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Nédorové ochorenia patria medzi najzdvaznejSie choroby na celom svete.
Cytostatika, pouZzivané k liecbe, maji mnoho neZiaducich u¢inkov a vznikd na ne
rezistencia, preto sa hl'adaju vhodné latky do kombinacnej terapii. Jednou z moznosti by
mohli byt seskviterpény, sekundarne rastlinné metabolity.

Ciel'mi naSej prace bolo stanovit' vplyv cytostatika 5-fluorouracilu a dvoch
seskviterpénov, nerolidolu a valencenu na crevné nadorové bunky a zistit' vplyv
seskviterpénov na antiproliferacny ucinok 5-fluorouracilu.

Pre pokusy bola pouzitd nadorovd bunkovd linia SW-620, odvodena
z kolorektalneho metastazujiceho adenokarcindmu. Pocet viabilnych buniek bol
zistovany pomocou neutralnej cervene.

Inhibicia proliferacie buniek SW-620 5-fluorouracilom vykazovala davkovu aj
casovu zavislost. Trans-nerolidol pdsobil antiproliferane uZz pri nizkych
koncentraciach, zatial ¢o valencen inhiboval proliferaciu buniek len pri vysokych
koncentraciach. Pri kombinacii seskviterpénov s 5-fluorouracilom nedochadzalo
k zvyrazneniu antiproliferacného ucinku cytostatika. Kombinacna terapia trans-
nerolidolu alebo valencenu s 5-fluorouracilom by pravdepodobne nebola vhodna pre

lie¢bu karcinému kolorekta.
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The cancer diseases belong among the most serious diseases on the world.
Cytostatics, which are used for treatment, have many side effects and there is a high
occurrence of resistance. Therefore scientists are looking for appropriate substances for
the combination therapy. Sesquiterpenes, secondary metabolites of plants, could be one
of the options.

The aims of this work were to study the influence of cytostatic 5-fluorouracil
and two sesquiterpenes, nerolidol and valencene on the proliferation of intestinal cancer
cells and to find out the influence of sesquiterpenes on antiproliferative effect of 5-
fluorouracil.

Cancer cell line SW-620 derived from the colorectal metastatic carcinoma was
used for our experiments. Neutral red uptake tests were used to measure the number of
viable cells.

The obtained results showed, that the inhibition of proliferation of cells SW-620
by 5-fluorouracil was concentration and time dependent. 7rans-nerolidol showed
antiproliferative effect even in low concentrations, while valencene inhibited the
proliferation of cells only in high concentrations. Combinations of sesquiterpenes with
5-fluorouracil did not increase the antiproliferative effect of cytostatic. Trans-nerolidol
or valencene with 5-fluorouracil in combination therapy is not suitable for colorectal

cancer treatment, probably.
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1. Uvod

Nadorové ochorenia st zdvaznym zdravotnym problémom. Napriek neustéale sa
vyvijajicej liecbe je umrtnost’ na nddorové ochorenia vysoka. Kolorektalny karcindm
patri na Slovensku aj v Ceskej republike medzi najéastejsie diagnostikované nadorové
ochorenia a zaroveit méa vysoku imrtnost’. Castokrat dochadza k stanoveniu diagnozy az
pri pritomnosti symptomov sprevadzajicich dané ochorenie a v 25 % pripadoch az pri
manifestacii urgentnej prihody (obstrukcia, krvacanie, perfordcia). Vcasna diagnostika
je zékladnym kamenom uspesnej liecby u vSetkych typov nédorovych ochoreni.
Povedomie Sirokej verejnosti o dblezitosti skriningu v nasSich Statoch by malo byt
zvySované nie len prostrednictvom lekéarov ¢i farmaceutov, ale aj cez masmédia.

Cytostatika vyuzivané k liecbe maji mnoho zévaznych neziaducich u¢inkov.
Vynimkou nie je ani 5-fluorouracil, ktory sa casto vyuziva pre liecbu karcindému
kolorekta. Pri¢inou neziadtcich ucinkov je posobenie nie len na nadorové, ale aj na
zdravé bunky. Problémom je tiez vyvoj chemorezistencie nadorov na cytostatickl
liecbu. Preto je v centre vedeckého vyskumu hl'adanie moznosti, ako znizit' neziaduce
ucinky cytostatik a si¢asne zvysit’ ich u¢innost’ proti nddorovych bunkam.

Seskviterpény, sekundarne metabolity rastlin, maju dokézané protizépalové,
antiparazitick¢é  a antikarcinogénne  ucinky. Nepredpoklada sa  dostatocny
antiproliferatny uc¢inok samostatnych seskviterpénov, ale mohli by byt s vyhodou
pouzité do kombinacnej terapii nadorovych ochoreni. Vo svojej diplomovej praci som
sa zaoberala Studiom antiproliferacného ucinku seskviterpénov valencenu a trans-

nerolidolu v kombinacii s S-fluorouracilom v ¢revnej nadorovej bunkovej linii SW620.



2. Teoreticka ¢ast’

2.1 Nadory

Nédorové bunky mozu vzniknut’ takmer z ktorejkol'vek zdravej bunky po celom
tele. Zdrava bunka ma na rozdiel od nadorovej schopnost’ apoptdzy, ktora si dokdze
navodit’ v okamziku, kedy ddjde k poSkodeniu bunky. Nadorova bunka tato schopnost’
strati a stava sa pre telo nebezpecnou. Zakladnymi charakteristikami nadorovych buniek
st :

e Nezavislost' na rastovych stimula¢nych signaloch - zdravé bunky potrebuju
k rastu a mnoZeniu dostato¢ni koncentraciu urcitych latok (epidermalny rastovy
faktor, izoleucin, interleukiny,...), na rozdiel od nich vSak bunky nadorové rasta
a mnozia sa aj pri nedostatku tychto 1atok a to aj pri riziku zahynutia.

e Vyvinutie refrakterného stavu k signalom inhibicie rastu — zdravé bunky maju
vyvinutl kontaktnu inhibiciu, ¢o znamend Ze pri kontakte susediacich buniek
dojde k zastaveniu rastu, avSak bunky nddorové tito vlastnost’ nemajl, ¢im
dochaddza k rastu buniek neorganizovane jedna cez druhu (priinou je zmena
v Bcl-2 rodine proteinov).

e Rezistencia voci programovanej bunkovej smrti — apoptéza je zakladnou
vlastnost'ou zdravych buniek, ktora nastava pri poskodeni bunky ako zachranny
mechanizmus, nadorové bunky vSak tito vlastnost’ stracajii, co znamena ze aj
napriek poSkodeniu bunky preZivaja, rasti a mnozia sa. Eliminacia apoptozy
moze byt zapriinend znizenou expresiou génov proapoptickych, alebo
zvySenou expresiou génov antiapoptickych.

e Vzniknutie neobmedzenej proliferatnej kapacity a prekonanie bunkového
starnutia — v nddorovych bunkach je typickd zvySend aktivita telomeraz, ¢im
nedochadza k skracovaniu telomér atym je zabranené bunkovému starnutiu.
V 80-90 % vsetkych nadorov je telomeraza aktivna.

e Vyvinutie schopnosti tvorit’ nové cievy a kapildry — angiogenéza nastava kvoli
prebytku proangiogénnych faktorov.

e Vyvinutie invazivnosti do okolného tkaniva a schopnosti metastazovat

(Masopust a Prtisa 2003).



2.1.1 Vyskyt nadorovych ochoreni v Ceskej republike a na Slovensku

Kazdy $tat vramci EU méa povinnost zhromazd’ovat udaje o nadorovych
ochoreniach. Na Slovensku aj v Ceskej republike je za tymto u¢elom zriadeny narodny
onkologicky register. Situacie v oboch krajinach s vel'mi podobné.

V roku 2015 bolo vySe 25% tumrti na Slovensku zapri¢inenych nadorovym
ochorenim (druhé najcastejsia pricina, po pri¢ine umrtia na choroby obehovej ststavy)
(www.nczisk.sk).

Pokial’ sledujeme umrtnost’ u muzov na Slovensku st na prvom mieste nadory
pluc, nasledované nadormi kolorekta (s vyrazne zvySujicou sa tendenciou od
osemdesiatych rokov dvadsiateho storocia). U Zien su v popredi nadory prsnika, za nimi
nadory plic a nadory kolorekta (trend znizovania umrtnosti od devitdesiatych rokov
dvadsiateho storocia) (Kliment at al, 2014).

Ceska republika patri medzi onkologicky najviac zatazené $taty v europskom
meradle. V roku 2014 dosiahla incidencia zhubnych novotvarov hodnotu 82 505 novo
diagnostikovanych ochoreni (v prepocte 784 na 100 000 obyvatelov). Zhubné nadory
hrubého c¢reva patria na druhé miesto vo vyskyte aj imrtnosti nddorovych ochoreni

v CR (na prvej priecke st nadory prostaty u muzov a nadory pfs u zien). Vyssi vyskyt je

u muzov.
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Obrazok 1: Incidencia a mortalita nadorov hrubého ¢reva a konecnika v rokoch 1977 —
2011, prevziaté z www.svod.cz

Graf incidencie a mortality zhubnych néadorov hrubého creva a konecniku
zobrazuje stupajuci charakter najmé v osemdesiatych a devétdesiatych rokoch minulého

storoc¢ia avsak v poslednych rokoch je viditeI'na klesajica umrtnost’.
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2.1.2 Kolorektalny karcinom

2.1.2.1 Definicia
Kolorektalny karcindm patri medzi zhubné (maligne) nédory traviaceho traktu.
Zarad’auje sa medzi adenokarcindmy, ¢o znamenda, Ze jeho pdvod je v bunkach
zl'azového epitelu. RozliSujeme dva typy : karcinom konec¢nik a zostupného hrubého
Creva. Nie je iba najCastejSim zhubnym nddorom creva ale aj najCastejSou malignitou

traviacej trubice (Lukas a kol., 2005).

2.1.2.2 Etiologia
Kolorektalny karcindm sa vyskytuje po celom svete, avSak jeho incidencia je
znacne rozdielna. Pri¢inou tychto rozdielov st najméd nutricné faktory, ktoré maji
najvacsi vyznam na vzniku ochorenia. Genetické faktory sa tieZ podiel'aju na vzniku
ochorenia, ¢o dokazuje Castejsi vyskyt v niektorych rodinach. Na zaklade tychto dvoch
poznatkov mozeme tvrdit, Ze kolorektalny karcinom je zapri¢ineny kombindciou
vonkajsich (prevazne nutri¢nych) a vnutornych (genetickych) faktorov (Lukas a kol.,

2005).

2.1.2.3 Vnutorné faktory

Genetika

Nadorové ochorenia maju podstatu vzniku zakorenenu v genetickej informacii.
Na to, aby sa bunky vymkli kontrole je potrebna genetickd zmena v kritickych génoch —
mutécia. Podla rozsahu danej genetickej zmeny, moZeme mutécie rozdelit’ na dva typy :
chromozémové muticie (mdze dochadzat’ k zmene poctu alebo tvaru chromozémov)
a malé mutécie, zapri¢inené zmenou sekvencie DNA (mo6zu byt spdsobené bodovou
mutéciou, alebo vlozenim ¢i stratou niekol'kych nukleotidov).

Gény podielajice sa na nddorovom vzniku delime na tumorsupresorové gény
a onkogény. Protoonkogény si predchodcami onkogénov apre ich premenu st
charakteristické aktivujuce mutacie, kde patria inzercie a delécie v ¢itacom rdmci,
mutacie bodoveé, translokacie chromozomov a amplifikdcie génov. Efekt mutécie je
dominantny, takze sa prejavi uz pri jednej mutacii z dvoch alel. Tumorsupresorové gény
slizia v organizme na znemoZnenie vyvoja nadorov. Mutdcie mozu spdsobit

inaktivaciu tychto génov, ale na rozdiel od onkogénov, sa efekt prejavi recesivne, ¢o
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znamena az v pripade zmeny obidvoch alel. Tym je sposobené Zze v organizme chyba
protein, ktory pdsobi proti vzniku nadoru, alebo médze byt napriklad skrateny — teda
nefunk¢ny. Inaktivujuce muticie mozu byt spdsobené deléciou nukleotidov v okoli
Citaciecho rdmca, nezmyselnymi mutdciami, mutaciami zostrihovymi, stratami casti
génov, ale aj bodovymi muticiami.

Na kolorektdlnom karcindbme bol preukdzany model karcinogenézy
mnohokrokovej, podl'a ktorého proces neoplazie spociva v dvoch krokoch. Najprv
dochadza k somatickej mutacii v tumorsupresorovom géne alebo onkogénne, ktord
zapri¢ini klonovi expanziu. Dal$ie somatické mutacie v tumorsupresorovych génoch
alebo onkogénoch sposobia nasledné cykly expanzie klonov a nador progresuje. Tieto
gény sa v bunke podielajii na signdlnych drdhach. Selektované bunky v nddorovom
klone maju inaktivované alebo aktivované drahy signélne kontrolujuce adhéziu, rast,
diferenciaciu, apoptozu a pod.

Podla genetiky je nador definovany ako expanzia klonov buniek nestcich

mutacie ziskané, somatické, leziace v kritickych génoch ( Kliment a kol., 2014).

