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ABSTRAKT
Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
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Kandidat: Katefina Zakové
Skolitel: Ing. Petra Matouskova, Ph.D.
Nazev diplomové prace: Pusobeni alfa-humulenu a karyofylenoxidu na ovarialni

nadorové buiky.

Seskviterpeny o-humulen a B-karyofylenoxid jsou latky s antiprolifera¢ni
aktivitou vi¢i mnoha nadorovym bunéénym liniim. V této praci byl antiproliferacni
ucinek o-humulenu a p-karyofylenoxidu testovan metodou NRU jak samostatné,
tak v kombinaci s doxorubicinem. Na doxorubicin citliva bunécna linie A2780 byla vici
pusobeni doxorubicinu 1 seskviterpent citlivéjsSi nez linie SKOV3, pfirozené
doxorubicin-rezistentni. ~Pro  stanoveni vzajemnych interakci  seskviterpent
s doxorubicinem byl pouzit softwarovy program CalcuSyn pracujici na zakladé¢ metody
Chou-Talay. Byly stanoveny kombinacni indexy seskviterpentt s doxorubicinem.
Oba seskviterpeny ptisobily na doxorubicin v linii A2780 antagonisticky a v linit SKOV3
synergisticky. Mechanismus antiproliferativniho u¢inku vSech tii testovanych latek je
ovlivnéni produkce ROS. Pro stanoveni prooxida¢nich Gc¢inkt latek byla pouZita metoda
DCF. Vysledky ukazaly dobré prooxidacni vlastnosti doxorubicinu, ktery zvySoval
produkci ROS v obou testovanych bunécnych liniich. Seskviterpeny vykazovaly pouze
slabé prooxidac¢ni u€inky na linii A2780. Dale byla testovana schopnost a-humulenu
a B-karyofylenoxidu zvySovat intracelularni koncentraci doxorubicinu metodou UHPLC.
Ob¢ latky prokazaly schopnost zvySovat intracelularni koncentraci doxorubicinu v obou
testovanych liniich, 0¢innéj$i byl p-karyofylenoxid. Pfi stanoveni intracelularni
distribuce doxorubicinu v bunkach pomoci konfokalni mikroskopie byly vysledky

neprikazné.



ABSTRACT
Charles University in Prague
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Candidate: Katefina Zékova
Supervisor: Ing. Petra Matouskova, Ph.D.
Title of diploma thesis: The effect of alpha-humulene and caryophyllene oxide in ovarian

cancer cells.

Sesquiterpenes a-humulene and pB-caryophyllene oxide are substances with
antiproliferative activity against number of tumor cell lines. In this study,
the antiproliferative efect of a-humulene and B-caryophyllene oxide was tested alone
and in combination with doxorubicin, using neutral red uptake assay. Doxorubicin-
sensitive cell line A2780 was more sensitive to the action of doxorubicin
and sesquiterpenes than SKOV3 cell line, which is naturally doxorubicin-resistant.
To determine the interactions between sesquiterpenes and doxorubicin, software program
CalcuSyn which is based on Chou-Talay method was used. The combination indexes
ofsesquiterpenes with doxorubicin were determined. Both sesquiterpenes had
antagonistic effect on doxorubicin in A2780 cell line and synergistic effect on SKOV3
cell line. The mechanism of the antiproliferative effect of all three tested substances is
explained by the production of ROS. For the determination of pro-oxidant effects
of the tested substances the DCF assay was used. Our results showed good pro-oxidant
properties of doxorubicin increasing ROS production in both tested cell lines.
Sesquiterpens showed only slight pro-oxidant effect on A2780 cell line. Furthermore, we
tested the ability of a-humulene and B-caryophyllene oxide to increase intracellular
concentracions of doxorubicin using UHPLC method. Both substances showed the ability
to increase intracellular concentration of doxorubicin in both tested cell lines,
B-caryophyllene oxide being more efficient. When determining the intracellular
distribution of doxorubicin in cells by confocal microscopy, the results were

inconclusive.
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1 UVOD

Nadorova onemocnéni jsou v Ceské republice po kardiovaskularnich chorobach
druhou nejéastj§i piicinou smrti. Vroce 2013 bylo v Ceské republice nové
diagnostikovano 81 541 pacienti se zhoubnym novotvarem a 26 944 o0sob v souvislosti
se zhoubnym novotvarem zemielo. NejzhoubnéjSim gynekologickym nadorovym
onemocnénim je nador vajeéniki. Toto onemocnéni je v Ceské republice kazdoroéné
diagnostikovano u tisice pacientek (Zdroj dat: Narodni onkologicky registr, UZIS CR).
Hlavni formou 1é¢by zlstdva (spole¢né s chirurgickou 1é¢bou a radioterapii)
chemoterapie. Mnoho chemoterapeutik ovSem zplisobuje zédvazné nezadouci ucinky,

Piirodni latky pfispély jiz v minulosti k vyvoji nékolika 1éCiv pouzivanych
v terapii rakoviny. Prvni latky rostlinného pivodu zavedené do klinické praxe 1éCby
nadorového onemocnéni byly alkaloidy vinblastin a vinkristin izolované z Catharanthus
roseus (syn. Vinca rosea). Dalsi dualezité slou¢eniny rostlinného puvodu, pouZzivané
v terapii rakoviny, zahrnuji napt. paklitaxel, alkaloid izolovany z tisu Taxus brevifolia,
semisynteticky derivat epipodofylotoxinu etoposid, izolovan z Podophyllum peltatum
¢1 derivaty kaptotecinu topotekan a irinotekan. V soucasné dobé¢ se studie opet zamétuji
na hledani potencidlnich novych 1é¢iv v 1é€ivych rostlinach a rostlinnych produktech.
Nedavné studie wukazuji, Ze tvorba ROS mize byt jednim 2z mechanismi
antiproliferativniho ucinku téchto latek (Martin-Cordero et al., 2012). Moznost pouZziti
latek s prooxidacnim ucinkem jako chemoterapeutickych agens v 1é€bé rakoviny vede
K jejich intenzivnimu zkoumani. Mezi tyto latky se fadi napf. terpeny nachazejici

se Vv silicich mnoha rostlin.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Ovarialni karcinom

2.1.1 Epidemiologie a etiologie

Ovaridlni karcinom pfedstavuje velmi heterogenni skupinu nadord. Oproti
ostatnim gynekologickym nadorim je specificky ve své vysoké malignité a tendenci
k recidivam (Zavesky et al., 2011). Jde o paty nejzhoubnéjsi typ nadoru u zen,
po karcinomu endometria je to druhé nejbéznéjsi gynekologické nadorové onemocnéni.
Kazdy rok je na svéte diagnostikovano vice nez 200 000 novych piipadl, coz odpovida
piiblizné 3,6% Zenské populace S rakovinovym onemocnénim (Ferlay et al., 2014).
V roce 2013 bylo v Ceské republice hlaseno 1045 novych piipadd, coz odpovida
10,52 ptipadd na 100 000 Zen. TentyZz rok zemielo na nasledek ovaridlniho karcinomu
718 Zen, mortalita je tedy 6,06 na 100 000 Zen (Zdrojem dat je Néarodni onkologicky
registr spravovany UZIS CR).
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Obr. 1 Incidence a mortalita zhoubnych nadorii vajecnikii v CR v letech 1980 — 2013

Nejcastéji onemocnéni postihuje Zeny mezi 50 a 79 lety, vice nez 70% piipadt
se vyskytne po 50. roce zivota. Az 90% Zen S karcinomem ovaria nema zadnou rodinnou
historii nemoci, onemocnéni U nich tedy neni zpisobeno genetickymi faktory. Mezi dalsi

skupinu — takzvané reproduk¢ni rizikové faktory se fadi zejména divody zvyseni poctu



ovulaci v zivoté Zeny, miiZe jit naptiklad 0 vyssi vek, brzka menarche, pozdni menopauza
¢i nuliparita. Divodem muze byt opakované poskozeni a hojeni zarodecného epitelu
povrchu ovarii, naopak protektivni vliv maji procesy potlacujici ovulaci, jako je

téhotenstvi, kojeni ¢i pravidelné uzivani hormonalni antikoncepce (Ebell et al., 2016).

C56 = ZN vajeéniku - Incidence, Zeny

vEkowd struktura populace pacientd za ohdobi 1930-2013
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Obr. 2 Vekova struktura pacientek se zhoubnym ndadorem vajecniku v letech 1980-2013

Pouze 10% piipadd ovarialniho karcinomu muzeme fadit do kategorie
hereditarniho onemocnéni — podminéného genetickymi faktory. Z 90% jde o mutace
na genech BRCA1 a BRCA2. Mutace gentt BRCA1 a BRCA2 byly prokazany ve spojeni
s rozvojem rakoviny prsu, vajecnikd a vejcovodi. Mutace neznamena jistotu propuknuti
nemoci, dochazi pouze ke zvySeni celozivotniho rizika, u BRCA1 na 15-30%, u BRCA2
10-15% (Zavesky et al., 2011).

2.1.2 Symptomy

Symptomy ovarialniho karcinomu jsou nespecifické. Pacientky s brzkym stadiem
onemocnéni ojedinéle pocit'uji pfiznaky jako je bolest v oblasti panve Vv disledku torze
(pfetoceni) vajecniku (Hennessy et al., 2009). Ve vétsiné pripadl jsou brzka stadia
bezptiznakova, proto se diagnéza v 70% piipadt stanovi az ve III. nebo IV. klinickém
stadiu (dle FIGO, tab. 1). Nejprve se vyskytuji neurcité ptiznaky, naptiklad diskomfort
Vv dutin€ bfi$ni, paleni Zahy ¢i nadymani.

zvétSovani objemu bficha, ascitem, iregularity v menstruacnim cyklu, ¢astymi bolestmi

10



bficha, pocity tlaku v bfisni dutin€, dychacimi obtizemi, otokem dolnich koncetin jako

disledek zilni trombozy, dale ptiznaky obstrukce mocovych cest nebo tlak na mocovy

méchyi, které se projevuji Castym mocéenim malého objemu moci (Adam et al., 2004).

