCC — American Type Culture Collection

CA19-9 — tumor marker

CEA — karcioembryonalni antigen — tumor marker
CI — kombina¢ni index

COX-1 — cyklooxygenaza 1

COX-2 — cyklooxygenaza 2

CT — pocitatova tomografie

DMEM - Dulbecco s Modified Eagle Medium
DMSO - dimethylsulfoxid

DNA — deoxyribonukleova kyselina

ER-0, ER-B — estrogenovy receptor a, estrogenovy receptor f3
Fa — fraction affected

FBS — Fetal Bovine Serum

HMPC — committee on Herbal Medicinal Products

IC50 — stfedni inhibi¢ni koncentrace (mnozstvi latky, které je potfeba k inhibici

biologického procesu na polovinu)

MCC — gen v promotorové oblasti
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MGMT — O°-methylguanin DNA methyltransferaza
MLHI1 — MutL Homolog1

MSH2 — MutS Homolog?2

MSH6 — MutS Homolog 6

NAR — naringenin

NRU test — test neutralni Cervené

OxPt — oxaliplatina

PBS — Phosphate Buffered Saline — fosfatovy pufr
RNA - ribonukleova kyselina

TNF-o — tumor nekrotizujici faktor a

TOKS — test na okultni krvaceni ze stolice

TP53 — tumor protein 53
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