2.1.2.4 Vonkajsie faktory

Strava

Je zrejmé Ze jednym z hlavnych rizikovych faktorov pre vznik karcindému
hrubého ¢reva bude prave zloZenie potravy. Pokial’ by I'udia boli schopni zmenit’ diétny
rezim mohlo by ddjst’ az k 90 % zniZeniu vyskytu kolorektadlneho karcinomu (Doll
a Peto, 1981). Pravdepodobné zniZenie rizika karcinomu kolorekta by mohla zabezpecit
strava s vysokym obsahom vlakniny, s nizkym podielom mésa a tukov (hlavne hovédzie
a bravcové). Limit pre prijem tukov by mal byt 30 % kalorického prijmu za den.
Vhodnymi potravinami by mali byt surova zelenina a ovocie, ryza, bob ¢i celozrnny
chlieb. Vysoky prijem zeleniny ovocia, vldkniny anizky prijem tukov je pre
organizmus vyhodny nie len, ¢o sa tyka nadoru hrubého creva, ale aj zniZenia rizika
ochoreni kardiovaskularnych (Prochotsky, 2006).

Obezita a fyzicka aktivita

Délezitou sti€astou prevencie vzniku naddoru kolorekta je normalny BMI (body
mass index) a dostatocnd fyzick4 aktivita. Obezita, nedostatocna fyzickd aktivita aj
zvySeny energeticky prijem su rizikové faktory, ktoré posobia synergicky (Prochotsky,

2006).
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Alkohol a nikotin

Vyssia umrtnost’ na karcindém kolorekta bola zistend u fajCiarov v porovnani
s nefajc¢iarmi. Na fajéenie sa viaZe priblizne 12% umrti na kolorektdlny karciném.
Umrtnost’ sa zvys$uje u oboch pohlavi, aviak riziko umrtia u Zien je vysie (Prochotsky,
2006).

Vztah medzi zvySenym rizikom karcindmu rekta a prijmom alkoholu je
pravdepodobne zapri¢ineny aldehyddehydrogenazou-2 (Prochotsky, 2006).

Vonkajsimi faktormi, ktoré zvySuju riziko vzniku kolorektalneho karcinomu st
aj chlorovanéd voda, zamestnanie v $kodlivom prostredi (najmé pracovnici v tovariach
so syntetickymi vldknami, v textilnom a metalurgickom priemysle), zépaly hrubého
¢reva (naymd Crohnova choroba), radioterapia, cholecystektomia ¢i organova
transplantacia (vo vztahu simunosupresiou, potrebnou po transplantacii pre

zabezpecenie prijatia Stepu) (Prochotsky, 2006).

2.1.2.5 Prevencia
Prevencia je velmi podstatna pri kolorektdlnom karcinome anajmé prave
prakticki doktori by sa mali snazit’ posobit’ na pacientov a vzdelavat’ ich v tejto oblasti.
Primarnou prevenciou rozumieme opatrenia a aktivity na podporu zdravia.
Odportcania pre primarnu prevenciu karcinomu kolorekta su :
e Navysenie podielu vlakniny v strave
e Znizit prijem zivo¢iSnych tukov
e Obmedzenie podielu ¢erveného mésa
e ZniZenie prijmu alkoholu
e Nefajcenie
e Udrzovanie BMI v ide4lnych hodnotach
e DodrZovanie pravidelnej stolice
e (Cvicenie a pohyb
e Chrénenie pred nadmernych opalovanim
Sekunddrnou prevenciou rozumieme skory zachyt onemocnenia a jeho
ovplyviiovanie. Tym, Ze sa onemocnenie zachyti na zaCiatku sa vyrazne zlepSuje
perspektiva pacienta, zvySuje sa hodnota patro¢ného prezitia a tiez aj kvalita Zivota.
Varovné signaly alebo zdvazné anamnestické okolnosti, u ktorych by mal byt zvySeni

pozor su :
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e Zmena alebo zaciatok crevnych problémov vo vysSom veku

e Permanentné brusné bolesti negynekologického povodu

e Trvala alebo no¢na hnacka

e Nevysvetlite'na strata hmotnosti

e Anémia

e Pritomnost krvi v stolici

e Malabsorb¢né prejavy

e Zvysend telesna teplota

e Fyzikalny nalez v oblasti brucha

e Nevysvetlené laboratorne znaky zapalu (CRP, leukocytdza)

e Idiopatické zapaly Creva alebo nddory v osobnej alebo rodinnej anamnéze

Terciarna prevencia u onkologickych pacientov znamena v dosledku terapie alebo
nadorového onemocnenie predchadzat dalsim Skodam. Je to snaha o udrzanie
sebestacnosti, funkénej zdatnosti pacienta a predchddzanie komplikaciam.

Kvartérnou prevenciou u nadorovych onemocneni rozumieme snahu o udrzanie

kvality zivota a optimalizaciu zostatkovych funkcii (Seifert a kol., 2015).

2.1.2.6 Symptomy

Najvyssia incidencia karcindmu kolorekta sa vyskytuje vo veku 60 — 75 rokov.
Vo vsetkych Gsekoch hrubého ¢reva mdze vzniknut' kolorektalny karcindm, vratane
apendixu. Asi u Stvrtiny pacientov je karcindm manifestovany urgetnou prihodou
(obstrukcia, krvacanie, perforacia). Chronické priznaky st vSak CastejSimi prejavmi.
Pokial’ je tumor lokalizovany, u pacientov sa nemusia prejavit’ Ziadne priznaky a prave
preto je vysoko dolezity skrining. Medzi symptomami kolorektalneho karcindému
nachadzame velké rozdiely, ktoré zavisia od lokalizécie 1ézie a rozsahu naddoru. Bolesti
brucha (intermitentné a kfcovité), primes krvi v stolici alebo na nej, zmeny vo
frekvencii stolice ¢i1 zmeny zvyklosti defekéacie, ako st hnacky a obstipacie, su
najcastej$imi prejavmi karcinomu kolorekta. Pacienti, u ktorych prebieha klinicky nemé
krvacanie z tumoru mozu trpiet’ sekundarnou anémiou s nedostatkom Zeleza. Pokrocilé
ochorenie sa mdze prejavit’ nevysvetlitelnou a vyraznou stratou hmotnosti.

Celkova okluzia crevného lumenu alebo perfordcia tumoru sa prejavi obrazom
nahlej prihody brusnej. Krvacanie je Castym priznakom, ale vac¢Sinou nie masivne.

Moéze vznikat' Gnava, ktord sa prejavi kvoli chronickym krvnym stratdm. Pacienti st
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vSak schopni sa na pomalé krvné straty adaptovat’ a preto st niekedy v dobrom stave aj

pri diagnostikovani tazkej anémie (Prochotsky, 2006).

2.1.2.7 Diagnostika

Skrining populécie je dolezity, ked’ze skord diagndza zvySuje péatrocné prezitie.

Vypadéa to, ze skrining by mohol viest' k prevencii velkého poctu kolorektalnych

karcindbmov. Odhalenie potencidlne premalignych alebo benignych adematdznych

polypov umoziuje ich odstranenie.

Sedem skriningovych vySetreni je v sti¢asnosti k dispozicii.

1.

Klinické vySetrenie a anamnéza — rodinna a osobna anemnéza, vek su
rizikové faktory karcindmu kolorekta. Klinické vySetrenie a anamnéza st
finan¢ne nenarocné a dokdzu odhalit’ doélezité symptémy. Digitalne
vySetrenie kone¢nika by malo byt’ sicast'ou vySetrenia fyzikalneho.

Test stolici na okultné krvacanie — vekova hranica pre tento test je 50
rokov. Potencialne vy3etruje koneénik a cela dizku hrubého éreva. Iahka
dostupnost’, bezpecnost, spolahlivost, ekonomické nenéarocnost,
akceptovatelnost’, validnost’ a neinvazivnost’ robia tento test idedlnym
pre skrining. Pacient by mal zbierat 6 vzoriek ztroch stolic
nasledujucich po sebe. Identifikdcia peroxiddzy v hemoglobine je
principom sucasnych pouzivanych testov. Pred vykonanim testu je
potrebné¢ pacienta vhodne poucit, aby nedochadzalo k faloSne
pozitivnym alebo negativnym vysledkom. Vynechanim neZiaducich latok
(NSA, salicylaty, zelezo, antioxidancid) ale aj diétnymi obmedzeniami sa
daju zlepsit’ vysledky tohto testu.

Flexibilnd sigmoideoskopia — endoskopickd procedura, ktora umoziiuje
vizualizovat’ Cast’ hrubého creva a rektum. Metdda je vysoko Specificka
a senzitivna. Je mozné aj odobratie bioptického materidlu. V naSich
krajinach sa vSak viac vyuziva kolonoskopia.

Irigografia — metdda, ktord neumoznuje vykonat’ biopsiu, ale umoziuje
zobrazit' celt dizku hrubého éreva. Je spol'ahliva pre skrining, ale asto
sa nepouziva. AvSak kvoli nevyhnutnosti kolonoskopie je tito metoda
ekonomicky nevyhodna.

Kolonoskopia — endoskopické vySetrenie, ktoré umoziuje vizualizaciu
hrubého creva, ¢im sa zisti lokalizacia 1ézie. Je vyhodnou metddou, lebo
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dokdze aj odobrat’ biopsiu, aj odstranit’ maligne alebo premaligne polypy
z hrubého creva a konecnika. Je realizovand bud’ v celkovej anestézii,
alebo v primeranej analgosedacii. Je ekonomicky naro¢na a preto je
vyuziva len pri pacientoch s priemernym rizikom karcinomu kolorekta.
ZvycCajne je vyzadovana po pozitivhom teste na okultné krvacanie.
Existuje urcité nizke riziko komplikéacii v podobe perforacie pripadne
masivneho krvéacania. Pred kolonoskopiou je potrebné kompletne
evakuovat ¢revo.

6. MR alebo CT kolonografia — MR umoziuje zobrazenie s identifikéciou
polohy a v redlnom c¢ase. PocitaCova tomografia umoziuje trojrozmerné
zobrazenie creva. V tejto metdde je tiez potrebné evakuovat crevo
avyuziva sa aj spomalenie peristaltiky ¢reva za pomoci buscolysinu
alebo glukagéonu. Nevyhodou CT je moznost’ prehliadnutia polypov
malych rozmerov.

7. Genetické testovanie — analyza DNA pre odhalenie abnormalit

(Prochotsky, 20006).

2.1.2.8 Moznosti liecby

Zakladom je chirurgicka liecba, ktora je doplnend liecbou adjuvantnou, kde patri
chemoterapia, radioterapia, monoklonalne protilatky a imunoterapia.

Resekcia karcindmu v oblasti kolonu aj s jeho lymfatickou drendZou a miestnym
krvnym zastipenim je indikovana pokial je karciném resekovatelny. Prerastanie nadoru
do susednym organov a retroperitonea je limitnym faktorom pre vykonanie resekcie. Po
resekcii karcindomu sa vykonava histopatologické vyhodnotenie lymfatickych uzlin,
ktoré¢ ma vyznam pre spresnenie stagingu. Pri neresekovatelnych formach karcinomu
kolonu st vhodnym rieSenim rozne typy bypasovych operacii. Sluzia ako prevencia
proti nahlej prihode brusne;j.

Dal§imi moznostami chirurgickej lie¢by pri karcindme kolonu su : paliativna
lie¢ba, profylaktickd bilateralna ovarektomia (u pacientok s karcindmom rekta sa
postihnutie ovérii zlucuje so zlou progndzou), resekcia synchréonnych karcindmov
hrubého Creva, pripadne subtotdlna kolektomia (v pripade vicsej vzdialenosti).

Pri karcinome konec¢nika je tiez viacero moznosti vyuzitia chirurgickej liecby

ako napriklad : totdlna mezorektalna excizia, lateralna lymfadektomia, d’alSie operacie,
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ktoré zachovavaju sfinkter a techniky, ktoré eliminuji permanentnu stomiu (Prochotsky,
2006).

Adjuvantna lieCba karcindmu kolorekta sa vyuziva pri eradikécii klinicky
nezistitelného metastatického ochorenia, vacSinou nasleduje po chirurgickej
(kurativnej) liecbe. Podéavanie lickov (chemoterapia) je lieCebnd metoda, pri ktorej sa
podavaju nie len produkty chemickej syntézy, ale aj prirodné lieciva, ziskané z rastlin,
alebo inych zdrojov (baktérie, plesne, apod.). Dominantné postavenie v liecbe
karcindbmu kolonu ziskal 5-fluorouracil (5-FU), ktory zaradujeme medzi fazovo
Specifické metabolity. V terapii sa pouzivaju uz aj novsie preparaty ako su kapecitabin,
irinotekan ¢i oxaliplatina. Modernym pristupom, ktory obmedzuje rezistenciu na
chemoterapeutikd je vyuZzivanie kombindcii cytostatik, alebo sekvencna liecba. Pri
kombinovanej chemoterapii sa predpokladd znizenie intenzity neziadicich Ucinkov
lie¢by. Sekvenc¢na liecba spociva v tom, Ze sa najprv poda preparat so slabsim u¢inkom,
ktory ak nie je dostatocne efektivny, tak sa nahradi Uc¢innejSim chemoterapeutikom.
Alteracia sekvencnej a kombinovanej liecby je d’alSou moznost'ou (Prochotsky, 2006).