Tab. 1 Souhrn klasifikaci TNM a FIGO

TNM FIGO

TO 0 Bez znamek primarniho nadoru

T1 Stadium | Tumor omezen na ovarium (jedno ¢i obé)

Tla |IA Postizeni jednoho ovaria, pouzdro intaktni

Tib IB Postizeni obou ovarii, pouzdro intaktni

Tic |IC Ruptura pouzdra, nador na povrchu ovaria, maligni bunky
Vv ascitu nebo peritonealnim vyplachu

T2 Stadium Il Sifeni nadoru v panvi

T2a 1A Postizeni délohy ¢i vejcovodu

T2b 1IB PostiZeni jinych tkani panevnich

T2c IIC Sifeni v panvi, maligni buiiky Vv ascitu nebo peritonelnim
vyplachu

T3 Stadium Il Nador postihuje jedno ¢iobé ovaria, mikroskopicky
potvrzeny  peritonealni metastizy mimo panev
Nnebo metastazy v regionalnich miznich uzlinach

T3a 1A Mikroskopické peritonedlni metastdzy mimo panev

T3b 1B Makroskopické peritonealni metastazy mimo panev do 2 cm

T3c 1IC Makroskopické peritonealni metastazy mimo panev nad 2 cm

N1 nc Metastazy Vv regionalnich miznich uzlinach

M1  Stadium IV  Vzdalené metastazy (mimo peritonealni oblast)

Stadia dle FIGO zalozena na chirurgickém stagingu, stadia TNM zalozena na klinické ¢i patologické klasifikaci.

2.1.3 Diagnostika

2.1.3.1 Fyzikdlni vySetieni

Prvnim vySetfenim byva zpravidla vySetfeni panve. Lékai kontroluje délohu,

vaginu, vajecniky a konecnik a zaznamenava vSechny neobvyklé zmény (Ozols, 2003).

Prvotnim nalezem pfi vySetfeni panve byva tuha, nebolestivda nebo mirn¢ bolestiva
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rezistence. U pokrocilého ovaridlniho karcinomu muze 1ékai pfi ascitu udélat punkci
nahromadéné tekutiny, ta je poté mikroskopicky kontrolovana. Pfipodezieni Ize
pro diagndézu vyuzit zobrazovaci metody, jako je transabdominalni C¢i vaginalni

ultrazvuk, vypocetni tomografie a magneticka rezonance (Adam et al., 2004).

2.1.3.2 Zobrazovaci metody

Zakladni zobrazovaci metodou je ultrasonografie. Jde o jednu z nejlepsich metod,
jak pozorovat vaje¢niky. MuzZe byt provadéna transabdominalné (pfes sténu biisni)
¢i transvaginalné (ptes pochvu). Transvaginalni ultrazvuk (TVU) je preferovanou
metodou pro prvotni screening z divodu jeho dostupnosti, vysokého rozliseni, a absence
ionizujiciho zafeni (lyer & Lee, 2010). TVU zustava jako prvni volba pii screeningu
adnex, transabdomindlni metoda Se uziva pouze V pfipadé, Ze adnexa jsou zobrazena
Spatné, ¢i pokud Zena odmitne vaginalni skenovani (Fishman et al., 2005). TVU ma
prokézanou uzitecnost pii detekci rakoviny vajecnikt U asymptomatickych Zen, je totiz
schopna detekovat i malé ovarialni cysty. Neni ale mozno rozlisit patologické masy
zpusobené benignimi onemocnénimi vajecniki od malignich mas zplsobenych

rakovinnym bujenim (Kufe et al., 2003).

Prestoze TVU zlstava metodou volby pro prvotni screening, ma omezenou
kapacitu pro charakterizaci tkan€. Magneticka rezonance ma Vv rukou zkuseného
radiodiagnostika specializovaného na gynekologické nadory také vysokou specifitu (83-
93%) ve stanoveni benignich a malignich ovarialnich nadort. Oproti TVU ma vysokou
tkanovou specifitu — je schopna odliSit maligni masy od benignich, jako
napf. endometriéza, ovaridlni fibroma ¢i dermoidni cysta. MRI ma ovSem nékolik
kontraindikaci, naptiklad kardiostimulator, kochledrni ¢i feromagnetické kovové
implantaty. V praxi se magneticka resonance vyuziva hlavné ve spornych ptipadech jako
je naptiklad odliSeni tuku od krve v diferencialni diagnostice dermoidni a endometroidni

cysty (Fischerova et al., 2012; Ozols, 2003).

CT neni vzhledem Kknizkému tkanovému odliSeni vhodnou metodou
pro diferencialni diagnostiku panevnich nadord. VétSinou se vyuziva ke zhodnoceni
rozsahu pokroc¢ilého nadorového onemocnéni, je schopna vyobrazit zbyvajici ¢ast dutiny

btisni (mocovody, stfeva, mocovy méchyt) a dutinu hrudni. Proto je preferovanou

12



technikou v ptredopera¢ni diagnostice k definovani stadia onemocnéni a k zhodnoceni

moznosti optimalni chirurgické cytoredukce (lyer & Lee, 2010; Ozols, 2003).

Pozitronova emisni tomografie kombinovana s CT (PET/CT) neni doporu¢ovana

metoda pro primarni diagnostiku zejména diky velkému mnozstvi fale$né-pozitivnich

vysledkt. Pouziva se zejména pro zpiesnéni urceni stadia nadoru (stagingu) — pridani

PET KCT zvySuje jeho pfesnost, proto je vhodné K pfedoperacni diagnostice

u cytoredukénich operaci (lyer & Lee, 2010). Vzhledem k dostupnosti a cené vySetieni

se v8ak Kk tomuto ucelu pouziva pouze ojedinéle. Je to nejpiesnéjsi metoda K potvrzeni

recidivujiciho nadoru, Kk detekci 1ézi a Kk zhodnoceni 1é¢by pro pripadné doléceni

(Fischerova et al., 2012).

Tab. 2 Prehled pozitiv anegativ modernich zobrazovacich metod pouzivanych
V diagnostice ovaridlniho karcinomu

Zobrazovaci Pozitiva Negativa

metoda

Ultrazvuk Rutinni, bézn¢ dostupné, levné Zavislost naerudici vysetfujiciho
vySetfeni. Neni nutné ptiprava akvalit¢ vybaveni. Hor$i tkanové
pacientky ani la¢néni, bez odliSeni. Omezeni presnosti
radiaéni  zatéze.  Detailni U obéznich pacienta.
zobrazeni orgénd panve TVU
nezavisle na somatotypu
pacientky. Rychlost vysetieni.

Moznost zobrazeni ve 3D.

MRI Vysoky tkanovy kontrast. Casté kontraindikace (kochlearni
Moznost zobrazeni orgdnu ve implantat, kardiostimulator, kovové
ttech  rovinach.  Absence implantat). Mens$i dostupnost, Casova
ionizujiciho zareni. narocnost a ekonomickd nékladnost

vySetieni.

CT Dostupnéjsi a levnéjsi nez MR. Peroralni ptiprava a premedikace,
Dobré prostorové rozliSeni nutnost lacnéni pifed vySetfenim.
a velky rozsah zobrazeni (plice, Maly kontrast mé&kkych tkéni.
bficho,  panev). Rychlost Radia¢ni zatéz.
vysetieni.

PET/CT Vysoka detekéni schopnost Nizk4ad dostupnost avysokd cena

V ramci celotélového scanu.

vySetieni, peroralni piiprava shodna

SPET. Nutnost 1iv. podani
radiofarmaka, akumulace latky
v CNS. Nutnost la¢néni, radiacni

zat¢z. Nutna fuze s CT K upfesnéni
lokalizace nalezu.

13



2.1.3.3 Nadorové markery

Sérové nadorové markery Se ukazaly jako uzitecné pti detekci existujici nemoci
prostudovan antigen 125 — CA125 (Ozols, 2003). Je to glykoprotein, detekovatelny
Vv supernatantu tkanovych kultur ovaridlniho karcinomu, také detekovatelny Vv séru.
U 99% zdravych Zen se plasmaticka koncentrace CA125 drzi pod hodnotou 35 KIU/I,
u 80% pacientek s ovarialnim karcinomem je vyssi (Cibula et al., 2009). Abnormalni
hladiny CA125 Ize naméfit u50% casnych stadii ovaridlniho karcinomu a v 80%
pokrocilych stadii. Az 20% karcinomli ovaria neexprimuje marker CA125 vilbec.
Zvysené hodnoty (CA125 > 35 kIU/l) 1ze naméfit i u zdravych zen za fyziologickych
podminek jako je menstruace, C¢igravidita. Také byva zvySen U nezhoubnych
gynekologickych stavi, napf. benigni nadory ovarii, myomy nebo endometridza.
Ke zvySeni sérovych hodnot markeru CA125 dochazi také u negynekologickych
patologickych stavii, napf. renalni, kardialni ¢i jaterni onemocnéni. Vzhledem K vysoké
falesné pozitivité neni vySetieni CA125 k detekci ovarialni malignity idealni, je proto
indikovano pouze pfi podezieni na maligni ovarialni nador s cilem sledovani kolisani

hladin markeru béhem onkologické 1é¢by (Fischerova et al., 2012).

Dal$imi tumorovymi markery pouZitelnymi pro diagnostiku ovaridlniho
karcinomu jsou nespecifické markery CEA a AFP. CEA je Sirokospektry marker, ktery
muze odraZet pritomnost mnoha riznych nadort. Je dilezity k predikci terapeutického
ucinku, progresi onemocnéni a uréovani prognozy rakoviny tlustého stfeva, prsu a plic.
AFP je globulin syntetizovany ze zarodecnych bunék Zloutkového vacku, je bézné
pouzivany jako nadorovy marker hepatocelularniho karcinomu. Kombinace marker
CA125, CEA a AFP vede ke zvySeni citlivosti testu, je ale spojena s vys$im vyskytem
fale$né pozitivnich vysledkt (Zhang & Zhang, 2015).

2.1.4 Prognéza a terapie

Piiblizné tfetina Zen S ovaridlnim karcinomem je diagnostikovdna pied tim,
nez se rakovina rozsifi mimo oblast panve (stadium | a Il dle International Federation
of Gynecology and Obstetrics, tab. 1). U pacientek s diagnostikovanym stadiem IA a IB,
s dobie diferencovanym nadorem (G1dle WHO, tab. 3) je pétileté pieziti piesahujici 90%.
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Tyto pacientky byvaji vétSinou 1é€eny bez adjuvantni chemoterapie, naopak pacientky
S hor§imi prognostickymi faktory majici vétsi riziko relapsu onemocnéni mohou
z adjuvantni chemoterapie profitovat. (Bhoola & Hoskins, 2006). Pokud dojde k Sifeni
nadoru Vv panvi na okolni tkan¢ a organy, ¢i mistni mizni uzliny (stadium II a pozdé&jsi),
klesa pétileté preziti pod 75%. Pti Siteni nadoru do vzdalenych Casti téla, je pétileté preziti

28%. Celkové desetileté pieziti pti karcinomu ovaria je 35% (Urban, 2003).

Tab. 3 Klasifikace nadori podle stupné diferenciace (dle WHO)

Oznaceni gradingu Stupei diferenciace

Gx Nelze stanovit stupen diferenciace (neurceny grading)
G1 Dobte diferencovany nador (nizky grading)

G2 Stfedné diferencovany nador (stiedni grading)

Gs Malo diferencovany nador (vysoky grading)

G4 Nediferencovany nador (vysoky grading)

2.1.4.1 Chirurgicka lécba

Chirurgicka 1é¢ba mé u ovaridlniho karcinomu zasadni vyznam nejen 1écebny
a vyznam pro urceni stddia nadoru, ale také umoznuje u Casnych stadii rozlisit pacientky
s velmi nizkym rizikem recidivy onemocnéni a upustit tak od adjuvantni chemoterapie.
Priméarni cytoredukce s naslednou chemoterapii je pouZivana jako po¢atecni management
lécby rakoviny vajecnikil. v ptipad¢ stadii vySSich, nez FIGO IB je standardni 1écebnou
metodou kombinace radikadlni operacni 1écby s adjuvantni chemoterapii na bazi
platinového derivatu s taxany. Na rozdil od adjuvantni chemoterapie, ktera je standardni,
vysledek chirurgické 1é¢by zavisi na mnoha faktorech — charakter nadoru (stadium
nemoci, histologicky typ a grading nadoru), stavu pacientky, pfitomnosti metastaz a také

erudici onkochirurga (Klat, 2012).

Standardnim postupem je provedeni dolni stfedni laparotomie, po niZ nasleduje
odbér ascitu, ¢idikladna lavaz dutiny bfiSni pro provedeni cytologického vySetieni
ke stanoveni nadorovych bunék. Operaéni vykon sestava zejména z odstranéni vaje¢nik,
vejcovodit adélohy (Adam et al., 2004). Studie prokazaly, Ze pacientky
s predpokladanym ranym stddiem nemoci maji az v 30% piipadii metastdzy mimo
vajeCniky. vV tomto pfipadé¢ dochazi k tzv. upstagingu — posunuti stadia do FIGO Il
(Ozols, 2003).
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U pokrocilych stadii ma vyznam radikédlni chirurgickd 1é¢ba zejména proto,
ze velikost ponechaného rezidua koreluje s délkou preziti (Klat, 2012). Pokud nador neni
radikaln¢ operativni, odstrani se maximalné mozné mnozstvi nadoru — tzv. debulking
(Adam et al., 2004). Cytoredukce nezlepSuje prognozu pii ponechani rezidua vétsiho
nez2 cm, progndza Se vyrazn¢ zlepSuje piiponechani rezidua mensiho nez1l cm,

nebo pii uplné cytoredukei (Cibula et al., 2009).

2.1.4.2 Chemoterapie

90% zhoubnych nadorii vajecniki je epitelidlniho plivodu, proto jsou vnimavéjsi
vici cytotoxickym Ié¢iviim nez jiné solidni nadory. VétSina pacientek je z tohoto diivodu
po primarni cytoredukei 1é¢ena chemoterapii. Chemoterapii zhoubnych nadorti vajeéniki
muzeme délit do 4 zakladnich kategorii. Chemoterapie adjuvantni ma zacil 1écbu
minimalni rezidudlni nemoci po primarni operaci makroskopického nadoru, kurativni
pro 1é¢bu po cytoredukéni operaci, po které zustalo reziduum nadoru < 1 cm. Ta, ktera
se vyuziva i pied operaci, S cilem umoznit operativni vykon, Se nazyva neadjuvantni.
Posledni kategorii je chemoterapie paliativni se zdmérem redukovat velikost nadoru

a obtize pacientky (Cibula et al., 2009).

Evoluce chemoterapie byla za poslednich 30 let signifikantni. Prvnimi latkami
pouzivanymi pro 1é¢bu ovarialniho karcinomu (1970-1980) byly alkylujici latky, jako
napf. melphalan, cyklofosfamid ¢ichlorambucil. Lécebnd odpovéd Vv této dobé
dosahovala od 20% do 60% a pramé&rna doba pieziti byla ¢asto v rozmezi 10 — 18 mésicti.
Od 80. let minulého stoleti byly do praxe zavedeny kombinace chemoterapeutik,
nejcastéji §lo 0 kombinace tzv. hexaCAF (hexamethylamin, cyklofosfamid, doxorubicin

a 5-fluorouracil) a CAP (cyklofosfamid, doxorubicin a cisplatina)

Po zavedeni derivat platiny do 1éEby se zvySily hodnoty 1écebnych odpovédi
na 50-60% a zvysila se primérnd doba pieziti nal1l2 — 30 mésict (pfi optimalnim
debulkingu). Derivaty platiny zdstavaji nedilnou soucasti 1écby dodnes (DiSaia et al.,
2012). 90. 1éta minulého stoleti byla spojena Se zavedenim taxanu do terapie. Na zakladé
prikazu klinické ucinnosti nahradila kombinaci cisplatina + cyklofosfamid nova
kombinace cisplatina + paklitaxel. Tato kombinace byla poté nahrazena karboplatinou
a paklitaxelem, tyto latky vykazovaly snizenou neuro- a nefrotoxicitu se srovnatelnou

aktivitou. Dalsi z taxanti — docetaxel, byl zaveden do praxe pozdéji (Cibula et al., 2009).

16



Zakladem 1écby je derivat platiny (nejcastéji karboplatina) ve dvoj-
az trojkombinaci s dalsimi cytostatiky (paklitaxel, docetaxel ¢i doxorubicin). Pro rana
stadia (IA, IB alC) je bez ohledu na grading nadoru nasazovana lé¢ba kombinaci
paklitaxelu a karboplatiny v jedno- ¢i vicedennich rezimech. Tato 1é¢ba je opakovana
kazdé 3 tydny ve 3 — 6 cyklech. Pro pozdni stadia (II a vice) se lécba provadi v 6 — 8
cyklech.

Pokud se objevi relaps onemocnéni do 6ti mésicti od ukonéeni primarni 1é¢by,
pacientky byvaji hodnoceny jako platina-rezistentni. V tomto ptipadé je doporuovéana
lécba monoterapii (mimo derivaty platiny), ¢i kombinace s monoklonalni protilatkou
bevacizumabem (Vyzula et al., 2016). Pfi regresi nemoci pozdéji, nez za 6 mé&sicu je
onemocnéni povazovano za platina-senzitivni. V tomto piipadé je doporucovan
tzv. sekundarni debulking — chirurgicky zakrok pro kompletni odstranéni metastaz.
Po ném navazuje chemoterapie, jejiz cilem je co nejdelsi obdobi bez ptitomnosti nemoci,
prodlouZeni celkového pteziti s oddalenim symptomii nemoci a zvyseni kvality Zivota
(Sevéik, 2012). Doporuéovanad je kombinovand chemoterapie nabéazi platinového
derivatu. Nejcastéji se vyuziva kombinace karboplatiny s paklitaxelem, gemcitabinem

¢i doxetaxelem (Vyzula et al., 2016).

2.1.4.3 Biologicka lécha

Od roku 2011 je mozné pouzit k 1é¢bé karcinomu ovaria i cilené-biologickou
1écbu. Vroce 2011 byl Evropskou lékovou agenturou schvalen K primarni 1é¢bé
pokrocilého stadia (IIIB, I1IC alV) ovaridlniho karcinomu bevacizumab, ato
v kombinaci s karboplatinou a paklitaxelem. Bevacizumab je rekombinantni
humanizovana monoklonalni protilatka, cilend proti VEGF. Vazbou na VEGF zabratuje
jeho navazani na VEGFR v endotelu cév a tim blokuje angiogenezi a zastavuje nadorovy
rast (Sevéik, 2012). V dalsich letech byl schvéalen pro 1é¢bu rekurentniho onemocnéni
citlivého na platinu — v kombinaci s karboplatinou a gemcitabinem, ataké pro l1écbu
rekurentniho onemocnéni rezistentniho K platiné — v kombinaci s paklitaxelem,

topotekanem ¢i pegylovanym liposomalnim doxorubicinem (Vyzula et al., 2016).
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2.1.4.4 Radioterapie

Radioterapie je v 1écbé ovaridlniho karcinomu vyuzivana spiSe vyjimecné.
Celobiisni ozareni je znamo od 40. let 20. stoleti, efekt celobtiSniho a panevniho ozareni
(WAPRT) je zavisly na histologickém typu, gradingu a rozsahu onemocnéni (Doleckova
et al., 2015). V 70. letech 20. stoleti, po publikaci randomizované studie z University
of Texas MD Anderson Cancer Center, sepostupné od pouzivani radioterapie
ustupovalo. Tato randomizovana studie porovnavala 1é¢bu chemoterapie a WAPRT. Bylo
jisténo, ze piistejné UCinnosti md WAPRT vyssi toxicitu andklady. Dutvoda
pro upousténi od radioterapie bylo nékolik, zejména Spatny efekt pfi ozareni pouze malé
panve, Spatné zkuSenosti S WAPRT u pacientek s makroskopickym nadorovym

postizenim a také nad&je vkladané do stale ucinngjsi chemoterapie (Petera et al., 2003).

Nyni se WAPRT doporucuje jako konsolida¢ni 1é¢ba u pacientek s karcinomem
ovaria s vysokou pravdépodobnosti recidivy. Radioterapie ma také potencial ve vyuziti
jako samostatna adjuvantni 1é¢ba ¢asnych stadii, jako konsolida¢ni 1é€ba po chemoterapii
u lokéln¢ pokrocilych stadii, jako zachrannd 1écba u chemorezistentnich nadori a také

jako paliativni 1écba (Doleckova et al., 2015; Petera et al., 2003).

2.2 Doxorubicin

Doxorubicin  (DOX) setadi do skupiny anthracyklint — velmi G¢innych
chemoterapeutik, nejpouzivanégjSich proti rakoviné. Vyvoj anthracyklind zacal v 50.
letech objevem kancerostatickych latek v Cerveném pigmentu bakteridlniho kmene
Streptomyces peucetius, touto latkou byl daunorubicin. Pro nalezeni latky se $irSim
spektrem nadortd byl 0 10 let pozdé&ji vyprodukovan DOX, ktery ma oproti daunorubicinu

také nizsi akutni toxicitu.
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DOX obsahuje necukernou acukernou c¢ast (Obr. 3). Necukerna sestava
z tetracyklického zakladu s vedlejSimi chinonovymi skupinami, methoxy substituentem
a kratkym postrannim fetézcem nesoucim karbonyl, ktery je zakoncen alkoholickou
skupinou. Cukernou c¢ast tvofi daunosamin, aminocukr, ktery je glykosidickou vazbou
pfipojen na jeden z cyklu (Carvalho et al., 2009).
NH,
OH

] OH
Doxorubicm

Obr. 3 Chemicka struktura doxorubicinu (Carvalho et al., 2009).