V StcCastnosti  je niekol’ko moZnosti vyuZitia imunoterapie v lieCbe
kolorektalneho kracindmu, napriklad monoklondlne protilatky, inhibitory kontrolnych
bodov, vakciny, cytokiny, atd. Mnoh¢ z nich st vSak este len v klinickom testovani
(Stanculeanu et al., 2016).

Vel'mi zaujimavou skupinou su ¢asto skimané monoklonalne protilatky. Patria
sem latky, ktoré blokuju vaskularny endotelovy rastovy faktor (VEGF). V prvej linii
liecby metastatického kolorektdlneho karcinomu je zaradeny bevacizumam. VSetky
monoklonélne latky sa vyuzivaju v kombinaciach s chemoterapeutikami a ich benefitom
je predizenie Gasu do progresie ochorenia a predizenie Gasu prezitia. V dalsich
liecebnych linidch sa tieZ vyuziva bevacizumab, ale dochadza k obmene
chemoterapeutik. Dal§imi monoklonadlnymi protilatkami, ktoré sa vyuZivaju
v nasledujucich liecebnych liniach su aflibercept (najmé pri symptomatickom a rychlo
progredujucom karcinéme kolorekta), ramucirumab (ma vysoku toxicitu, cenu a zhodny
vyznam ako bevacizumab a preto je nepravdepodobné vyuzitie v klinickej praxi),
regorafenib (zdvazna gastrointestindlna a koZna toxicita, vhodny u refrakterného
ochorenia na $tandardnu lie¢bu). Dalsou moznostou je inhibicia epidermalneho
rastového faktora (EGFR). V sti¢asnosti st zname dva inhibitory EGFR a to cetuximab

a panitumumab (Andrezalova Vochyanova, 2015)
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Rédioterapia je len zriedkavo vyuZzivané pri karcindmoch hrubého creva, pretoze
tu existuje riziko radia¢nej traumy blizkych intraabdomindlnych organov (Prochotsky,

2006).
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2.2 Cytostatika

Cytostatikd patria medzi najviac skimané latky v poslednych rokoch. Veda sa
zameriava na zvySovanie ucinku latok, zvySovanie Specifického pdsobenia, ale aj
znizovanie neziaducich u¢inkov. Dolezitymi faktormi pri lie¢be cytostatikmi st najmi
stav ladvinovych a pecCetiovych funkcii, stav kostnej drene, pritomnost d’alSich
ochoreni, ale aj pristup pacienta, pri ktorom je potrebné zhodnotit’ jeho psychicky stav
a schopnost’ znasat’ a vyrovnat’ sa s neziaducimi t¢inkami (Mladénka, 2015).

Nadorova populdcia o pocte 10* buniek predstavuje hranicu, s ktorou si je
I'udsky organizmus schopny poradit. Klinicky zistitelny sa vSak nador stava az pri
pocte 10° buniek, co je priblizne 1 g. Letdlnym je nador s poctom 10'? buniek, priblizne
1 kg. Na odstranenie nadoru je potrebné vykonat’ viacero liecebnych cyklov, pretoze
jednym cyklom je zabitych 99 — 99,9 % nadorovych buniek. Nachddzame velké
rozdiely pri postupoch nadorovej a nenadorovej lie¢by, ako je napriklad mnozstvo
podavanej latky. Snazime sa o podavanie ¢o najvyssich tolerovanych davok ucinnych
latok. Casto sa vyuziva aj kombinacia cytostatik, ¢im sa zvySuje uéinnost’ a znizuje

moznost’ vyvoja rezistencie vo¢i danému cytostatiku.

CH
=8
T T e S e R b=
@8
. _—aa
10 a
10 ko
HE
3 108 g
c =
3 o
" —
5] .
g 108 |- \ CH ilmunotelrapll
é \\ | (=]
s e SRS [
] R0 : ;
,§ ot [ "‘f\ CH I 1
\ 1
N\ ¢ v 1
Ny +
2 N\
10 N\
N
\ b
BT PR ol i it i Sy bt e L e S e g ’_‘-_ _____ e
=
> 3
cas =

Obrazok 2: Stratégia podavania cytostatik a nasledna liecebna odpoved. CH — podanie
cytostatika, a — relaps pri preruSeni liecby, b — oddialenie relapsu liecbou, ¢ —
wyliecenie (Klener, 1996)
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Velky problém nastdva pri vzniku rezistencie na chemoterapeutikum. Existuju
viaceré spOsoby, akymi sa nddor moéze stat’ rezistentnym. Problémom pri latkach
poOsobiacich az po aktivacii na latky u¢inné je nedostatok enzymov, ktoré dané
cytostatikum aktivuju. Nador méze vyuzit’ napriklad aj alternativne cesty metabolizmu,
efflux cytostatika z nddorovej bunky ( najcastejSie pomocou p — glykoproteinu ), ¢i
inaktivaciu chemoterapeutika. Dal§imi sposobmi, kedy sa stava nadorova lietba
neucinnou su pripady, kedy chemoterapeutikum nie je schopné preniknut’ k nadorovym
bunkam, pripadne po GspeSnom preniknuti sa bunky nachadzaji v pokojnej faze a tym
nedochéadza k ich ovplyvneniu. Rychlou repardciou poskodenia nadorovych buniek sa

tiez moze vyvinut rezistencia (Mladénka, 2015).

2.2.1 Rozdelenie cytostatik

NajstarSou skupinou cytostatik su klasické cytostatikd, ktoré mézeme rozdelit’ do
viacerych skupin: cytotoxicky posobiace latky tvoriace adukty s DNA, cytotoxické
latky poskodzujuce nukleotidovi syntézu a syntézu DNA, cytostatika interreagujice
s topoizomerazami, mitotické jedy a ostatné klasické cytostatika. Latky, ktoré tvoria
adukty s DNA su alkylacné latky (alkdnsulfonové kyseliny, dusikaté yperity,
nitrosomocoviny, triazeny a ostatné alkylacné latky) a komplexy platiny. Medzi latky
poskodzujuce nukleotidovi syntézu a syntézu DNA patria antimetabolity (analogy
purinovych bazi, analogy pyrimidinovych bazi a analdgy kyseliny listovej)

a ribonukleotidreduktazové blokatory. Podofylotoxiny, kamptoteciny, antracéndionové
a antracyklinové antibiotika su latky interreagujice s topoizomeradzami. K mitotickym
jedom su priradené taxany a vinca alkaloidy.

Dal$ou skupinou su lie¢iva cielenej terapie, medzi ktoré patria peptidy,
inhibitory proteinkindz a protilatky. Ako cytostatika sa tieZ pouZivaju lieciva
ovplyviiujiice funkcie horménov a hormény, konkrétne latky s vplyvom na pohlavny
systém a pohlavné hormony a glukokortikoidné latky. Cytostaticky pdsobiace latky st
aj cytokiny, lie¢iva navracajuce diferenciaciu a lieiva zabezpecujuce fotodynamicka

terapiu (Mladénka, 2015).

2.2.2 Neziaduce ucinky cytostatik
Neziaduce ucinky cytostatik, ktoré sa najcastejSie vyskytuji st zapriCinené

cytotoxickym pdsobenim v normalnych zdravych bunkach, najmé v rychlo sa deliacich
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bunkach. Existuje mnoho faktorov, podl'a ktorych mézeme neziaduce ucinky rozdelit,
napriklad na zriedkavé, Casté a pravidelné, alebo na objektivne a subjektivne, pripadne
na systémove a lokalne. Pri uzivani cytostatik je vysoko dolezité brat’ ohl'ad na spravne
davkovanie ana pridruzené onemocnenia najmi onemocnenia vylucovacich organov
(choroby pecene a obliciek).

Hematologicka toxicita

Porucha homeostazy a porucha krvotvorby je najcastejSim prejavom mnohych
cytostatik. Chemoterapiou spdsobena granulocytopénia mdze byt spojena s febriliou,
preto je potrebné indikovat' antibioticku Sirokospektralnu lie¢bu, pri mykotickych
infekciach su podévané aj antimykotikd. Trombocytopénia sa prejavi klinicky
krvacanim (sliznicové krvéacanie, petechie, hematuria,...). Substitu¢ne sa podavaji
trombocytové koncentraty. U onkologickych pacientov je Casto zistend anémia (10-
40%). Liecba spociva v substitucii (zelezo, kyselina listova a vitamin 12).

Gastrointestindlna toxicita

Mukozitidy su castym neziaducim ucinkom onkologickej liecby. Moze
dochadzat’ k zaCervenaniu, ktoré je bolestivé, pripadne az k ulceracii sliznic. Zapal,
ktory je klinicky najCastejsi, je stomatitida. Mdézu vyustit' az k neschopnosti prijimat’
stravu. Zakladnym pravidlom je dodrzovanie ustnej hygieny, pripadne moze byt
zavedena nutricnd podpora. Liecebny efekt mdze byt ovplyvneny, pretoze kvoli
mukozitide moéze dojst k redukovaniu, alebo oddialeniu d’alSej radioterapie C¢i
chemoterapie. Medzi neziaduce ucinky s vysokou frekvenciou vyskytu zarad’'ujeme
zvracanie anevolnost, ktoré moézu vyustit' k iontovej dysbalancii a dehydratacii.
Antagonisti receptorov pre serotonin (5-HTs) v kombindcii s kortikosteroidmi sa
Standardne podavaju pri  stredne alebo vysoko emetogénnej chemoterapii.
Gastrointestindlna toxicita sa modze prejavit aj hnackou pripadne obstipaciou (najméa
u pacientov vo vySSom veku, ktori st lieCeni vinka alkaloidmi), alebo poSkodenim
pecene.

Kardiotoxicita

Prechodnymi zmenami EKG sa prejavuje akutna kardiotoxicita, ktord nastava
niekol’ko hodin po chemoterapii. Perikarditida alebo toxickd myokarditida st prejavmi
subakutnej kardiotoxicity a nastavaju po niekolkych dnoch ¢i tyzdinoch. Po liecbe sa
v priebehu niekol’kych tyzdioch pripadne mesiacoch moéze vyskytnat chronicka

kardiotoxicita v podobe kardiomyopatie a je ireverzibilnd. Monitorovanie davok je
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nevyhnutné pri podévani kardiotoxickych cytostatik (napr. antracykliny, 5-fluorouracil,
paklitaxel,...).
Nefrotoxicita

Oblicky mozu byt poskodené priamym ucinkom cytostatik alebo nepriamym
ucinkom — doésledok hyperurikémie. Pri priamom poskodeni nastavaju viaceré situacie —
napr. tubuldrna nekr6za pri poddvani mitomycinu ¢i cisplatiny, alebo hemoragicka
cystitida pri cyklofosfamide ¢i ifosfamide... Ako prevencia je zavedeny hydrataény
rezim pripadne uroprotektiva. Rychla nadorova desStrukcia vznikd pri agresivne
chemoterapii a vyustuje do uratovej nefropatie. Nukleové kyseliny, ktoré sa uvolnuju
zbuniek st metabolizované za vzniku kyseliny mocovej, ktord pri vysokych
koncentraciach precipituje v zbernych kandlikoch a distdlnych tubuloch obliciek.
Podévanie alopurinolu, alkalizicia mocu, ¢i dostato¢na hydraticia st prevenciou
uratovej nefropatie.
Neurotoxicita

Neuropatia zasahujuca periférne nervy je najcastejSia. Charakteristicky je utlm
Slachovych reflexov, slabost’ v dolnych koncatinach, parestézie az poruchy pri chodzi.
Pre liecbu, ktord je pomerne naroCna, sa pouzivaji vazodilatancid a vitaminy
(pyridoxin, tiamin).
Kozna toxicita

U mnohych cytostatik sa vyskytuje alopécia, ktord je stresujucim faktorom pre
pacienta, avSak je potrebné upozornit’ na to, ze je reverzibilnd. Na chrbte ruk, tvari,
nechtoch, laktoch, v zahyboch aryhdch koze byva vyraznejSia hyperpigmentécia.
Opuchom, bolestivym zafervenanim, zhrubnutim koZe, aZ jej olupovanim sa prejavi
syndrém hand-foot.

Pneumotoxicita

Intersticialna pl'icna fibroza nastava pri prekro¢eni kumulativnej davky. Difuzna
pltcna kapacita sa postupne znizuje a klinicky sa prejavi v podobe dychavice, suchého
kasla a tachypnoe. Pri podani niektorych cytostatik sa pneumotoxicita prejavi
intersticidlnymi pldcnymi infiltradtmi, edémom pltac ¢i bronchospazmom. Pltcna
fibroza je ireverzibilny proces a jej lieCba je paliativna.

Reprodukcna toxicita

Vyskytuje sa ooboch pohlavi. U zZien nastdva amenorea a fibrotizacia

vajeCnikov, umuzov sa prejavuje oligospermiou az azoospermiou (zriedkava je
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impotencia, ktora je skor psychogénna). Najvyssiu reproduként toxicitu maju alkylacéné
latky.
Dal§imi neZziaducimi tu¢inkami sG mutagénne prejavy, myelodysplasticky

syndrom, akutna leukémia alebo alergické reakcie typu I-IV (Kliment a kol., 2014).