2.2.1 Indikace DOX

DOX ma zanthracyklinli nejvétsi spektrum aktivity. Pouziva se pro 1écbu
solidnich nadorti i hematologickych malignit, zahrnujici rakovinu prsu, prostaty, délohy,
vajeénik Cijicnu. Dale se pouziva Kk 1é¢bé osteosarkomt, sarkomt mékkych tkani

a Kaposiho sarkomu, myeloblastické a lymfoblastické leukémie a dalSich onemocnéni.

2.2.2 Mechanismus acinku

Mnoho studii ptipisuje protinadorovou aktivitu DOX jeho schopnosti interkalovat
DNA. Interkalace je nekovalentni vazba cytostatika na DNA, dochazi pii ni K vmezefeni
planarni necukerné ¢asti DOX mezi sousedni pary DNA bazi (Obr. 4). Vysledkem je
inhibice replikace i transkripce, tedy isyntézy RNA zavislé na DNA. U vétsiny
interkala¢nich latek se soucasné uplatiiuje i jejich inhibi¢ni G¢inek na topoisomerasu Il.
(Klener & Klener jr., 2010).
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Topoisomerasa je zdsadni enzym pro replikaci. Vaze se na dvousroubovici DNA,
prerusuje fetézce, uvolnuje torzi a poté fetézce opét spojuje. Pii pisobeni anthracyklint
dochazi ke stabilizaci normaln¢ reverzibilniho komplexu topoisomerasa I1I-DNA,
nedochazi tak k opétovnému spojeni pierusenych fetézcu. Vznikaji proto zlomy v obou

fetézcich DNA, fatalni pro bunku (Hortobagyi, 1997; Klener & Klener jr., 2010).

Obr. 4 Struktura DOX-DNA aduktu (Cutts et al., 2005).

Modfre je znazornéna molekula DOX, cervene methylenovy miistek a zelené DNA.

Druhym zakladnim mechanismem u¢inku DOX je tvorba kyslikovych radikali.
DOX milzZe byt podroben jedno-elektronové redukci mnoZstvim nitrobunéénych
oxidoreduktas, jako je NADH dehydrogenasa v mitochondrii, NADPH cytochrom P450
reduktasa v sarkoplasmatickém retikulu, NOS ¢i xantinoxidasa v cytosolu (Keizer et al.,
1990). Tento proces zahrnuje jednoelektronovy transfer z redukovanych nukleotidd, které
pfevadéji antracenové molekuly nasemichinonovy radikdl. Nasledné dochazi
k neenzymatické reoxidaci tohoto radikalu kyslikem, ktery maze tvotit superoxid (O2*),

¢i peroxid vodiku, interagujici s makromolekulami (Carvalho et al., 2009).

Anthracykliny ochotné vazou zelezo atvoii 1:1, 2:1 ¢i3:1 komplexy
anthracyklin-Fe. Doxorubicin mize vazat zelezo piimo, za vzniku komplexu DOX-Fe!'™*
(Xu et al., 2005). DOX-Fe'™ komplex katalyzuje vznik hydroxylového radikalu z H20>,
tercialni komplex s DNA (DNA- DOX-Fe''") je 0 mnoho vice efektivni. Tvorba OH®

komplexem DOX-Fe!'"™ v piitomnosti DNA koreluje sjeho schopnosti §tépit DNA.
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Hydroxylové radikaly jsou poté zapojeny do poskozeni DNA zptisobené DOX-Fe!™*

komplexem (Muindi et al., 1984).

DOX je schopen proniknout také do mitochondrii, kde dochazi NADH
dehydrogenasou ke vzniku ROS, které mohou reagovat s mitochondrialnimi
biomolekulami jako jsou lipidy, proteiny anukleové kyseliny. DOX interaguje
i S mitochondrialni DNA, tvoii adukty, které naruSuji pfirozené funkce mitochondrie,

zejména expresi proteint a oxidaci lipida (Xu et al., 2005).

2.2.3 Nezadouci ucinky a toxicita

Navzdory sirokému spektru DOX je jeho pouziti limitovano na davce zavislymi
nezadoucimi U¢inky, mezi néz sefadi napiiklad: nevolnost a zvraceni, stomatitida,
neurologické poruchy — halucinace, zavraté a toceni hlavy, kumulativni kardiotoxicita,
alopecie a aplazie kostni diené¢ (Fong et al., 2012). Depresivni G¢inky na kostni dfen
mohou vést ke zvySenému vyskytu mikrobidlnich infekci, zpomalenému hojeni
a krvaceni z dasni. Hlavnim na davce zdvislym nezddoucim ucinkem je myelosuprese

doprovazena leukopenii, neutropenii, trombocytopenii a anemii (Carvalho et al., 2009).

Nejlépe popsany je mechanismus kardiotoxicity DOX. Existuje nekolik
vysvétleni, pro¢ je srdce obzvlasté citlivé na ptisobeni DOX. Anthracykliny obecné
zpusobuji poSkozeni a ztratu myofibril, selektivni inhibici exprese gent pro troponin,
a-aktin, lehky myozinovy fetézec typu 2 a M isoformu kreatinkinasy, toto poSkozeni

muze vést ke vzniku kardiomyopatie (Poprach et al., 2008).

DOX tvofi komplexy s kardiolipinem, hlavnim komponentem vnitini
mitochondridlni membrany ¢&imZz brani vazbé mitochondridlni kreatinkinasy
na mitochondrialni membranu. Kardiomyocyty maji vysSi hustotu mitochondrii
na jednotku objemu ve srovnani s vétSinou tkani. Srdce také obsahuje specifickou
isoformu NADH dehydrogenasy, ktera je schopna iniciovat redukci DOX za vzniku ROS
(Obr. 5) (Carvalho et al., 2009). Zaroven je srde¢ni tkan chuda na antioxida¢ni enzymy
(superoxid dismutasa, glutathion reduktasa), proto se zde projevi toxicky ucinek DOX
ve zvysené mife. ROS poté zplisobuji peroxidaci lipidl, zvySuji propustnost bunécéné
membrany pro vapenaté ionty, narusuji funkci ATP-pumpy a tim ovlivituji kontraktilitu

svalovych elementi. DOX mulzZe také aktivovat nckteré typy kalciovych kanald
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v sarkoplazmatickém retikulu a naruSovat tak intracelularni hladiny Ca?* (Poprach et al.,
2008)

Lipid peroxidation Impaired Ca?*
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-, mDNA damage \ [
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Obr. 5 Mechanismus kardiotoxicity doxorubicinu (Harake et al., 2012).

PLADR — f1 adrenergni receptor, cTn — srdecni troponin, MLC2 — lehky myozinovy retézec typu 2, MM-
CK — svalova kreatinkinasa, MT-CK — mitochondridlni kreatinkinasa, ROS — oxidativni formy kysliku,
TOPII — topoisomerasa Il

2.3 Myrica rubra

Voskovnik ¢erveny (Myrica rubra Sieb. et Zucc.) je subtropicky ovocny strom
pochézej ici z Ciny, kde je kultivovan po vice nez 2000 let. Je to ekonomicky
a barvu (Sun et al., 2013). Listy a kira M. rubra se v lidovém IéCitelstvi pouzivaji pro své
bohaté 1é¢ebné ucinky, zejména pro 1é¢bu spalenin, nemoci kiize, jako antidotum, ¢i jako
antidiarhoikum. Je bohatym zdrojem fytochemickych latek, zejména flavonoidu, ale také
taninu ¢i terpent, které vykazuji biologickou aktivitu (Kim et al., 2013). Dosud se studie

zamé&fovaly zejména na flavonoidy, které se v listech a ktfe nachazeji ve vysokych
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a dalsi zdravi podporujici vlastnosti (Langhansova et al., 2014).

Esencialni oleje (EO) jsou smési nizkomolekularnich sloucenin extrahovanych
z rostlin. Hlavnimi slozkami byvaji terpenoidy a fenylpropanoidy, které davaji EO
charakteristické aroma. Jsou jim pfipisovdiny mnohé farmaceutické a biologické
vlastnosti, napt. antibakterialni, antifungalni, antiviralni, antiprotozoarni, antidiabetické
nejcastéji jsou ukladany v sili¢nych kanalcich, slicnych bunkach ¢i trichomech. Nejvice

zastoupenymi latkami silic jsSou monoterpeny, seskviterpeny a jejich oxida¢ni derivaty.

EO jsou tvofeny riznymi aktivnimi molekulami, které ovliviiuji mnohé cile
v bunice. Jejich primarnim cilem je cytoplasmatickh membrana. Jeji naruSeni
a permeabilizace vede ke ztraté dilezitych bunéénych funkci, napt. iontové homeostazy
¢i dychaciho fetézce, naruSenim elektronového transportniho fetézce. EO mohou mit
cytostatické ucinky naeukaryotické builky — permeabilizace vn&j$i a vnitini
mitochondrialni membrany vede ke smrti buniky nekrdézou a apoptdézou (Raut &

Karuppayil, 2014).

Silice sezrostlin mohou extrahovat mnoha procesy, lisovanim, extrakci
rozpoustédlem, lisovanim za studena a dal$imi metodami. Nejcast&jsi zptisob extrakce je
destilace, Casto s pouzitim vodni pary. Touto metodou byla extrahovana také silice
z Cerstvych listd M. rubra, jejiz sloZeni bylo analyzovano dvoudimenzionalni plynovou
chromatografii (GC x GC — TOFMS). Bylo zjisténo, ze hlavnimi slozkami silice M. rubra
jsou seskviterpeny, nejveétsi zastoupeni maji f-karyofylen — 43,2%, a-humulen — 21,6%,
valencen — 6,0%, B-karyofylen oxid — 2,6%, trans-nerolidol — 1,9% a aromadendren —
0,6% (Langhansova et al., 2014).

2.4 Terpeny

Terpeny se Vv pfirod¢ vyskytuji hojné. Jedna se 0 rozmanitou skupinu uhlovodik,
kterd mize byt produkovana Sirokou Skélou rostlin, nékterymi houbami a bezobratlymi.
Jejich koncentrace je obecné vysoka V rostlinnych reprodukénich organech a listech
béhem a bezprosttedné po kvétu, jsou také vyznamnou sloZkou rostlinnych pryskyfic.