2.2.3 5-fluorouracil

5-FU patri medzi zakladné lieciva 5
vyuzivajuce sa v cytostatickej lieCbe HM F
kolorektalneho karcinomu, nadoroch hlavy a krku, |
karcindbmoch hornych casti GIT, ale aj prsnika. D}\ ]
Syntetizovany bol priblizne v polovici  20. H

storocia.

Byva vyuZzivany ako sucast’ chemoterapie
Obrazok 3: 5-fluorouracil, prevziate

predoperacnej (neoadjuvantnej), s
z www.activebiochem.com

neoperovatelnych  nadorov  (paliativnej)  aj

pooperacnej (adjuvantnej). Mechanizmus ucinku 5-FU spociva v aktivacii na 5-fluoro-
2-deoxyuridin 5 monofosfat (FAUMP). Endogénny deoxyuridin monofosfat (dUMP)
sutazi s FAUMP o vytvorenie komplexu s metylentetrahydrofolatom (produkt z cyklu
kyseliny listovej) a tymidylatsyntdzou. Vytvorenie tohoto nevratného komplexu
s FAUMP sposobuje blokaciu tymidylatsyntazy, ¢im sa znizi tvorba dTMP
(deoxytymidin monofosfatu) a produkcia pyrimidinovych nukleotidov, ktoré su
potrebné pre syntézu DNA. Dal§imi medziproduktmi st fluorouridintrifosfat (FUTP),
ktory inhibuje syntézu RNA a fluorodeoxyuridin trifosfat (FAUTP), ktory sluzi ako
faloSny DNA prekurzor (Martinkova a spol., 2011).

Tradicne je davkovanie 5-FU urcované podla povrchu tela. 5-FU vyzaduje
intravenozne podavanie. Distriblcia cytostatika prebieha pomocou saturabilného
prenasacového transportu. Biodegradacia prebieha v peceni alebo extrahepatalnou
cestou. Priamo mocom je vylucenych priblizne 20 % davky. Dihydropyrimidin
dehydrogenédza (DPD) je enzym, zodpovedny za biodegradaciu na metabolit bez G¢inku.
DPD mé rozdielnu enzymaticki aktivitu ukazdého jedinca, Co znamend, Ze
u nemocnych s nizkou enzymatickou aktivitou DPD je vysSie riziko toxicity. Medzi
prejavy toxicity patria neurotoxicita, myelosupresia, hna¢ky a mukozitida. V 3-5 %

populacie bol pozorovany ciastocny deficit, v 0,1 % populdcie Uplny deficit DPD
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(prejav  genetického polymorfizmu). Prejavy toxicity sa mdzu vyskytnat
charakteristicky pocas niektorych, konkrétnych hodin, pretoze aktivita DPD prebieha
v cirkadidlnych dennych rytmoch (Martinkova a spol., 2011).

5-FU je podavany intravenozne ato bud’ formou bolusového podania, alebo
kontinudlnou infiziou. V dnesnej dobe sa v Eurdpe viac vyuziva forma kontinudlnej
infuzie, ktorej vyhodami su vyssia efektivita (vyssie percento objektivnych odpovedi),
niz$ia toxicita a dlhsi ¢as do progresie nadorového ochorenia. AvSak medzi nevyhody
patria vysSSie naroky na inStrumentalne vybavenie nemocnic a len mierny narast ¢asu
prezivania (www.onkologia.infoma.sk).

V minulom storo¢i sa 5-FU vyuzival najmd v kombinécii s levamisolom
(antihelmintikum pravdepodobne s imunostimulaénym mechanizmom u¢inku). Tato
kombinacia zabezpeovala zniZenie poétu Umrti, niZSie riziko rekurencie a prediZenie
trojroéného prezivania pacientov. Na konci 20. storocia sa vSak do kombinacie s 5-FU
zacal vyuzivat' leukovorin. Tento derivat listovej kyseliny sa vyuziva vd’aka svojim
imunomodulacnym ucinkom (pravdepodobne zvySenie 5-FU aktivity). Leukovorin
vytvara komplex spolu s tymidilat syntdzou a 5-FU, ktory blokuje syntézu DNA
(zablokovanim syntézy tymidinu). DiZka chemoterapie pri pouZiti kombinacie 5-FU +
leukovorin sa pohybuje vrozmedzi 6 — 8 mesiacov, pricom zacina zvyCajne 4 - 6
tyzdnov po chirurgickej operacii (doba pre zotavenie pacienta)(Prochotsky, 2006).

Pri snahe zjednoduSenia liecby bol vyvinuty Kapecitabin, ¢o je fluoropyrimidin
karbonat, ktory je konvertovany na 5-FU v nadorovej bunke. Jeho vyhodou je mozZznost’

oralneho podéavania (Prochotsky, 2006).
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2.3 Terpény

2.3.1 Charakteristika
Terpény su latky prirodného povodu, tvoria jednu z najvacsich skupin a mnohé

znich su vyuzivané v priemysle najmid ako latky upravujice zmyslové vnimanie.
Rastliny produkuju rézne sekundarne metabolity, u ktorych sa postupne zist'uje ich
vyuzitie v huméannej medicine aterpény patria medzi jedny ztychto latok,
s biologickym a farmakologickym uc¢inkom. Ich zakladnym Strukturdlnym prvkom je
patuhlikova jednotka tvorend isopentenyl difosfitom (IPP) alebo dimetylallyl
difosfatom (DMAPP). Podla poctu tychto S5-uhlikovych jednotiek rozdelujeme
terpenoidy na :

e Hemiterpény (5-uhlikov)

e Monoterpény (10-uhlikov)

e Seskviterpény (15uhlikov)

e Diterpény (20-uhlikov)

e Sesterpény (25-uhlikov)

e Triterpény (30-uhlikov)

e Tetraterpény (40-uhlikov)

e Polyterpény (>40-uhlikov) (Singh, Sharma, 2015)

2.3.2 Syntéza
Syntéza zakladnych Strukturdlnych prvkov terpénov je rozdelend na dve dréhy.
V cytosole prebieha draha mevalonovej kyseliny, ktord je zodpovednd za syntézu
niektorych seskviterpénov a sterolov. V plastidoch prebieha draha 1-deoxy-D-xylulose-

S-fostatu, ktorej vysledkom st monoterpény, seskviterpény a diterpény (Laule et al.,

2003).

)J\/\ " " 3 i
0-P—0-P-OH o

O-P-0-P-0OH

OH OH I I
OH OH
Obrazok 4: isopentenyl difosfat, Obrazok 5: dimetylallyl difosfat,
prevziate z www.echelon-inc.com prevziate z www.echelon-inc.com

Terpén syntazy su enzymy, zodpovedné za syntézu terpénov a aj malymi Strukturdlnymi

zmenami moZzu ziskat’ nové katalytické vlastnosti (Singh, Sharma, 2015).
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2.3.3 Seskviterpény

Seskviterpény zarad’'ujeme medzi sekundarne metabolity, ktoré sa vyskytuja
najmd vo vysSich rastlinach, ale pritomné su aj v hubach a bezstavovcoch. Prinosom
mozu byt ich protizépalové, antiparazitické a protikarcinogénne ucinky (Ambroz et al.,
2015).

Sekviterpény tvoria velkl a rozmaniti skupinu biologicky aktivnych rastlinnych
latok, ktoré boli identifikované v mnohych celadiach rastlin, ako napriklad
Acanthaceae, Apiaceae, Euphorbiaceae, Magnoliaceae, Lauraceae, Menispermaceae,
Winteraceae, Rutaceae,... Najviac su vSak zastipené v Celadi Asteraceae, kde bol
zisteny vyskyt viac ako 3000 réznych Struktar seskviterpénov. St vyznamnou zlozkou
esencidlnych olejov (Chaturvedi, 2011).

Struktura seskviterpénov je tvorena z 15-tich uhlikov (3 patuhlikové jednotky),
ktoré vznikli cyklizaciou a oxidaciou. Predpona ,seskvi“ znac¢i 15 uhlikov a Casto
pouzivand pripona ,0lid“ charakterizuje pritomnost laktonovej skupiny. o, —
nenasyteny lakton sa vyskytuje v cis- alebo trans- forme a napojeny je na C-6/C-7 alebo
C-8/C-7 poziciu skeletu (Amorin et al., 2013).

Syntéza terpénovych jednotiek zacina kondenzaciou troch molekul acetyl-CoA,
ktoré vytvoria 3-hydroxy-3-metylglutaryl-CoA a z ktorého neskor vznika kyselina

mevalonova (Singh, Sharma, 2015).

biosyntéza
CH3;COSCoA — CH3;COCH,COSCoA — mastné kyseliny

l

OH
> e
HOOC  CH-,OH o~ O
kyselina + mevalonlakton

mevalonova

isopentenyl difosfat

Obrazok 6: syntéza isopentenyldifosfatu, prevziate z www.docplayer.cz

26



Klacovym enzymom v syntéze terpénov je terpénsyntdza. Biosyntéza
seskviterpénov prebieha v cytosole buniek. V prvom kroku syntézy vznikaji dve 5-
uhlikové molekuly ato dimetylallyldifosfat a isopentenyldifosfat, ktoré spolu
kondenzuju za vzniku geranyldifosfatu. Prekurzorom pre vSetky seskviterpény je
farnesyldifosfat, ktory vznikd pripojenim dalSiecho isopentenyldifosfatu ku
geranyldifosfatu a tym sa vytvori 15-uhlikovy zékladny skelet seskviterpénov (Cheng et
al., 2007).

CH, Té\EHz—D
CH, \A
C

[rimethiylaly dif ozt at

H}MEHF_—D

o, / CH, CH,
T]/\EHE_D G eranyldifostat
CH,

|z 0 pentenyldfosfat

Obrdzok 7: Syntéza geranyldifosfatu, prevziate z www.orion.chemi.muni.cz

Seskviterpény maju lipofilny charakter (Amorin et al., 2013). Rozdel'ujeme ich
na germanokranolidy (10-Clenny kruh), guaianolidy (5/7 bicyklicky dutvar),
pseudogaianolidy (5/7 bicyklicky tutvar), eremophilanolidy (6/6 byciklycky utvar) a
eudesmanolidy (6/6 bicyklicky utvar). NajvacSou skupinou st germanokranolidy, ktoré

reprezentuju vacsinu biogenetickych prekurzorov seskviterpénov (Amorin et al, 2013).

2.3.3.1 Charakteristické chemické reakcie
Zvycajné skupiny vyskytujuce sa v molekulach seskviterpénov su y-laktonovy
kruh (v mnohych pripadoch obsahujici o-metylénovil skupinu), d’alej hydroxyly,
esterifikované hydroxyly a epoxidové kruhy. Niektoré seskviterpény sa vyskytuji
v glykosidovej forme, pripadne m6zu obsahovat’ halogén alebo atomy siry (Chaturvedi,

2011).



Stadie medzi $truktirou a Gdinkom ukézali, Ze rézne cytotoxicky posobiace
seskviterpény reaguju s tiolmi (napr. —SH skupiny cysteinu v molekulach proteinov)
rychlymi adiciami Michaelovym typom. Tieto reakcie st sprostredkované o,
nenasytenym karbonylovym systémom. Tieto zistenia podporuju fakt, Ze nadorovy rast
je inhibovany alkylaciou biologickych makromolekul, ktoré¢ reguluju rast, ako napriklad
enzymy kontrolujuce bunkové delenie. Rozdielne Strukturdlne moZznosti jednotlivych
seskviterpénov moézu byt vysvetlenim rozli¢nej aktivity. Dalsie faktory, ktoré mozu
ovplyvnit' aktivitu jednotlivych seskviterpénov su lipofilita, cielovy tiol, chemické

prostredie ¢i molekulova geometria (Chaturvedi, 2011).

2.3.3.2 Protinadorové poésobenie seskviterpénov

V poslednych rokoch bola velkd snaha v testovani cytotoxicity najmi medzi
prirodnymi latkami, ¢o prinieslo svoj uspech, pretoze viac ako 50 % novych
chemoterapeutik s prave latky prirodného pévodu (Huang et al., 2012).

Antiproliferacny uc¢inok bol urdéznych seskviterpénov dokdzany rozliénymi
mechanizmami G¢inku (inhibiciou proliferacie a angiogenézy, zasahmi do bunkového
cyklu alebo indukciou apoptozy). Vsetky tieto mechanizmy ucinku maji rdzne ciele
avsak k ich ovplyvneniu dochiddza pomocou regulacie transkripéného faktoru NF-kB.
Do tejto signalnej drdhy su zapojené rdzne proteiny, ktoré zmenou v expresii
ovplyvituji bunku (Kim et al., 2006).

NF-kB rodina proteinov obsahuje 5 réznych podjednotiek : RelA/p6S5, c-Rel,
RelB, NF-kB1 a NF-kB2, ktoré vytvaraji hetero- alebo homodiméry a ich tlohou je
ovplyvnenie génovej expresie pomocou signalov vyvolanych cytokinmi, bakteridlnymi
produktmi, rastovymi faktormi ¢i stresovymi stimulmi. Negativna regulacia NF-kB je
sprostredkovana interakciami s inhibitormi kB proteinov (IxB). IkB proteiny podporuju
akumulaciu dimerovych komplexov v cytoplasme a tym zabrafuji naviazaniu na DNA.
Bcl — 3 protein moZe regulovat’ bunkovu expresiu pomocou interakcie s podjednotkami
NF-«B1 a NF-xB2. NF-kB draha je pozitivne regulovana cez aktivitu IxkB kinasového
(IKK) komplexu. IKK zabezpecuje fosforylaciu IxkB proteinov, ktoré vedie
k ubiquitinacii a nasledne k proteazémovej degradacii. Uvol'nené NF-kB komplexy sa
akumuluju v jadre adochiddza k vdzbe na cielové sekvencie DNA. Aktivuje sa
transkripcia génov, ktoré st zodpovedné za imunitni odpoved, kontrolu bunkového

rastu a regulaciu apoptdzy (Kim et al., 2006). Vo vSetkych bunkach st exprimované
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podjednotky RelA/p65 a NF-kB1, naopak v konkrétnych diferencovanych bunkovych
typoch st dolezité podjednotky c-Rel, RelB a NF-kB2 (Huber, 2004).

Kazdy seskviterpén vSak moéze pdsobit’ cez iny mechanizmus cytotoxického
ucinku. Napriklad zySenim expresie proapoptickych génov (caspasa-8, caspasa-9, bax,
bak 1) aznizenim expresie antiapoptickych génov (c-myb, COX-2, mdm2, bcl-2)
posobil B-karyofylen oxid in vivo v niektorych bunkovych modeloch (Kim et al., 2012).
Inhibiciou expresiec ICAM-1 (adhezivna molekula) cez supresiu NF- «B posobil
gossypol, ¢im znizil invazivitu a adhéziu buniek l'udského prsného karcinomu (Moon et

al., 2011).

2.3.3.3 Nerolidol C H
Nerolidol (NER, 3,7,11-trimetyl- 3 HO C H3
1,6,10-dodecatrien-3-o0l) tieZ zndmy ako AN |
peruviol je prirodny alifaticky C H
2

seskviterpénovy alkohol, ktory je dblezitou
zlozkou esencidlnych olejov, ziskanych |

extrakciou z mnohych rastlin (Ferreira et HSC CH 3

al., 2012). Vyznacuje sa kvetinovou voiiou, ,p.c- 1 8- trans-nerolidol, prevziate
vdaka Comu sa  Casto  pouziva Zwww.sigmaaldrich.com

v kozmetickom priemysle, kde je sucast'ou

Sampénov a parfémov, ale aj vinych produktoch ako st detergentné prostriedky.
Americkou FDA (Food and Drug Administration) bol schvaleny aj ako zvyraziiovac
chuti (Chan et al., 2016).

NER ma hydrofobny charakter apreto slahkostou prechddza bunkovymi
membranami a moZe intereagovat’ s proteinmi vo vnutri bunky (Park et al., 2009).
Nadobuda 4 rozne izomérne formy, vd’aka dvojitej vizbe na uhliku C-6 (cis a trans
formy) a asymetrickom uhliku v pozicii C-3 (R, S formy) (Chan et al., 2016).

Glukuronidacia je hlavnd cesta, ktorou je NER metabolizovany in vivo.
Dochadza k zniZzovaniu lipofilnej povahy a tym aj k zniZeniu interakcii s membranami.
Glukuronidécia prebieha pomocou enzymu UDP-glukuronosyltransferazy, ktory moze
byt v organizme inhibovany mnohymi latkami. Pre ziskanie dalSich informacii

o peCenlovom a ¢revnom metabolizme seskviterpénov je potrebné vykonat’ in vivo Stadie

(Ferreira et al., 2012).
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NER ma mnoho vyhodnych farmakologickych a biologickych uc¢inkov, ako
napriklad antimikrobidlne, antioxida¢né, antiparazitarne, protinddorové, insekticidne,
protizapalové, ale tiez moze slazit' aj ako zlepSovac koznej penetracie (Chan et al.,
2016).

Reaktivne formy kyslika (ROS) vznikajice pocas nekompletnej redukcie kysliku
su superoxidovy anidn, hydroxylovy radikal a peroxid vodika. Za fyziologickych
okolnosti sa bunka dokaze s ROS vysporiadat pomocou antioxidacného obranného
systétmu (superoxid dusmutaza, katalaza, GSH,.. Nerovnovaha v antioxidatnhom
obrannom systéme, ¢i nadprodukcia ROS moéze vyustit' v oxidacny stres, ¢o spdsobi
poskodenie biomolekul (proteiny, lipidy, DNA). NER vyznamne zniZuje obsah
malénaldehydu a dusitanov a tiez zvySuje aktivitu superoxiddismutdzy a katalazy, ¢im
je vysvetlovany jeho antioxidacny efekt (Chan et al., 2016).

NER tiez intereaguje s mitochondriami, ¢im dochadza k ovplyvneniu bunkovej
energetiky. Pravdepodobny mechanizmus je priama interakcia s FiFo-ATPazou
mitochondridlneho dychacieho retazca, ¢im dochddza k znizovaniu obsahu ATP
v bunkach (priama Umera medzi koncentrdciou NER a efektom). Ovplyviiovanim
energetiky buniek dochadza k znizeniu zivotaschopnosti, ¢o je vysvetlované ako
mechanizmus protinadorového pdsobenia NER na hepatocelularny pecenovy karcindm

(Ferreira et al., 2012).

2.3.3.4 Valencen

Valencen (VAL) je bicyklicky terpén skladajici sa z 15 atomov uhlika.
Chemicky systematicky nazov je (3R,4aS,5R)-4a,5-dimetyl-3-(prop-1-en-2-yl)-
1,2,3,4,4a,5,6,7-octahydronaftalén (www. pubchem.ncbi.nlm.nih.gov).

VAL je latka charakteristicky sa
vyskytujuca v citrusovych plodoch, kde je
zodpovedna za citrusové ardma. Je sucastou SN N
esencidlnych olejov. mnohych rastlin zrodu N { ‘
Citrus. Roéne sa vyuzije priblizne 10000 kg. Hv l
Vdaka svojej citrusovej ardbme sa pouziva ako

aditivum do jedla adrinkov. Oxidiciou VAL

vznikd nootkatone, ktory sa tiez vyuziva ako op.i-ok 9: Valencen prevziate z

potravinové aditivum (ddva grepovii arému) Www. pubchem.ncbi.nlm.nih.gov
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%22(3R%2C4aS%2C5R)-4a%2C5-dimethyl-3-(prop-1-en-2-yl)-1%2C2%2C3%2C4%2C4a%2C5%2C6%2C7-octahydronaphthalene%22%5BCompleteSynonym%5D%20AND%209855795%5BStandardizedCID%5D
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%22(3R%2C4aS%2C5R)-4a%2C5-dimethyl-3-(prop-1-en-2-yl)-1%2C2%2C3%2C4%2C4a%2C5%2C6%2C7-octahydronaphthalene%22%5BCompleteSynonym%5D%20AND%209855795%5BStandardizedCID%5D

(Frohwitter et al., 2014).

Syntézu zabezpecuje valencensyntaza (patriaca do rodiny syntdz seskviterpénov)
a prebieha z farnesyl pyrofosfatu.

Vo vSeobecnosti byva VAL ziskavany pomocou destilacie vodnou parou priamo
z plodov citrusov. Tymto spdsobom sa vSak vyuzije len cast silice, ¢o nie je vyhodné.
Preto su snahy syntetizovat VAL pomocou geneticky modifikovanych organizmov.
Napriklad vloZzenim génu valencensyntazy do Specifického organizmu moze viest’
k syntéze VAL. Tato genetickda modifikdcia sa vyuziva v hubach, kvasinkach aj
baktériach. Typicky v Schizophyllum commune (huba) alebo v Corynebacterium
glutamicum (baktéria) (Frohwitter et al., 2014).

Existuje viacero Studii, ktoré sa zaoberali i¢inkami VAL.

Bol skimany ochranny uw¢inok VAL proti ziareniu UV. VAL inhiboval
vapnikové i6nové kandly ORAIl a TRPV1, ktoré sa spajaju s prozapalovou reakciou,
starnutim koze a melanogenézou. V bunkdch melandmu dochadzalo k znizeniu syntézy
melaninu (UV — indukovana syntéza). Tieto vysledky naznacujii mozné vyuzite VAL
proti tvorbe vrasok a starnutiu koze v kozmetickom priemysle (Nam et al., 2016).

Dalou $tadiou bol zistovany protizdpalovy u¢inok VAL. Znizoval uvoliovanie
cytokinu, ktory je produkovany v neskorsej zapalovej faze — HMBGI. Tiez indukoval
hem-oxygenazu 1 (HO-1), ¢o je enzym pritomny v mnoZstve cytoprotektivnych
a imunomodulaénych Uc¢inkoch. Inhiboval aj NO-syntdzu (indukovatelnu), ktorej
vyznam je najmi v prozapalovych a prooxidaénych procesoch. U mysi s indukovanym
zapalom zvysil celkové prezivanie. Tieto U¢inky dokazuju potencial VAL ako
protizépalovo pdsobiacej latky (Tsoyi et al., 2011).

Antioxidacné U¢inky VAL boli v porovnani so silicou z Citrus sinensis nizsie.
Bola zistovana tiez antimikrobidlna aktivita VAL proti kmetlom Penicillium citrinum,
Staphylococcus aureus, Saccharomyces cerevisiae, Escherichia coli a Aspergillus niger,
avSak nebolo vykazané Ziadne antimikrobidlne pdsobenie. Pozorovany bol vyznamny
cytotoxicky uc¢inok na HeLa bunkach (hodnota ICso mensia ako 20pg/ml) (Liu et al.,
2012).

Na nédorovej linii CaCo-2 bol zisteny cytotoxicky ucinok VAL. Bol dokazany
tieZ synergicky ucinok VAL s doxorubicinom. Pri kombinacii VAL + doxorubicin bolo
zvysSené prooxidacné posobenie (Ambroz et al., 2015).

VAL zéroven znizoval produkciu leukotriénov (antialergicky ucinok) a tiez

inhiboval neskorsi typ hypersenzitivnej reakcie (Jin et al., 2011).
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. Ciele prace

Literarna reSer§ — vysvetlenie problematiky nadorovych tkaniv, najma
kolorektalneho karcindmu a jeho liecby, charakteristika jednotlivych vybranych

latok (5-FU, VAL, NER) a ich uc¢inky

Stanovenie vplyvu 5-FU na nadorovu liniu SW-620 pocas 24- , 48- a72-

hodinovej expozicie

Stanovenie vplyvu seskviterpénov (NER, VAL) na nadorova liniu SW-620

pocas 24- , 48- a 72-hodinovej expozicie

Stanovenie vplyvu seskviterpénov na antiproliferacny uc¢inok 5-FU pocas 72-
hodinovej expozicie na nadorovej linii SW-620 a zhodnotenie kombinovaného
pdsobenia 5-FU a seskviterpénov (NER, VAL) na nadorovej bunkovej linii SW-
620
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4. Experimentalna Cast’

4.1 Pristroje a pomocky

Pristroje: analytické vahy (Scaltec SBC 22), CO: inkubator (HeraCell), centrifuga
(Eppendorf 5810R), mikroskop (Nikon Eclipse TS 100), laminarny box (BioAir AURA
2000 M.A.C.), zmrazovaci kontajner (Nalgene, Sigma C1562), termomixér (IKA MS2
Minishaker), spektrometricky a spektrofluorimetricky analyzator (Tecan Infinite M
200), mraziaci box (-80 °C) (HeraFreeze), ultrazvukovy homogenizator (Sonopuls
Bandelin HD 2070), odsavacka (Gilson).

Pomdcky: Biirkerova komorka, podlozné sklicka, krycie sklicka, rukavice, vaZenka,
kopistka, sterilné kultivacné fTaSe, sterilné pipety, mechanické a automatické pipety
(jednokanalové aj viackanalové), stojan na pipety, elektricky pipetnik, sterilné
pipetovacie Spicky, 96-formatové mikrodosticky, kadicky, skiimavky, stojan na

skamavky, odmern¢ valce, vanicky, kahan.

4.2 Materialy a chemikalie
Bunkova linia SW-620 (ATCC)
EMEM (Eagle's minimum essential medium) — Sigma-Aldrich (Praha, CR)
Zasobné roztoky seskviterpénov (NER,VAL) — Sigma-Aldrich (Praha, CR)
5-Flourouracil — Sigma-Aldrich (Praha, CR)
Dimetylsulfoxid (DMSO) — Sigma-Aldrich (Praha, CR)
Trypsin-EDTA (trypsin-ethylenediaminetetraacetic acid) — Lonza (Praha, CR)
Fetalne bovinné sérum (FBS) — Lonza (Praha, CR)
Gentamycin — Lonza (Praha, CR)
PBS (fosfatovy pufor so solami v tabletich) — Sigma-Aldrich (Praha, CR)

bezné chemikalie Cistoty p.a.
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4.3 Kultivacia bunkovej kultury SW620

4.3.1 Kultivaéné médium

NeoddeliteI'nou sucastou pokusov s bunkovymi kultrami je vybranie vhodného
kultivaéného média. Kultivaéné médium do znacnej mieri napodobiiuje zlozenie
extracelularnej tekutiny a jeho hlavnou ulohou je zabezpecit' rast a mnoZenie buniek.
Nad adherovanymi bunkami zvycajne tvori tenku vrstvu, ktora zabezpecCuje nie len
dostatok zivin potrebnych pre rast buniek po dobu niekol’kych dni, ale umoziuje aj
dostato¢nu difuziu oxidu uhlic¢itého a kyslika (Vejrazka, 2014). Médium, ktoré bolo
pouzivané pri pokusoch je DMEM (Dulbecco’'s Modified Eagle Medium). Existuje
niekol’ko druhov DMEM médii, ktord sa od seba odliSuji obsahom zivin. V mojom
pripade bolo pouzit¢ DMEM D6429, ktoré sa vyznacuje vysokym obsahom glukdzy
(4500 mg/L). Stcastou DMEM D6429 média st aj L-glutamin, hydrogénuhli¢itan
sodny, pyruvat sodny a d’alSie latky. NeoddeliteI'na ¢ast’ média tvoria aj aminokyseliny
a vitaminy.