V rostlinach se uplatiiuji jako feromony, atraktanty a repelenty, jsou zodpovédné
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za typickou vini mnoha rostlin. Ve vysSich koncentracich mohou byt toxické, proto
funguji také jako fytoalexiny V pifimé obrané, ¢ijako signaly V nepiimé ochranné

odpovédi proti bylozravcim a patogenum (Bartikova et al., 2014; Paduch et al., 2007)

Terpeny tvofi strukturalné a funkéné rizné skupiny, které jsou tvoreny kombinaci
n¢kolika  pétiuhlikovych jednotek, zvanych izopren (2-methylbuta-1,3-dien),
se sumarnim vzorcem CsHg (Bakkali et al., 2008). Terpeny mohou existovat jako
uhlovodiky, nebo mohou obsahovat kyslikové skupiny, napt. hydroxylovou, ketonickou
nebo aldehydickou. Slouceniny vzniklé chemickou modifikaci terpeni Se oznacuji jako
terpenoidy. Terpeny jsou oznacovany podle velikosti, tedy podle poctu izoprenovych

jednotek (Paduch et al., 2007).

Tab. 4 Oznacovani terpenii (Paduch et al., 2007)

Oznaceni terpenu Pocet izoprenovych Pocet uhliku
jednotek

Hemiterpeny 1 5
Monoterpeny 2 10
Seskviterpeny 3 15

Diterpeny 4 20
Triterpeny 6 30
Tetraterpeny 8 40

Zakladem terpenti jsou izoprenoidni jednotky — isopentenyl difosfat (IPP) a jeho
izomer dimethylallyl difosfat (DMAPP), které mohou vznikat dvéma biochemickymi
drahami. Prvni je klasickda mevalonatova draha, lokalizovana v cytosolu. V této draze
jsou 3 molekuly acetyl-CoA kondenzovany za vzniku 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA

s naslednou redukci na mevalonat, ktery je poté preménén na IPP (Obr. 6).

Druha, tzv. mevalonat-nezavisla nebo-li Rohmerova draha, byla objevena
u nékterych bakterii a v plastidech nizsich i vyssich rostlin. Kondenzaci glyceraldehyd-
3-fosfatu a pyruvatu zde vznika 1-deoxy-D-glukosa 5-fosfat, ktera je poté naslednymi
reakcemi pfeménéna na IPP (Davis & Croteau, 2000; Paduch et al., 2007). Vsechny
terpenoidy jsou odvozeny od prekurzoru IPP, ktery je IPP isomerasou preménén
na DMAPP. Pro vznik terpenii je DMAPP kondenzovén s IPP pomoci prenyltransferas
za vzniku desetiuhlikatého geranyldifosfatu (GPP), farnesyl difosfatu (FPP) s 15 uhliky
¢i dvacetiuhlikatého geranyl-geranyl difosfatu  (GGPP). Ztéchto acyklickych
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meziproduktii jsou poté syntasami tvoieny monoterpeny — z GPP, seskviterpeny — z FPP
¢i diterpeny — z GGPP (Davis & Croteau, 2000).
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Obr. 6 Mevalonatova a Rohmerova drdha v biosyntéze terpenu (Paduch et al., 2007)

2.4.1 Seskviterpeny

Seskviterpeny obsahuji 3 izoprenové jednotky, mohou byt acyklické (farnesol),
nebo to mohou byt mono-, bi-, tri-, ¢i tetracyklické systémy (Bartikova et al., 2014).
Jejich zéastupci mohou mit antimikrobni a antifungalni aktivitu (farnesol, nerolidol),
a jeho derivaty), mohou slouZit jako enhancery koZzni penetrace (nerolidol) @ mohou mit

také dalii biologické aktivity (Paduch et al., 2007).
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24.1.1 a-humulen

a-humulen (HUM), chemicky (1E,4E,8E)-2,6,6,9-tetramethylcykloundeka-1,4,8-
trien (Obr. 7), nékdy také oznacovan jako a-karyofylen, je pfirodné se vyskytujici
monocyklicky seskviterpen. Obsahuje tfi dvojné vazby a Sest allylovych poloh, které
mohou byt teoreticky oxidovany. HUM miiZe byt také autooxidovan pii interakci s ROS.
Pti autooxidaci dochdzi ke spontdnni radikalové reakci s tripletovym kyslikem ((0y),
hlavnimi autooxida¢nimi produkty jsou epoxidy a diepoxidy humulenu (Steenackers et

al., 2015; Zigon et al., 2015).

CH,

Obr. 7 Strukturni vzorec humulenu (Legault & Pichette, 2007)

Jeho jméno je odvozeno od chmele otacivého — Humulus lupulus, v jehoz silici
je HUM hlavni komponentou. V zavislosti na odridé chmele ma HUM v silici
hmotnostni podil 5 — 45% (Steenackers et al., 2015). Krom¢ EO Humulus lupulus
a Myrica rubra je v mensim mnozstvi obsazen také v EO dalSich rostlin, napf. Abies
balsamea (Legault & Pichette, 2007), Piper gaudichaudianum (Sperotto et al., 2013),
Cordia verbenacea (Chaves et al., 2008) nebo v Salvia officinalis (el Hadri et al., 2010).

Peroralni podavani HUM izolovaného z Cordia verbenacea prokazalo jeho
inhibi¢ni G¢inky na experimentdlni zanétlivé modely mysi apotkani. Byl G€inny
pii snizovani zanétlivé odpovédi pii otoku mysi tlapky navozeném PAF, bradykininem,
ovoalbuminem a histaminovou injekci. Také putsobil proti akutni ipozdni fazi
karagenanem navozeném otoku mysi a krysi tlapky. Peroralni systémova lécba zptisobila
inhibici syntézy zanétlivych faktord IL-1p a TNF-o ataké uvolnéni PGE: v reakci
na karagenanovou injekci, HUM také vyznamné inhiboval expresi dvou dulezitych
proteinti zanétu — COX-2, a NOS (Chaves et al., 2008). Preventivné ¢i terapeuticky
podavany HUM snizuje eosinofilni migraci do bronchoalveolarni tekutiny a plicni tkané

pfi alergickém zanétu dychacich cest. Inhibici aktivace transkripcnich faktori NF-xB
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a AP-1 snizuje produkci hlenu a uvoliiovani prozanétlivych cytokinl, ¢imz predstavuje
atraktivni molekulu s vyznamem pro lécbu astmatu a souvisejici zanétlivé a alergické

reakce (Rogerio et al., 2009).

HUM vykazuje antiproliferacni uc¢inek na mnoho bunéc¢nych linii. Je 0 mnoho
mén¢ toxicky vi¢i normalnim fibroblastim, nez vii¢i nadorovym bunkam (Legault et al.,
2003). M4 antiprolifera¢ni efekt napf. proti buitkam alveolarniho adenokarcinomu —
A-549, cervikalniho karcinomu — HeLa, adenokarcinomu kolonu — HT-29, kolorektalniho
adenokarcinomu — Caco2 a DLD-1 (Vinholes et al., 2014), adenokarcinomu ledvin —
ACHN, karcinomu prostaty — LNCaP aPC-3, amelanotického melanomu — C32,
rakoviny prsu — MCF-7 (Sperotto et al., 2013) a dal$im liniim. Jeho cytotoxicka aktivita
je vysvétlovana depleci glutathionu a produkci ROS. HUM muze indukovat aktivitu
glutathion-S-transferasy (GST), coz naznacuje, ze GST a glutathion (GSH) se mohou
podilet na jeho metabolizaci. Bylo prokazano, ze indukce genové exprese GST mize byt
regulovdna intracelularni hladinou GSH aze ztrata GSH se podili na cytotoxicité
nékolika slou¢enin. HUM vyvolava na davce a case zavislou depleci intracelularniho
GSH, coz muze prispivat K jeho toxicité. GSH také hraje velkou roli pti bunééné obrané
proti oxidativnimu stresu, GSH je substratem GSH peroxidasy a GSH reduktasy, které
se podileji na pfeméné peroxidu vodiku, ktery je produkovan dychacim fetézcem,
na vodu. Snizend koncentrace GSH tak muze vést K hromadéni ROS, které mohou
zpusobit poskozeni proteind, lipidi @ DNA a vést k bunécné smrti (Bartikova et al., 2014;
Legault et al., 2003).

2.4.1.2 p-karyofylenoxid

Systematicky nazev p-karyofylenoxidu (CAO) je (1R,4R,6R,10S)-4,12,12-
trimethyl-9-methylen-5-oxatricyklo[8.2.0.0*®]dodekan (Obr. 8). Je to bicyklicky
seskviterpen ptirodné se nachazejici v EO mnoha rostlin vyuzivanych v tradi¢ni mediciné
ajako kofeni. Vyuziva setaké jako ochucovadlo akonzervant v kosmetickém
a potravinarském primyslu. Kromé silice Myrica rubra je také obsazen v EO Athanasia
brownii (Rasoanaivo et al., 2013), Psidium guajava, Origanum vulgare, Eugenia
caryophyllata, Piper nigrum (Kim et al., 2014a), Syzygium aromaticum, Ocimum

basilicum a Humulus lupulus (Di Sotto et al., 2013). Je oxida¢nim produktem
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(B)-karyofylenu. Je také jednim z nejzastoupenéjSich oxidovanych seskviterpentt v EO

(Rasoanaivo et al., 2013).

HaC

CH,

HaC

CH3

Obr. 8 Strukturni vzorec p-karyofylenoxidu (Jun et al., 2011; Rasoanaivo et al., 2013)

CAO efektivné pusobi proti dermatofytim Trichophyton mentagrophytes
aT.rubrum, coz jsou nejéast&jsi ptvodci onychomykoéz (Yang et al., 1999). Bylo
zjisténo, ze CAO ma stejné jako HUM vyznamné protizanétlivé ucinky v karagenanem
navozeném otoku tlapky, a U vatovym tamponem indukovaného granulomu. Byla
prokazana antipyreticka a anti-artriticka aktivita CAO u krys. Stejné jako HUM indukuje
aktivaci detoxikatniho enzymu GST. Plsobi jako antikarcinogenni latka, ma

prokazatelnou in vitro antiagregacni aktivitu (Park et al., 2011).