M¢édia sa dodavaju v plastovych flaSiach o objeme 500 ml a kedZe bolo
potrebné do média doplnit’ niektoré latky, preto najskor bolo odobranych 55,5 ml. Do
média bolo nasledne pridanych 50 ml fetdlneho bovinného séra — FBS, 5 ml HEPES (4-
(2-hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic acid) pufru a 0,5 ml gentamycinu (50
pg/ml).

Pridanim séra bolo zabezpecené obohatenie média o mnoho biologicky
aktivnych latok, ako napriklad rastové faktory, inhibitory proteaz, latky potrebné pre
adhéziu buniek, ¢i mnohé stopové prvky. HEPES je organicky pufor, ktorého ulohou je
udrZovanie staleho pH v blizkosti fyziologickému, ¢o znamena v okoli hodnoty 7,4.
Gentamycin je baktericidne, Sirokospektralne antibiotikum, patriace do skupiny
aminoglykozidov. Jeho mechanizmus ucinku spociva v inhibicii syntézy bielkovin
vézbou na 30S podjednotku ribozému. V médiu je potrebné pre zaistenie ochrany pred
bakteridlnou kontamindciou. Po pridani vSetkych zloziek bolo médium dostatocne

premieSané a ulozené do chladu (4 °C) a temna.

4.3.2 Bunkova linia SW620
Bunkova linia SW620 je nadorova linia odvodena od kolorektalneho karcinomu
51ro¢ného muza, izolovana z lymfatickej uzliny. Ide o adherentné epitelidlne bunky.
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Malé mnozstva karcinoembryonického antigenu (CEA) su syntetizované bunkami a
maji vysoku schopnost’ tvorit’ nadory u nahych mysi. Nachddza sa tu mutacia G -> A
typu v kodone 273 géne p53, ktorej vysledkom je substitiicia argininu za histamin

(ATCC, 2014).

4.3.3 Rozmrazovanie buniek SW620

Nezahriate kultivacné médium, priblizne 12 ml, bolo napipetovanych do 15 ml
skimavky. Viecko zmrazovacej skimavky bolo dezinfikované, nasledne bola cast’
nezahriateho média pridana do zmrazovacej skimavky a rozpustend Cast’ suspenzie
média s bunkami bola odsata a pridana k zbytku média. Postupné rozmrazovanie buniek
s médiom bolo opakované az do uplného rozpustenia suspenzie. Suspenzia média s
bunkami bola zhomogenizovand a centrifugovana po dobu 5 minuat 70 g pri laboratérne;j
teplote. Supernatant bol odsaty a peleta resuspendovana 15 ml cerstvého média. Do
kultivaénej flasi 75 cm? bolo nasadenych 15 ml suspenzie a ponechané rast' v
inkubatore (37 °C, 5 % COz), ¢im boli zaistené vhodné podmienky pre uchovavanie

buniek.

4.3.4 Pasizovanie buniek SW620

Pasdzovanie buniek je laboratorny postup, pri ktorom dochadza k namnoZeniu
buniek, naslednému nariedeniu a preneseniu do novej kultivacnej nadoby. Na to aby
bunky preliferovali je potrebné zaistit vhodné podmienky, medzi ktoré patri najmi
vhodny povrch kultivaénej nddoby, zloZenie kultivacného média a podmienky
prostredia, ako je zloZenie atmosféry, ¢i teplota (Vejrazka, 2014). Mala som dva dovody
pre pasaZovanie buniek. Prvym bolo ziskanie buniek pre pokus a druhym zachovanie
bunkovej linie. Celé pasdZovanie buniek bolo realizované za aseptickych podmienok v
laminarnom boxe.

Zachovanie bunkovej kultury

Priblizne exponencialne mnozenie buniek (log-faza) je typickym pre mnozenie
bunkovej kultary, az do chvile, kedy v désledku kontaktnej inhibicie dojde
k spomaleniu rastu, ¢o nazyvame dosiahnutie fazy platd. Idedlnym pripadom je
pasazovat’ bunky tesne pred dosiahnutim faze platd, kedy sa kultura nariedi a nasadi do
novych kultivatnych nadob. Ddlezitou charakteristikou je zachovanie takej hustoty

buniek, aby po pridani Ccerstvého kultivaéného média, dochadzalo znovu
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k exponencidlnemu rastu buniek. U niektorych typov buniek nedochadza ku kontaktne;j
inhibicii, ¢o spdsobi vytvorenie jednoduchej konfluentnej vrstvy, ktord sa prejavi
tvorbou zhlukov buniek. Pokial sa takato kultura nenariedi, dojde k postupnému
odumieraniu buniek, ktoré sa nachadzaju v strede zhlukov, pretoze st nedostatocne
zasobené zivinami z média. PasdZovanie bolo potrebné vykonavat’ dvakrat do tyzdna.

Pasazovanie buniek pre pokus

Bunky boli pasazované tesne pred dosiahnutim fazy plat6. Z inkubatora bola
vybratd kultivacna fl'aSa s narastenymi bunkami, prenesena do laminarneho boxu, kde
po otvoreni kultivac¢nej fTaSe a oSkvrknuti jej hrdla bolo kultivacné médium vyliate do
odpadnej kadicky. Bolo potrebné vylievat kultivatné médium opatrne, aby bunky
zostali prichytené na dne kultivacnej fl'ase. Po vyliati média, boli bunky dva krat
premyt¢ PBS (Phosphate Buffered Saline) pufrom. PBS zabezpecuje odstranenie
hor¢ika a vapnika z buniek. Pre funkciu adhezivnych faktorov buniek su nevyhnutel'né
prave tieto i6ny a vdaka ich odstraneniu sa ul'ah¢uje uvolnenie buniek z povrchu
kultiva¢nej nadoby (Vejrazka, 2014). 2 ml 0,25 % trypsinu-EDTA boli pridané k
bunkdm a kolisavym pohybom bolo zabezpecené¢ kompletné pokrytie dna kultivaéne;j
flase, a ponechané pdsobit’ po dobu asi pol minuty. Nasledne boli priblizne 2/3 trypsin-
EDTA odpipetované do odpadnej nadoby a zbytok bol ponechany v kultivacnej fl'asi,
ktord bola umiestnena do inkubatora na dobu 2-3 minut (37 °C, 5 % CO:). Trypsin,
patriaci do skupiny proteaz, sposobuje naruSenie bielkovinovych adhezivnych molekul,
vdaka ¢omu sa bunky uvolnia zo stien kultivacnej fl'ase (Vejrazka, 2014). Po vybrati
buniek z inkubatora bol pod mikroskopom zkontrolovany vzhl'ad buniek, najmi ¢i st
bunky uvolnené zo stien a¢i nie st vytvorené zhluky. V pripade nedostatoéného
uvol'nenia buniek bolo potrebné sklepnut’ bunky uderom dlane do hrany kultivacnej
flaSe. Pre dokonalé uvolnenie buniek boli pridané 4 ml média tak, aby sa splachli aj
bunky dosial’ prichytené na dne kultivacnej fl'aSe. Supsenzia buniek bola opakovane
nasata a vypustend spat’ do nadoby pre zhomogenizovanie. Zhomogenizovana suspenzia
buniek bola kompletne nasatd do pipety jej Cast’ bola nasadend do novej kultivacne;j
flase pre d’alsiu kultivaciu a zbytok bol pouzity pre pokus, alebo vypusteny do odpadnej
kadicky. Pre zabezpec€enie d’alSej proliferacie buniek bolo pridanych 13 ml kultivaéného
média a kyvavym pohybom bolo zabezpecené rovnomerné pokrytie dna nadoby
suspenziou buniek. Nésledne bola kultivacna fl'asa umiestnené do inkubatora (37 °C, 5

% CO2).
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4.4 Testovanie vplyvu seskviterpénov na tcinok 5-flourouracilu u

nadorovej bunkovej linii SW-620

4.4.1 Nasadzovanie buniek na pokus

Na pokus boli nasadzované¢ bunky, ktoré sme ziskali z pasaze prebiehajucej
v laminarnom boxe. Pre zabezpecCenie nasadenia rovnakého mnozstva buniek do
vSetkych jamok v 96-formatovej mikrodosticke bolo potrebné ako prvé urcit' pocet
buniek v bunkovej suspenzii. Pre vypocet bola pouzivana Burkerova komorka, ktord sa
sklada z deviatich velkych Stvorcov ohrani¢enych trojitymi ¢iarami a v kazdom vel’kom
Stvorci sa nachadza 16 malych Stvorcov, ktoré st ohrani¢ené dvojitymi Ciarami. Do
polovice Burkerovej komorky bolo napipetovanych 10 pl zhomogenizovanej bunkove;j
suspenzie. Homogenizacia bola zabezpecend opatovnym nasatim a uvol'nenim bunkovej
suspenzie do pipety. Pre vypocet boli pouzité¢ bunky nachadzajuce sa v piatich vel'kych
Stvorcoch, konkrétne Styroch rohovych a jedného stredného Stvorca. Bunky dotykajice
sa lavej a dolnej strany boli zapocitavané, naopak bunky, ktoré sa dotykali pravej a
hornej strany zapocitavané neboli. Pre vypocet bol d’alej pouzity priemer poctu buniek
z tychto piatich Stvorcov.

Rovnica pre vypocet poctu buniek v 1 ml neriedenej bunkovej suspenzii:

c=x=*10*
c pocet buniek v 1 ml neriedenej bunkovej suspenzii
X priemerny pocet buniek nachadzajucich sa v jednom velkom S$tvorci
Burkerovej komorky
10¢ prepocet mnozstva na 1 ml suspenzie

Po vypocte bola bunkova suspenzia nariedena tak, aby do jednej jamky bol
napipetovany presne stanoveny pocet buniek. Ked'Ze boli pouZzité rézne mnozZstva
buniek pre pokusy o roznej Easovej dizke, bolo potrebné vykonat rozliéné riedenia. Pre
pokusy na 24 hodin bolo pouzitych 10000 buniek/jamku, na 48 hodin 5000
buniek/jamku a pre 72 hodin 3500 buniek/jamku. Po potrebnom nariedeni bunkove;j
suspenzie bolo pomocou multikanalovej pipety napipetovanych do kazdej jamky 100 pl
bunkovej suspenzie. Nasledne boli mikrodosticky uloZzené do inkubatora (37 °C, 5 %

CO:) na dobu 24 hodin, za ktoré by mali bunky dosiahnut’ priblizne 70 % konfluencie.

37



4.4.2 Expozicia buniek
Pred pridanim expozi¢nych latok bolo potrebné si pripravit ich roztoky
o pozadovanej koncentracii. V lamindrnom boxe boli pripravené roztoky nie len NER,
VAL a5-FU, ale aj roztok DMSO. Pripravené nariedené roztoky boli dokladne
premiesané pred pridanim k bunkam tak, aby bola zaistena homogenita. Nésledne boli
roztoky s expozicnymi latkami pripipetované k bunkdm v objeme 100 pl do kazdej

jamky. Mikrodosti¢ky boli znova umiestnené do inkubatora na dobu 24, 48 a 72 hodin.

4.4.2.1 Expozicia buniek 5-fluorouracilom
Pre pokusy boli pouzivané nariedené roztoky, ktoré boli predpripravené zo
zasobného roztoku o koncentracii 50 mg/ml, ktord bola prepocitana na molarnu
koncentraciu.

Rovnica pre vypocet molarnej koncentracie 5-FU

m
€= MV
c molarna koncentrécia 5-FU v zasobnom roztoku
m hmotnost’ 5-FU v zasobnom roztoku (50 mg)
M molekulova hmotnost’ 5-FU (130,08)
A" objem zasobného roztoku, v ktorom je rozpustena dand hmotnost’ 5-FU

(1ml)

Zo zésobného vodného roztoku S5-FU boli vodou nariedené roztoky
o pozadovanych koncentraciach, konkrétne 0,05 mM, 0,1 mM, 0,5 mM, 1,0 mM, 5,0
mM, 10,0 mM, 25,0 mM a 50,0 mM, ktoré boli skladované v chlade a temne. Pred
ovplyvnenim buniek boli tieto predpripravené roztoky tisickrat nariedené médiom,
avSak v dvakrat vysSej koncentracii ako bola vyslednd poZadovand koncentrécia,
zdovodu pridavania roztokov ku 100 pl bunkovej suspenzii. Kompletnd priprava
roztokov prebiehala za aseptickych podmienok.