Vykazuje cytotoxicky efekt proti nékolika nddorovym liniim, napf. proti buikam
cervikalniho karcinomu — Hela, hepatocelularniho karcinomu — HepG2, karcinomu
Zaludku — AGS, SNU-1 a SNU-16 (Jun et al., 2011), mnohocetného myelomu — U266,
MML1.S (melphalan senzitivni) a karcinomu prostaty — DU145 (Kim et al., 2014a). Jeho
ucinek muze byt zprosttedkovan supresi aktivaénich STAT3 drah v nadorovych bunkach,
PIBK/AKT/mTOR/S6K1  signalnich drah aaktivaci MAPK signalni drahy
zprostiedkované ROS (Kim et al., 2014b). MAPK reguluji mnoho bunéénych funkci,
vcetn¢ proliferace, diferenciace a apoptozy. Aktivace STAT3 je cCasto spojovana
s proliferaci, invazi, metastazi a angiogenezi nadorovych bunék. CAO potlacuje expresi
nékolika STAT3 regulovanych gent, ¢imZ ovliviiuje proteiny spojené S proliferaci
(cyklin D1 a cyklin E), invazi (MMP-9 a COX-2) a antiapoptotdézou (Bcl-xl, survivin,
IAP-1 a IAP-2), které mohou byt zodpovédné za jeho antiprolifera¢ni a antiinvazivni
ucinky na nadorové bunky (Kim et al., 2014a).

CAO potencuje TNFa indukovanou apoptézu a potlacuje TNFa indukovanou

invazi nadorovych bunék, které vyzaduji aktivaci nuklearniho faktoru NF-«xB. Bylo
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zjisténo, ze TNFa stimuluje expresi genovych produktt podilejicich se na anti-apoptoze
(IAP1, IAP2, Bcl-2, Bel-XL a survivinu), proliferaci (COX-2, cyklin D1, a c-myc), invazi
(MMP 9 a ICAM-1), a angiogenezi (VEGF), aze CAO potlacuje jejich expresi. CAO
také mize potencovat apoptotické ucinky paklitaxelu a DOX (Kim et al., 2014b).
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3 CIL PRACE

Cilem mé diplomové prace bylo:

1)

2)

3)

4)

Porovnat antiproliferatni 0¢inek vybranych seskviterpenti (a-humulen,
B-karyofylenoxid), doxorubicinu a jejich kombinaci na bunéénych liniich

a. citlivych na DOX (A2780)

b. rezistentnich na DOX (SKOV3)

Stanovit kombinaéni indexy a-humulenu a B-karyofylenoxidu s doxorubicinem

Zjistit  vliv a-humulenu, B-karyofylenoxidu a doxorubicinu na produkci

intracelularnich ROS

Stanoveni intracelularni koncentrace doxorubicinu a jeho distribuce v bunce
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Biologicky material a chemikalie

Bun&éné linie A2780 a SKOV-3 — vénovany Ustavem lékaiské biologie a genetiky,
Lékarska fakulta UK HK

RPMI-1640 Medium (Sigma-Aldrich, CR)

McCoy’s 5A Medium (Sigma-Aldrich, CR)

Doxorubicin (Sigma-Aldrich, CR)

a-humulene (Sigma-Aldrich, CR)

(—)-caryophyllene oxide (Sigma-Aldrich, CR)

FBS — fetalni bovinni sérum (Lonza, CR)
Penicilin/Streptomycin (Lonza, CR)

L-Glutamin (Sigma-Aldrich, CR)

PBS — fosfatovy pufr se solemi v tabletach (Sigma-Aldrich, CR)
Trypsin-EDTA (Lonza, CR)

DMSO — dimethylsulfoxid (Sigma-Aldrich, CR)

Neutral Red Solution 0,33% (Sigma-Aldrich, CR)

BéZné chemikalie Cistoty p. a.

4.2 Pristroje

analytické vahy — Scaltec SBC 22 (Scaltec Instruments GmbH, Nemécko)
centrifuga — Eppendorf 5810R (Eppendorf AG, Nemécko)

CO:z inkubator — Heraeus Heracell 150 (Thermo Scientific, Spojené staty americké)
laminarni box — BioAir AURA 2000 M.A.C. (Bio Air Instrument s.r.1, Italie)
invertovany mikroskop — Nikon Eclipse TS 100 (Nikon, Japonsko)

mrazici box — HeraFreeze

zamrazovaci kontejner — Nalgene (Sigma-Aldrich, Spojené staty americké)

spektrometricky a spektrofluorimetricky analyzator — Tecan Infinite M 200 (Tecan
Trading AG, Svycarsko)
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trepacka — IKA MS2 Minishaker (IKA, Némecko)

invertovany epifluorescencni mikroskop — Nikon Eclipse Ti-E (Nikon, Japonsko)
s chlazenou sCMOS kamerou Andor Zyla 5.5 (Andor Technology, Spojené Kralovstvi)
a NIS Elements AR 4.20 software (Laboratory Imaging, Ceska Republika)

kapalinovy chromatograf — Agilent 1290 Series vybaven kolonou Zorbax C18 Eclipse
Plus (2,1 x 50 mm, 1,8 um) s 1290 Infinity inline filtrem (Agilent Technologies, Spojené

staty americké)

4.3 Metody

4.3.1 Bunéc¢né linie a jejich kultivace

4.3.1.1 Bunécné linie

V experimentalni ¢asti byly pouzity bunééné linie A2780 a SKOV3, odvozené
od epitelidlnich nadorti vaje¢niki. Buiiky byly vénovany Ustavem lékaiské biologie

a genetiky, Lékarska fakulta UK HK.

Buné¢na linie A2780 pochazi z nadorové tkané nelécené pacientky s epitelialnim
karcinomem ovaria. Tyto buriky rostou v monovstvé, nebo jako suspenzni kultura. Buiiky
byly pasdzovany pravidelné dvakrat tydné¢ metodou trypsinizace. Kultivace probihala
pti 37°C a5% CO.. Buiky jsou piirozené citlivé na cisplatinu a doxorubicin. Jsou
parentalni linii pro doxorubicin-rezistentni variantu — A2780 ADR a cisplatina-
rezistentni variantu — A2780 cis (ECACC, 2016).

Bunécéna linie SKOV3 pochdzi z nadorové tkané nelécené 64 leté pacientky
s adenokarcinomem vajecnik. Bunky rostou pfisedle VvV monovrstvé. Buiky byly
kultivovany a pasdzovany stejné jako bunécné linie A2780. Bunécna linie je rezistentni
vicéi tumor nekrotizujicimu faktoru a nékolika cytotoxickym latkdm, mezi néZ patii

diftericky toxin, cisplatina ¢i doxorubicin (ATCC, 2016).
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4.3.1.2 Priprava kultivacnich médii

Linie A2780

Zakladem pro kultivacni médium bylo RPMI-1640. Jedna se 0 modifikované
McCoy’s SA Medium Modified obohaceno 0 vyssi hladiny inositolu. Pti kultivaci bylo
pouzito médium modifikovano 20 mM HEPES a L-glutaminem (0.3g/l),

bez hydrogenuhli¢itanu sodného.

K médiu bylo pfidano FBS, pfedem inaktivované pii 57°C po dobu 30 minut,
dale 5 ml L-glutaminu 2mM. Jako antiifek¢éni agens byl pouzit tzkospektry penicilin
a Sirokospektry aminoglykosidovy streptomycin, tato kombinace ucinn¢ pusobi
proti gram-pozitivnim i gram-negativnim bakteriim. Pouzitd mnozstvi jednotlivych

slozek jsou uvedena v tabulce.

Tab. 5 Prehled slozeni kultivacniho média pro linii A2780

RPMI-1640 450 ml

FBS inaktivované 50 ml (10%)

L-Glutamin 2mM 5 ml (1%)

Penicilin/Streptomycin 2,5 ml (0,5%)
Linie SKOV-3

Jako zéklad kultiva¢niho média bylo pouZito McCoy’s SA Medium modified,
ke kterému bylo pfidano FBS, pfedem inaktivované, akombinace antibiotik

penicilin/streptomycin. Pouzita mnozstvi jednotlivych slozek jsou uvedena v tabulce.

Tab. 6 Prehled sloZeni kultivacniho média pro linii SKOV-3

McCoy’s SA Medium 450 ml
FBS inaktivované 50 ml (10%)
Penicilin/Streptomycin 2,5 ml (0,5%)

33



4.3.1.3 Zamrazovani bunécnych linii

K dlouhodobému uchovavani bun¢k se pouziva jejich mrazeni — kryokonzervace.
Nejlepsi zpusob pro kryokonzervaci bunék je uchovavani Vv tekutém dusiku
Vv kompletnim médiu s pfidavkem kryoprotektivniho agens — napt. DMSO.
Kryoprotektivni agens snizuje teplotu tuhnuti média a umoznuje pomalejsi zmrazeni,
¢imz se snizuje riziko vzniku krystald ledu a tim i poskozeni bunék (Vejrazka, 2008).

Suspenze buné¢k ziskanad pasazi se nafedila tak, aby byl v médiu pocet bunck
odpovidajici asi 80 — 90% konfluence naplose 25 cm?. Suspenze byla napipetovana
do zamrazovacich zkumavek o objemu 1,5 ml po 1,2 ml. Do zkumavky bylo nasledné
pfidano 150 pl sterilntho FBS a 150 pl sterilntho DMSO. Poté byla zkumavka rychle
uzaviena abunéfnid suspenze promichiana. Zkumavky byly ihned umistény
do zamrazovaciho kontejneru (Nalgene, Sigma-Aldrich), ktery byl naplnén
isopropanolem. Kontejner byl poté co nejrychleji umistén do mraziciho boxu (-80°C),
kde probihalo gradientové zamrazeni. PO nejméné dvou hodindch byly zamrazené

buné&¢né suspenze pieneseny do tekutého dusiku pro dlouhodobé uchovavani.

4.3.1.4 Rozmrazovani bunécnych linii

Pted kultivaci je nutné buriky rozmrazit a prenést je do kultivaéniho média. Proces
rozmrazovani je pro bunky velmi stresujici, rychlost prace a pouziti vhodné metody
zajisti preziti velké ¢asti zmrazenych bunck.

Do 15 ml zkumavky bylo napipetovano 12 ml nezahtatého kultivaéniho média.
Po vyjmuti zamrazovaci zkumavky z tekutého dusiku byla zkumavka ponofena
nal-—2minuty dovodni lazné¢ oteplot¢ 37 °C prorychlé rozmrazeni bunék.
Po desinfekci vicka zkumavky byla postupné sterilné pfidavana ¢ast média. Rozpusténa
Cast suspenze Vmédiu byla odsata apfidana do zkumavky ke zbylému médiu,
tento proces byl opakovan do uplného rozpusténi suspenze. PO rozmrazeni byla suspenze
homogenizovana a zkontrolovana pod mikroskopem. Suspenze byla centrifugovana
5 minut pfi 70 g a laboratorni teploté. Po centrifuaci byl odsat supernatant a peleta byla
resuspendovana v 15 ml nezahtatého média. Tato suspenze byla pienesena do kultivacni
lahve 75 cm? a 24 hodin inkubovana pfi 37 °C a 5% CO2. Po 24 hodinach bylo vyménéno

kultivaéni médium.
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4.3.1.5 PasaZovani adherentnich bunék

VétSina bunéénych kultur je adherentni — rostou piichycené na vhodném
kultivacnim povrchu. Adherentni bunky jsou pii pasazovani uvolnény od kultiva¢niho
povrchu i od sebe navzajem. Sou¢asti mnoha adheznich faktorti jsou dvojmocné ionty,
zejména vapenaté a hotec¢naté. Pii pasazovani dochazi K jejich odstranéni oplachnutim
médiem, a také pouzitim chelatatori — napt. EDTA, coz umozni vétsi ucinnost proteas,
jako je trypsin. Tyto proteasy se pouzivaji pro rozruSeni vzajemnych mezibunéénych
interakci, které jsou zprostfedkovany bilkovinnymi adheznimi molekulami (Vejrazka,
2008).

Po vyjmuti z termostatu bylo z kultiva¢ni lahve slito médium. Poté byly buriky
dvakrat oplachnuty 7 ml sterilniho fosfitového pufru (PBS). Posliti PBS byly
do kultivacni lahve po kapkach napipetovany 2 ml roztoku 0,25 % trypsinu s EDTA,
ktery byl jemnym kyvavym pohybem rozprostfen po povrchu celé¢ lahve.
Po 30 sekundach inkubace bylo odsato 1,5 ml Trypsinu-EDTA a lahev byla uzaviena
a opét umisténa do termostatu (37°C, 5% CO2), stav bun¢k byl pravidelné kontrolovan
mikroskopem. Ve chvili, kdy méla vétSina bun¢k kulovy tvar, byly bunky prudkym
pohybem sklepnuty do spodni &asti lahve. Uginkovani trypsinu bylo zastaveno
napipetovanim 4 ml kultivacniho média predehiatého na 37°C, buiiky byly splachnuty

ze stén lahve a bunécnd suspenze byla homogenizovana pipetou.

Takto pfipravena bunécéna suspenze byla dle potfeby vyuzita pro experimenty,
¢idale nafedéna apifenesena donové kultivaéni lahve K zajisténi ristu bungk.
Pro kultivaci byla pfenesena potiebna ¢ast suspenze do sterilni lahve a doplnéna
predehiatym kultivaénim médiem na celkovy objem 13 ml. Lahev poté byla umisténa

v termostatu (37°C, 5% CO>).

4.3.1.6 Urcéovani koncentrace bunécéné suspenze

Koncentrace bunééné suspenze miize byt urcovana dvéma zakladnimi pfistupy.
Prvni, ruéni pocitani, vyuziva spojeni specialnich kalibrovanych pocitacich komtrek
(Cyrusova, Biirkerova, Thomova, Neubauerova a dal$i) pod svételnym mikroskopem.

Druh4, poloautomaticka metoda, vyuziva pocitani pomoci priitokové cytometrie.
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Nejjednodussi metodou pocitdni bun€k je pocitani pomoci komurky.
Pro laboratorni potieby se vétSinou pouziva Biirkerova komurka, ta je slozena ze dvou
méficich policek, ktera jsou rozd€lena miizkou na 9 velkych ctverci (kazdy o plose
1 mm?). Tyto &tverce jsou dale rozdéleny do 16 mensich étvercti. Hloubka komirky je

24

0,1 mm, celkovy objem jednoho méticiho policka je tak 0,9 mm? (9 pl).

Pipetou bylo do kazdého méficiho policka napipetovano 9 ul bunééné suspenze.
Naplnéna pocitaci komirka byla umisténa pod mikroskop tak, aby pocitaci miizka byla
v ohnisku mikroskopu. Je tfeba pocitat burnky thlopfi¢né v alespon péti ¢tvercich napfic
komirkou. Pocitaji se i v§echny bunky dotykajici se (vn¢ i zevnitt) levé a horni strany.
Bunky dotykajici se pravé a dolni strany (zevniti i zven¢i) se do poc€itani nezahrnuji

(Obr. 9).
°
» °
°
L

Obr. 9 Pravidlo pro pocitani bunek v Biirkerové komurce. (Laboratory Resource, 2014)
Cerné oznacené buiiky jsou buiiky, které se do po&itani zahrnuji, svétlé buiiky jsou pak ty, které se nepoditaji.
Po spocitani bunck Vv jednotlivych ¢tvercich je tieba vypocist koncentraci bunék

Vv suspenzi. Pro tento vypocet slouzi vzorec:

_ X
‘T yx16

Kde c je vysledna koncentrace bunék vyjadfena jako 10* bunék / 1 ml, x je pocet
bunek zjisténych vypoctem z Biirkerovy komurky a y je pocet poc¢itanych ¢tvercii (v obou

méficich policcich).

4.3.2 Stanoveni cytotoxicity — Neutral Red Uptake test

Neutral red uptake test je obecné provadén na adherentnich bunkach. Neutralni
Cervein je slabé kationické barvivo, které snadno pronikd bunéénou membranou

neionickou pasivni difuzi aakumuluje se intracelularné¢ v lysozomech, kde vaze
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anionické a/nebo fosfatové skupiny lysosomalni matrix pomoci elektrostatickych
hydrofobnich vazeb. Pfi fyziologickém pH, méa barvivo naboj blizky nule, coz mu
umoziuje prianik membranami buiiky. Uvnitt lysosomil je pfitomen protonovy gradient
zajistujici pH niz8i, nez pH cytoplasmy. Barvivo tak pfijima naboj (Obr. 10) a je zadrZeno
uvnitt lysosomu. (Repetto et al., 2008)

H
Mo CH, pH 6.8 N CH,
+2H + 26 —
(H,C),N N7 NH, (H,C),N N NH,
'H'

Obr. 10 Redoxni rovnice neutralni ¢ervené. (Lin et al., 2012)

Test NRU byl proveden podle standardniho protokolu (Borenfreund & Puerner,
1984). Do 96ti-jamkovych desti¢ek bylo sterilné nasazeno 100 pl bunééné suspenze
Vv koncentraci potfebné pro dosazeni konfluence (50 000 bun¢k na ml, rast 24 hodin).
Poté byly buiiky ovlivnény 100 pl cerstvé pripravené testované latky V rostoucich
koncentracich v kompletnim médiu a inkubovany 24, 48 a 72 hodin. Pro jamky bez buné¢k
(blank) bylo pouzito kompletni médium. Kontrolni jamky (neovlivnéné buiiky) byly

plnény 100 pl bunééné suspenze a 100 pul kompletniho média.

Po inkubaci byly jamky promyty 200 ul ptedehiatého PBS, do kazdé jamky
(véetn¢ blanku a kontrolnich jamek) bylo ptiddno 200 pl roztoku neutralni Cervené
vV kompletnim médiu (pro bunky A2780 — 40 ul/ml, SKOV3 — 60 pl/ml). Poté byly
desticky umistény do termostatu (37°C, 5% CO>), kde byly 3 hodiny inkubovany.

Po tfech hodindch bylo z desticek odsato veskeré médium a buiiky byly opatrné
promyty 300 ul PBS. Poté bylo k butikdm napipetovano 100 pl fixaéniho roztoku (10 g/l
CaCl2 v 0,5% formaldehydu). Desticky byly ponechany 15 minut stat pii pokojové
teploté. Poté byl fixaéni roztok nahrazen 200 ul lyzaéniho roztoku (1% CH3COOH v 50%

ethanolu) a desticka se nechala tfepat 30 minut na tiepacce pro extrakci barviva z bunék.

Absorbance byla méfena pii 540 nm na ¢tecce mikrotitracnich desti¢ek (Tecan
Infinite M 200). Pro vyhodnoceni optické hustoty byl vypocten rozdil mezi absorbanci

jamek se sledovanymi latkami ¢i kontrolou a absorbance pozadi desticek.
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4.3.3 Detekce reaktivnich forem kysliku (ROS)

Existuji rizné metody posouzeni oxida¢niho poskozeni bunék, naptiklad meéteni
lipoperoxidacnich produkti @ markert poskozeni DNA, kter¢ ale nehodnoti ROS piimo.

Pro toto hodnoceni se vyuziva test s dichlorofluoresceinem.

Detekce kyslikovych radikalti je zalozena na skutecnosti, ze nefluorescentni
derivaty fluoresceinu (napi. 2',7'- dichlorofluorescein diacetat — DCFH-DA) emituji
fluorescenci po oxidaci reaktivnimi formami kysliku. Emitovana fluorescence je piimo
umérna koncentraci kyslikovych radikalt. Po pfidani Kk buiitkdm prochéazi neionicka,
nepolarni  molekula DCFH-DA dobunky aje enzymaticky hydrolyzovana
intracelularnimi  esterasamy  nanefluorescentni  dichlorofluorescein  (DCFH).
V piitomnosti reaktivnich forem kysliku je DCFH oxidovano na dichlorofluorescein, —
DCF, vysoce fluorescen¢ni slouceninu, ktera mize byt detekovana fluorescenéni

spektroskopii pti 495 — 529 nm (Obr. 11) (Wang & Joseph, 1999).

! COOH ‘ COOH

Penetrates Action of esterase H
Cl cl into the cell inside the cell cl cl
| |
(0] 0] 0 HO ¢} OH
OA\CH3 O)\CH3
DCFH - DA DCFH
(non-fluorescent compound) (non-fluorescent compound)

o Reactive oxygen species
¢}
Cl ] ! Cl
HO o] CH
DCF (fluorescent compound)

Obr. 11 Tvorba fluorescencni slouceniny DCF diky ROS (Aula et al., 2015)

Do 96ti-jamkovych desticek bylo sterilné¢ nasazeno 100 pl bunécné suspenze
Vv koncentraci potiebné pro dosaZzeni konfluence 90% (50 000 bun€k naml, rast
24 hodin). Poté bylo odsato veskeré médium a k bunikam bylo pfidano 100 pl testované
latky (ve vzestupnych koncentracich, kazda koncentrace minimalné¢ Vv triplikatu) fedéné

v PBS. Jako kontrola poslouzila bunétna suspenze, ke které bylo ptidano pouze PBS.
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Do téchto jamek nebylo po inkubaci napipetovano H2DCF-DA, aby byla odhalena
ptipadna autofluorescence bun¢k. Desticky byly umistény do termostatu (37°C, 5% CO>),
kde byly 12 hodin inkubovany. 30 minut pfed koncem inkubace bylo do kazdé jamky
pfidano 100 ul  H2DCF-DA  zifedéného  PBS  nakoncentraci 5  uM.
2',7'- dichlorodihydrofluorescein diacetat je nutno chranit pred svétlem, fedéni PBS
I pipetovani do jamek tak bylo provedeno po tmé. Desticky byly zabaleny do alobalu
a inkubovany 30 minut. Fluorescence byla méfena na spektrometrickém analyzatoru
Tecan Infinite M 200 v 5ti minutovych intervalech (37°C, excitaéni filtr —490 nm, emisni

filtr — 530 nm). Vysledky byly zpracovany jako zavislost fluorescence na case.