Pokial' prebiehalo ovplyviiovanie samotnym 5-FU bolo do kazdej jamky
pridanych 100 pl roztoku o danej koncentracii 5-FU. Za predpokladu, ze prebiehalo
ovplyvitovanie 5-FU v kombinécii so seskviterpénom boli pripravené kombinované
roztoky o pozadovanych koncentraciach jednotlivych latok atie boli nasledne

pripipetované v objeme 100 ul k bunkovej suspenzii.
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4.4.2.2 Expozicia buniek seskviterpénmi

Pre pokusy boli pouzit¢ dva seskviterpény, konkrétne nerolidol a valencen.
Roztoky NER a VAL boli pripravené rozpastanim v 100 % DMSO a nariedené do
koncentracii tisic krat vyssich nez vysledné pozadované koncentréacie. Pred expoziciou
boli koncentrované roztoky zriedené tisic krat médiom, avSak v dvojndsobnej
koncentracii, nez bola vyslednd pozadovand. Koncentracie, ktoré boli pouzité pre
pokusy su 1 pg/ml, 5 pg/ml, 10 pg/ml, 25 pg/ml, 50 ug/ml, 100 pg/ml. V pripade NER
bolo potrebné po prvom pokuse pripravit’ eSte naviac koncentraciu 20 ug/ml, pretoze
bol vyrazny rozdiel v cytotoxicite medzi koncentraciami 10 pg/ml a 25 pg/ml. Pokial’ sa
prevadzalo ovplyviiovanie iba seskviterpénmi, k bunkdm bolo napipetovanych 100 pl
nariedenych roztokov seskviterpénov. Za predpokladu kombinovanej expozicii

seskviterpénov s 5-FU, boli pripravené¢ kombinované roztoky.

4.4.3 Kontroly pouzité pri pokusoch
Kontrola 0 % viability

Kontrola 0 % viability bola vykonana pomocou 10 % roztoku DMSO. Pri 10 %
koncentracii DMSO dochéadza k uhynutiu vSetkych buniek nachadzajicich sa v jamke.
Hodnota absorbancie v tychto jamkdch bola ovplyvnend bunkovymi fragmentami
a d’alSimi ruSivymi faktormi medzi ktoré zarad'ujeme napriklad aj steny jamok a pri
ktorych sa predpokladda Ze su podobné vo vSetkych jamkach pri pokuse. Preto sa
hodnota absorbancie pri 0 % viabilite odpocitava od vSetkych hodnét, ziskanych pri
merani z ostatnych jamiek.

Kontrola 100 % viability

Tato kontrola bola uskuto¢nena pri pokusoch s expoziciou seskviterpénov.
Roztoky seskviterpénov boli pripravené v roztoku DMSO, ktorého vysledna
koncentracia v jamke bola 0,1 % DMSO. Preto bol pri kontrole na 100 % viabilitu
pouzity roztok 0,1 % DMSO, ktory stanovil vplyv tohto roztoku na testované bunky a
tym bola zabezpecend moznost’ porovndvania vysledkov v jednotlivych jamkach.

Kontrola tvorend suspendovanymi bunkami v médiu

Pri pokusoch kde boli bunky vystavené samostatnému ucinku 5-FU sa
nenachadzal v jamkéch Ziadny roztok DMSO, kedZe roztoky 5-FU boli pripravené
rozpustanim vo vode. Preto bolo potrebné urCit’ Zivotaschopnost a rast buniek len

v danom meédiu.
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Kontrola bola vykonana tak ze k 100 plbunkovej suspenzii, ktord bola
inkubovana 24 hodin, bolo napipetovanych 100 ul samotného média. Vysledna hodnota

absorbancie bola porovnavana s hodnotami ziskanymi pri tychto pokusoch.

4.4.4 Test cytotoxicity

4.4.4.1 Mechanizmus testu Zivotnosti buniek pomocou neutralnej ¢ervene

Neutrdlna cCervenn je chemické farbivo, slabého kationického charakteru,
pomocou ktorého boli vykonavané testy zivotaschopnosti buniek. Po vystaveni buniek
neutrdlnej ¢erveni prenikd toto supravitdlne farbivo do vnutra buniek neionizovanou
difuziou a uskladiiuje sa v lyzosomoch. Lyzosémy su organely s jednoduchou
membranou, ktora udrzuje vnitorné pH nizsie ako je okolité pH plazmy. Na udrziavanie
tohto proténového gradientu je nevyhnutny dostatok energie. Zivé a neposkodené bunky
su schopné zabezpecit' dostatocné mnozstvo potrebnej energie, avsak bunky mrtve ¢i
poskodené nemaju energiu na udrZanie gradientu na membrane lyzosomu a preto
dochadza k uvolneniu farbiva do vnutorného prostredia bunky. Uvolnenie farbiva do
bunky sa prejavi poklesom absorbancie, ktoré je mozné zaznamenat

spektrofotometricky (Riddell et al, 1986).

4.4.4.2 PouZzité roztoky
Fixacny roztok
Fixa¢ny roztok bol pouzivany pre upevnenie buniek na stendch jamok. Pre
pripravu 1000 ml roztoku sa postupovalo nasledovne. Priblizne v 500 ml H-O bolo
rozpustenych 10 g CaCl: apridanych 14 ml formaldehydu. V odmernej banke bol
objem doplneny na 1000 ml addkladne premieSany. Vysledny fixaény roztok je
1g/100ml CaClz v 0,5 % formaldehydu.

Lyzacny roztok

Lyzaény roztok bol pouzivany na deStrukciu buniek upevnenych na stenach
jamok. 520 ml etanolu bolo zriedenych 480 ml destilovanej vody, ¢im vznikol 50 %
roztok etanolu. Po odobrati 10 ml roztoku bolo pridanych 10 ml kyseliny octove;.
Vysledny roztok bol precizne premiesany a je to roztok 1 % kyseliny octovej v 50 %

etanole.
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4.4.4.3 Postup testu cytotoxicity

Po vystaveni buniek expozi¢nymi latkami dobu potrebnt na pokus (24, 48, alebo
72 hodin) boli dosticky s bunkami vybrané z inkubdtora a pod mikroskopom boli
skontrolované¢ morfologické zmeny buniek. Médium s expozicnymi latkami o objeme
200 pl bolo opatrne vysaté zjamiek. K bunkdm v jamkéach bolo pridanych 200 pl
roztoku neutralnej Cervene v médiu o koncentracii 40 pl/ml. Nasledne boli bunky
s roztokom farbiva umiestnené naspédt’ do inkubatora na dobu 2-3 hodin. Po uplynuti
daného cCasu bol roztok neutrdlnej Cervene opatrne odsaty z dosticky a bolo pridanych
100 ul fixa¢ného roztoku. Fixa¢ny roztok bol ponechany posobit’ na bunky po dobu 15
minat volne na laboratdrnom stole. Po 15 minttach bol roztok rychlym pohybom
vyklepnuty zjamdk abolo pridanych 200 pl lyzaéného roztoku. Pre dokladni
destrukciu buniek bola dosticka s lyzaénym roztokom umiestnend do termomixéru (550
rpm, 25 °C) na dobu 30 minut. Po lyzacii buniek vykazovali roztoky absorbanciu, ktora
odpovedala mnozstvu zivych buniek pred NRU testom. Absorbancia bola zistovana

spektrofotometricky pri vlnovej dizke 540 nm za pouzitia pristroja Tecan.

4.4.5 Vyhodnotenie
Pre odstrdnenie vplyvu rusivych faktorov boli od vSetkych ziskanych hodnot
odpocitané hodnoty kontroly 0 % wviability. Vysledné hodnoty boli prevedené na
percenta a to za pouzitia kontroly 100 % viability, ktord bola predstavovana v pripade
expozicie seskviterpénov 0,1 % DMSO apri expozicii 5-FU samotnou suspenziou

buniek v médiu.

4.4.6 Statisticka analyza
Vysledky merani boli Statisticky vyhodnotené pomocou two-way ANOVA
metody.
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5. Vysledky

5.1 Vplyv 5-FU na bunkovu liniu SW-620
Pre stanovenie vplyvu 5-FU na nadorova liniu buniek SW-620 bola vybrana

koncentra¢na rada 0,05 uM az 50,0 uM. S danymi koncentraciami boli vykonané testy
pri casovom posobeni 24, 48 a 72 hodin na bunkovt liniu. Testy na 24 hodin vykazovali
len nepatrnu u€innost’ pri najvyssej koncentracii 5-FU a preto sa v nich nepokracovalo.
Pre zvy$né dva casové intervaly bola urcena stredna inhibi¢na koncentracia (ICso) za
pouzitia programu CalcuSyn. Antiproliferacny efekt sa zacal prejavovat’ od koncentracii
5 uM. Najsilnejsia inhibicia proliferacie bola vykazovana pri najvySsich koncentraciach
5-FU, ¢im sa prejavila davkova zavislost u¢inku. Casova zavislost' bola vyrazna najma
pri porovnani 24-hodinového pdsobenia a 48- pripadne 72-hodinového posobenia.
ICso ziskana pomocou programu CalcuSyn :

e Pre 48 hodinovy test - ICso = 33,6 uM

e Pre 72 hodinovy test - ICso = 7,6 uM
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Obrazok 10: Vplyv 5-FU (24 hodinova inkubacia) na proliferdaciu buniek SW-620
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Obrazok 11: Vplyv 5-FU (48 hodinova inkubdcia) na proliferdciu buniek SW-620
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Obrazok 12: Vplyv 5-FU (72 hodinova inkubacia) na proliferdciu buniek SW-620
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5.2 Vplyv nerolidolu na bunkovu liniu SW-620
NER sa prejavil antiproliferatnym pdsobenim pri vSetkych troch meranych
casovych usekoch. Koncentra¢na rada, pri ktorej boli testy vykondvané bola v rozsahu
od 1 pg/ml do 100 pg/ml. Pri kombinacidch sme merali najma 72-hodinové pdsobenie
apreto boli dodatocne vykonané aj merania pre jednotlivé koncentracie, ktoré boli
pouzit¢ v kombinaciach s 5-FU. Uz pri koncentracii 50 pg/ml bola zaznamenana
inhibicia proliferacie nddorovych buniek takmer na 0 %. Pri nizkych koncentracidch
nebolo pozorované vyznamné antiproliferacné posobenie. Najvyraznejsi bol pokles
proliferacie medzi 10 pg/ml a 25 pg/ml, kvoli ktorému bolo nasledne pridané meranie s
koncentraciou 20 pg/ml. NER vykazoval davkovu zavislost’ i¢inku. Hodnoty ICso boli
zistované pri kazdom ¢asovom tseku za pomoci programu CalcuSyn.
ICso ziskana pomocou programu CalcuSyn :
e Pre 24 hodinovy test - ICso = 53,1 pg/ml
e Pre 48 hodinovy test - ICso = 14,6 pg/ml
e Pre 72 hodinovy test - ICso = 19,8 pg/ml
Z hodno6t ICso je viditeIné Ze najucinnejsi antiproliferacny efekt NER sa prejavil

pocas 48 hodinového posobenia.
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Obrazok 13: Vplyv NER (24 hodinova inkubdcia) na proliferdaciu buniek SW-620
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5.3 Vplyv valencenu na bunkovu liniu SW-620

Pre testovanie vplyvu VAL na nddorovl liniu SW-620 boli vyuzité koncentracie
vrozmedzi 1 pg/ml az 100 pg/ml. Antiproliferacny efekt VAL sa prejavil len pri
najvysSich koncentraciach. Pri ostatnych koncentracidch nebolo zaznamenané
antiproliferacné pdsobenie. ICso pomocou programu CalcuSyn nebolo mozné ur¢it’ pre
72-hodinové testy, pretoZe antiproliferacny efekt preukazala len najvyssia koncentracia.
VAL vykazoval len minimalnu davkovu zavislost’ a ziadnu ¢asova zavislost’.

Kedze boli do kombinacii s 5-FU vybrané koncentracie mimo pociatocnu
koncentra¢nu radu, bolo potrebné zistit' vplyv vybranych koncentracii na bunkovu
nadorovll liniu. Zaujimavym zistenim bolo vyrazné zniZenie proliferacie pri
koncentracii 30 pg/ml, avSak koncentracia 40 pg/ml znova nevykazovala Ziadny
antiproliferacny ucinok.

ICso ziskané pomocou programu CalcuSyn:
e Pre 24 hodinovy test - ICso = 253,3 ug/ml
e Pre 48 hodinovy test - ICso = 158,8 ug/ml
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Obrazok 16: Vplyv VAL (24 hodinova inkubdcia) na proliferdaciu buniek SW-620
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Obrazok 19: Vplyv VAL (72 hodinova inkubacia) na proliferdciu buniek SW-620
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5.4 Vplyv seskviterpénov na tacinok 5-FU
Do kombinacie seskviterpénov s 5-FU boli zvolené koncentracie v pomere 2:1.
testované koncentracie boli 20 uM : 40 pg/ml (5-FU : seskviterpén). Expozicia trvala 72

hodin a nésledne bolo zmerané mnozstvo zivych buniek.

5.4.1 Vplyv NER na c¢inok 5-FU na nadorovej bunkovej linii SW-620
Pri najnizSej testovanej koncentracii kombinacie 5-FU a NER nedochéadzalo
k ziadnemu poklesu zivotnosti nddorovych buniek. Prvy mierny pokles viability bol
zaznamenany pri koncentraciach 5 pM 5-FU : 10 pg/ml NER. Pri koncentracii 10 uM
5-FU : 20 pg/ml NER sa pocet zivych buniek znizil oproti kontrole priblizne o 64 %.
Pri d'alSom zvySovani koncentracii dochddzalo d’alej k znizeniu poctu Zivych buniek,

avsak pokles bol uz miernejsi.
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Kombinacia NER s 5-FU bola vyhodnotend pomocou programu CalcuSyn,
z ktorého boli ziskané hodnoty FA (ovplyvnenej frakcie) a CI (kombina¢ny index).
Hodnoty CI vo vsetkych pripadoch FA boli vyssie ako 1, preto bolo vyhodnotené
posobenie NER a 5-FU ako antagonizmus (vyhodnotené podl'a Chou-Talalay metdody).
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Obrazok 21: zavislost CI na FA (72 hodinova inkubacia) 5-FU/NER
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5.4.2 Vplyv VAL na tcinok 5-FU na nadorovej bunkovej linii SW-620

VAL bol testovany s 5-FU za pouzitia koncentra¢ného pomeru (2:1) pocas 72
hodinovej expozicie. Pri testovani samotného VAL dosSlo k najvdcSiemu poklesu
viability pri koncentracii 30 pg/ml (priblizne na 27 %). Pri kombinécii 5-FU/VAL tiez
doslo k najvacsiemu poklesu zivotnosti buniek pri pouziti koncentracii 15 uM : 30
pg/ml, avsak tento pokles bol mensi ako pri pdsobeni samotného VAL (zniZenie
viability priblizne na 38 %). Pri tejto kombindcii nebolo mozné pomocou programu
CalcuSyn zistit' CI a FA, ked’Zze pdsobenie samotného VAL na nadorovt liniu bolo

takmer bez antiproliferacného ucinku.
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Obrazok 22: Vplyv 5-FU/VAL (72 hodinova inkubacia) na proliferdciu buniek SW-620
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6. Diskusia

Nédorové ochorenia st v si€asnosti pritomné vSade okolo nas, ¢o robi vyskum
tychto ochoreni vysoko zaujimavym a ziadanym. Kolorektalny karcindm sa vyskytuje
s vysokou frekvenciou najmi v strednej Eurépe. Casto pouzivanou lie¢ivou latkou sa
stal 5-FU. Nevyhody pri cytostatickej liecbe st najmid neziadice uc¢inky a vznik
chemorezistencie nadorov. Seskviterpény s rastlinné metabolity, u ktorych boli
pozorované mnohé ucinky, medzi ktorymi st aj u€inky antiproliferacné. Kombinécie
cytostatik s roznymi latkami moézu priniest’ vysledky v podobe zniZenia neziaducich
ucinkov, zvySenia uc¢inku ¢i znizenia chemorezistencie. V naSej Studii sme testovali
vplyv seskviterpénov NER a VAL na ucinok 5-FU na nadorovej bunkovej linii SW-620,
ktora bola odvodena z metastazujiiceho kolorektalneho adenokarcinému.

Seskviterpény su rastlinné metabolity vyskytujice sa v siliciach. Vyskum
ucinkov seskviterpénov zacal prave na pozorovani ucinkov silic z vybranych rastlin. Na
nadorovych bunkovych linidch SW-480, SW-620, HCT8, HT29 a CaCo-2 bol vykazany
signifikantny antiproliferacny ucinok silice voskovniku cerveného (Langhasova et al.,
2014). Preto sa pokracovalo v skiimani antiproliferacnych ucinkov seskviterpénov,
ktoré sa v tejto silici nachddzaju. Medzi tieto seskviterpény patri aj NER aj VAL.

NER v nasej §tadii vykazal vyrazné antiproliferacné pdsobenie na nadorova
lintu SW-620. Bola pozorovana zavislost’ u¢inku na davke. Signifikantné vysledky
zmeny proliferacie v porovnani s kontrolou boli vykdzané pri vSetkych koncentraciach
vysSich ako 20 pg/ml.

Antiproliferatné pdsobenie NER na HepG2 — nadorova linia peCetiovych
buniek, bolo pozorované §tidiou Fernanda M. Ferreira et al., kde bol popisany aj
pravdepodobny mechanizmus ucinku. Vo vysledkoch tejto stadie je zhrnuty vplyv NER
pocas 24-hodinového aj 48-hodinového posobenia. UZ pri nizkych koncentraciach od 10
MM bol vykazany silny inhibi¢ny vplyv na proliferaciu buniek. Antiproliferaény efekt
bol vysvetleny interakciou s mitochondridlnymi funkciami u zdravych (testy na
pecenovych bunkéch) aj nadorovych buniek (Ferreira et al., 2012).

Utinky NER boli testované aj na kvasinkach Saccharomyces cerevisiae. Na
dané kvasinky bola pouzita silica z rastliny Piper guadichaudianum, kde hlavnou
obsahovou zlozkou je NER. Boli pozorované vyrazné antiproliferacné ucinky,
pravdepodobne zapricinené zvySenim ROS, ktoré viedli ku zlomom DNA u kvasiniek

(Sperotto et al., 2013).
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VAL v naSej $tudii nevykazoval vyrazné antiproliferacné ucinky na bunkovi
nadorovu liniu SW-620. Iba pri koncentrécii 30 pg/ml pocas 72-hodinového pdsobenia
bolo zaznamenané zniZenie poctu viabilnych buniek.

Na rozdiel od naSich vysledkov, bol pozorovany vyrazny antiproliferaény efekt
na bunkdch HeLa (hodnota ICso bola menS$ia ako 20 pg/ml) silice z rastliny Citrus
sinensis, ktord obsahovala 82 % VAL (Liu et al., 2012).

Utinok 5-FU na bunkovi nadorovi liniu SW-620 bol testovany pocas expozicie
24 h, 48 ha 72 h. Z vysledkov poctu viabilnych buniek boli vypocitané stredné
inhibi¢né koncentracie. Predpokladali sme ¢asovl zavislost’, ked’ze ucinok cytostatik sa
prejavuje pri dlhsSej expozicii, ale aj ddvkovu zavislost’. Pri 24-hodinovom testovani
nedochadzalo k skoro ziadnemu poklesu viability, kvoli comu nebolo ani mozné urcit’
ICso. Pri 48- a 72-hodinovej expozicii boli uréené ICso, z ktorych je zrejma casova
zavislost’ uc¢inku 5-FU. So zvySujlicou sa koncentraciou cytostatika dochadzalo
k vyraznejSim poklesom viability buniek, ¢im sa potvrdil nas predpoklad davkove;j
zavislosti.

V klinickej praxi seskviterpény pravdepodobne nebudu dostato¢ne ucinngé, aby
boli vyuzivané v monoterapii nadorovych ochoreni, avSak vdaka ich mechanizmu
ucinku (napr. ovplyvnenie transkripéného faktoru NF-kB) by mohli byt s vyhodou
vyuzivané najmi v kombinovanej terapii s klasickymi chemoterapeutikami. Problémom
v dnesnej terapii je rezistencia nadorov k cytostatikom a prave seskviterpény by mohli
viest’ k senzitizacii buniek nddorov a tym k prekonaniu chemorezistencie (Irmgard M,
2011).

Pozitivne vysledky kombinacii cytostatik so seskviterpénmi boli uz testované na
niektorych nadorovych liniach. U¢inok doxorubicinu bol zvyseny za su¢asného pouZitia
so zmesou roznych seskviterpénov obsiahnutych v silici z listov voskovnika cerveného
(Ambroz et al., 2016). Prikladom je aj kombindcia B-karyofylenu alebo partenolidu
s paklitaxelom, pri ktorej sa zvysil antiproliferacny efekt. Antiproliferacny ucinok
cisplatiny a doxorubicinu bol zvySeny pri pouziti v kombindcii so zerumbonom
(Bartikova et al., 2014).

Pri testovani ucinku 5-FU pocas 24 hodinovej expozicii dochadzalo len
k miernemu poklesu viability a preto som sa rozhodla testovat’ kombinacie len pocas 48
a 72 hodinovej expozicii. AvSak uc¢inok pri 48 hodinovej expozicii nebol signifikantny

preto sa d’alej pokracovalo len v testovani pocas 72 hodinovej expozicii.
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NER samotny vykazoval vyrazné antiproliferaéné posobenie uz pri nizsich
koncentraciach, tak isto 5-FU podsobil zna¢ne antiproliferatne pocas 72-hodinovej
expozicie. Preto som ocakévala vyrazny pokles viability uz pri nizSich koncentraciach.
Kombinacia 5-FU s NER vykazovala vyrazné antiproliferatné pdsobenie pocas 72-
hodinovej expozicie, avSak toto pdsobenie bolo nizSie v porovnani s ucinkom
samotnych latok. Preto bola kombinacia vyhodnotend ako antagonizmus podl'a Chou-
Talalay metddy (hodnoty ovplyvnenej frakcie boli vyssie ako 1).

Kombinécia 5-FU s VAL vykazovala vyrazny pokles viability buniek len pri
koncentracii 15 pM : 30 pg/ml (5-FU : VAL). Avsak znizenie viability pri kombindcii
bolo niz$ie ako pri pouziti samotnych latok. Z tohto dovodu predpokladam protektivny
ucinok VAL pred antiproliferaénym pdsobenim 5-FU.

Pri pouziti obidvoch kombindcii seskviterpénov s 5-FU nedochadzalo
k potenciacii cytostatického ucinku 5-FU na nadorova bunkovu liniu SW-620. Naopak
ucinok bol nizsi a preto predpokladam ochranny vplyv seskviterpénov pri posobeni 5-
FU na nadorovt bunkovu liniu SW-620. NER ani VAL s 5-FU teda nie si1 vhodné pre

kombinacénu terapiu kolorektalneho karcinomu.
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. Zaver

V teoretickej Casti prace bola spracovana otazka nadorovych ochoreni so
zameranim na kolorektalny karcindbm, na moznosti liecby najmd na

cytostatikum 5-FU a charakteristika seskviterpénov s popisom ich ucinkov.

5-FU inhiboval proliferaciu buniek SW-620. Jeho tc¢inok bol ¢asovo aj davkovo

zavisly.

NER vykazoval signifikantné antiproliferané ucinky wuz pri nizSich
koncentracidach aaj pri kratSom casovom podsobeni. VAL vykazoval len

nevyrazné antiproliferaéné posobenie a to len pri najvyssich koncentraciach.
Vzijomné pdsobenie NER s 5-FU na nddorova bunkovl liniu SW-620 bolo

vyhodnotené ako antagonizmus. Ani pri kombindcii VAL s 5-FU nebolo

znizenie poctu zivych buniek lepsie ako pri pouziti latok samostatne.
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8. Zoznam skratiek

5-FU — 5-fluorouracil

5-HTs - serotonin

ATP — adenozintrifosfat

bak 1 — Bcl2 antagonist/killer 1

bax — Bcl2 associated X protein

Bcl-2 — antiapopticky gén

Bcl-3 — antiapopticky gen

BMI — body mass index

c-myb — proto-onkogén protein

CEA — karcinoembryonicky antigén

CI — kombinacny index

COX-2 — cyklooxygenaza 2

CRP — C-reaktivny protein

CT — pocitacova tomografia

DMAPP — dimetylallyldifosfat

DMEM - Dulbecco’s modified Eagle medium
DMSO - dimetylsulfoxid

DPD - dihydropyrimidindehydrogenéaza
dUMP — deoxyuridin monofosfat

EGFR - epidermalny rastovy faktor

EKG — elektrokardiografia

EMEM — Eagle‘s minimum essential medium
FA — ovplyvnena frakcia

FBS — fetalne bovinné sérum

FDA — Food and Drug Administration
FAUMP — 5-fluoro-2-deoxyuridin 5 'monofostat
FAUTP - fluorodeoxyuridintrifosfat

FUTP - fluorouridintrifosfat

GIT — gastrointestinalny trakt

GSH — glutation redukovany

HeLa — bunkov4 linia odobrané z maligneho karcinomu maternicového hrdla

HEPES - (4-(2-Hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic acid) pufor
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HepG2 — nadorova linia pecenovych buniek

HMBGT1 - cytokin produkovany v neskorsej zapalovej faze
HO-1 — hem-oxygenaza 1

ICso - strednd inhibi¢nd koncentracia

ICAM-1 — adhezivna molekula

IxB — inhibitory nukledrneho faktora kappa aktivujuceho B-bunky
IKK — IxB kinazovy komplec

IPP — isopentenyldifosfat

mdm?2 — antiapopticky gen

MR — magnetickd rezonancia

NER - frans-nerolidol

NF-«B — nukledrny faktor kappa aktivujiici B-bunky

NRU — neutral red uptake

NSA — nesteroidné antiflogistika

ORAI1 — véapnikovy i6novy kanal

pS53 — tumor supresorovy gén

PBS — fosfatovy pufor so solami v tabletach

ROS — reaktivne formy kyslika

TRPV1 — vapnikovy i6novy kanal

Trypsin-EDTA — trypsin — etyléndiamintetraoctova kyselina
VAL — valencen

VEGF - vaskularny endotelovy rastovy faktor
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