4.3.4 Stanoveni akumulace DOX v burikach

4.3.4.1 Priprava vzorku pro UHPLC analyzu

Do 12ti-jamkovych desticek bylo sterilné¢ nasazeno 600 pl bunétné suspenze
v koncentraci potfebné pro dosazeni konfluence 70-80% (1000 bunék naml, rist
48 hodin). Po dosazeni pozadované konfluence bylo pfidano 600 ul roztoku testované
latky (ve vzestupnych koncentracich, kazda koncentrace v singletu) fedéné v kompletnim
médiu. K buiikdm ur¢enym jako kontrola bylo pfiddno DMSO ve stejné koncentraci jako

u testovanych latek.

Po 3 hodinach inkubace bylo opatrné odsato vesSkeré médium a po oplachnuti
500 pl PBS bylo piidano 100 pl lyzaéniho pufru (25 mM Tris, 150 mM NaCl, 1% Triton,
pH 7,4). Desticky se nechaly 15 minut lyzovat pii pokojové teploté. Lyzat byl smichan
$300 pl ledového metanolu a zhomogenizovan. Vysrazené proteiny byly odstranény
centrifugaci (10 000 g, 10 min, 4°C). Supernatant byl piefiltrovan ptes membranovy filtr
o0 velikosti pora 0,22 pum. Filtrat byl uchovavan (-80°C) pro pozdé&jsi analyzu pomoci
UHPLC.

4.3.4.2 UHPLC analyza

Pro analyzu byl pouzit ptistro) UHPLC Agilent 1290 Series vybaven kolonou
Zorbax C18 Eclipse Plus (2,1 x 50 mm, 1,8 um) s 1290 Infinity inline filtrem. Nastiik

na kolonu byl 10 ul vzorku. Mobilni faze byla tvofena z 0,1% vodného roztoku kyseliny
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mravenci a acetonitrilu v poméru 76 : 24. Prutok mobilni faze kolonou byl 1,0 ml/min.
Analyza probihala pfiteplot¢ 30°C. Kdetekci byl pouzit fluorescenéni detektor
(Rex =480 Nm a Aem = 560 nm). Vystupem UHPLC analyzy bylo mnozstvi DOX v ng.

4.3.5 Nitrobunééna distribuce DOX

DOX ma vyrazné fluorescencni vlastnosti, jeho distribuce v buiikéch tak mize byt

detekovana in vivo pomoci konfokalni mikroskopie.

Do petriho misek vhodnych pro konfokalni mikroskopii byly napipetovany 2 ml
bunééné suspenze (80 000 bunc¢k na ml, rist 72 hodin). Po dosazeni konfluence 70-80%
byly bunky ovlivnény 2ml roztoku testovanych latek Vkompletnim médiu.
Po 30 minutach inkubace byly bunky foceny pomoci Cy3 filtrového setu
na epifluorescenénim mikroskopu Nikon Eclipse Ti-E s chlazenou sCMOS kamerou
Andor Zyla 5, pouzité zvétseni bylo 20 x. Distribuce DOX v bunkach byla sledovana
vzdy ve vybrané ¢asti petriho misky, vyhodnoceni vysledki bylo provedeno pomoci

softwaru NIS Elements AR 4.20.

4.3.6 Zpracovani namérenych dat

Pfi stanovovani viability bun¢k pomoci NRU testu byly provedeny 3 nezévislé
meéfeni, pfi kazdém meéteni bylo ziskano 5 hodnot pro kazdou méfenou koncentraci.
Vysledky byly vyjadieny jako primérné hodnoty téchto méfeni se smérodatnymi
odchylkami. Statisticka analyza dat byla provedena pomoci programu GraphPad Prism
6(GraphPad Software, USA), metodou TwoWay ANOVA s post hoc Tukey testem. Za
statisticky vyznamné byly povaZzovany rozdily hodnot od hladiny vyznamnosti p <
0,05%.

Pro stanoveni hodnot ICsp a kombinacnich indexti byl pouzit program
CalcuSyn 1.1 (Biosoft, Velka Britanie). CalcuSyn vyuziva metodu kombina¢niho indexu
dle Chou-Talay. Ta umoziuje uréit kombinaéni ucinek dvou a vice latek vypoctem
kombinaéniho indexu (CI). Hodnoty CI < 0,90 odpovidaji synergismu, rozmezi hodnot
0,90 — 1,10 odpovidaji aditivnimu efektu a hodnoty > 1,10 odpovidaji antagonismu
(Chou, 2007).

40



Pro stanoveni intracelularni koncentrace DOX byla provedena 2 nezavisla méfeni.
Vysledky byly vyjadieny jako primérné hodnoty téchto meétfeni se smérodatnymi
odchylkami. Statistickd analyza dat byla provedena programem GraphPad Prism 6,
pomoci t-testu. Za statisticky vyznamné byly povazovany rozdily hodnot od hladiny

vyznamnosti p < 0,05%.
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5 VYSLEDKY

5.1 Vliv doxorubicinu na viabilitu a proliferaci

Cytotoxicita DOX byla testovana na ovarialnich bunéénych liniich. Linie A2780
je na DOX citliva, linie SKOV3 je na DOX ptirozen¢ rezistentni. Koncentrace roztok
DOX, pouzitych pro ovlivnéni bunék, byla od 0,05 pg/ml do 2 pg/ml. Po 24, 48 a 72
hodinové inkubaci bunék s DOX byla viabilita bun€k stanovena NRU testem. Ziskané
hodnoty jsou uvedeny v grafu jako zavislost viability bunék [% kontroly] na koncentraci

doxorubicinu [uM].

5.1.1 24 hodinova expozice

* *
*
*
*
* *
I I I I *
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Obr. 12 Porovnadni antiproliferacniho ucinku DOX na bunécné linie A2780 a SKOV3
po 24 hodinové expozici, vyvhodnoceno NRU testem. Statisticky vyznamnd zména proti
kontrole je v grafu oznacena symbolem * (TwWoWay ANOVA, Tukey's post-hoc test,
p < 0,05).

Po 24 hodinové expozici bunék DOX doslo pouze k pomalému sniZovani viability
bunék. U bungk linie A2780 se i pii pouziti nejvyssi koncentrace DOX (2 uM) drzela
viabilita nad 40%.
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5.1.2 48 hodinova expozice
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Obr. 13 Porovnani antiproliferacniho ucinku DOX na bunécné linie A2780 a SKOV3
po 48 hodinové expozici, vvhodnoceno NRU testem. Statisticky vyznamna zména proti
kontrole je v grafu oznacena symbolem * (TwoWay ANOVA, Tukey's post-hoc test,
p < 0,05).

Po 48 hodinové expozici byl vyrazny pokles viability u linie A2780 pozorovan
od koncentrace 0,1 uM a u linie SKOV3 pozorovan az pii koncentracich 0,5 uM

a vyssich.
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5.1.3 72 hodinova expozice
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Obr. 14 Porovnani antiproliferacniho ucinku DOX na bunécné linie A2780 a SKOV3
po 72 hodinové expozici, vyhodnoceno NRU testem. Statisticky vyznamna zména proti
kontrole je v grafu oznacena symbolem * (TwoWay ANOVA, Tukey's post-hoc test,
p < 0,05).

Po 72 hodinové expozici byl pozorovan velky rozdil mezi bunéénymi liniemi.

U linie A2780 doSlo k nejvétsimu poklesu viability v rozmezi koncentraci 0,5 — 0,5 uM.

U linie SKOV3 doslo ke snizovani viability pii koncentraci 0,5 uM a vyssi.

Tab. 7 Hodnoty 1Csg doxorubicinu. Vyhodnoceno programem CalcuSyn.

Doba expozice 24 hodin 48 hodin 72 hodin
Bunééna linie A2780 SKOV3 A2780 SKOV3  A2780 SKOV3
1Cs0 DOX 0,85 1,41 0,44 0,47 0,13 141

5.2 Vliv seskviterpenii na viabilitu a proliferaci

Antiprolifera¢ni uc¢inek HUM a CAO byl testovan na ovarialnich bunéénych
liniich A2780 a SKOV3. Koncentrace roztokl seskviterpenti, pouzitych pro ovlivnéni
bungk, byla od 1 pg/ml do 100 pg/ml. Po 24, 48 a 72 hodinové inkubaci bunék
se seskviterpeny byla viabilita bun¢k stanovena pomoci NRU testu. Ziskané hodnoty

jsou uvedeny v grafu jako zavislost viability bunék [% kontroly] na koncentraci latek

[ug/ml].
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5.2.1 24 hodinova expozice

120

100

* *
*
LT
* %
* *
*I %
* *
* * * I
T
0 |
1 5 10 25 50 75 100

koncentrace [pug/ml]

B D [o)
o o o

viabilita bunék [%kontroly]

N
o

mA2780 HUM mA2780 CAO mSKOV3 HUM SKOV3 CAO

Obr. 15 Porovnani antiproliferacniho ucinku HUM a CAO na bunécné linii A2780
a SKOV3 po 24 hodinové expozici, vyhodnoceno NRU testem. Statisticky vyznamnda
zmena proti kontrole je v grafu oznacena symbolem * (TwoWay ANOVA, Tukey's post-
hoc test, p < 0,05).

U bunécné linie A2780 se po 24 hodinové expozici HUM zacal pokles proliferace
pozorovan vyrazny rozdil ve viabilité bun€k. Po ovlivnéni CAO byl nejvyraznéjsi pokles
proliferace pii koncentracich 10 — 50 pg/ml. U rezistentni linie SKOV3
se po ovlivnéni niz§imi koncentracemi (1 — 10 pg/ml) obou terpent proliferace bunék

zasadné nezmeénila, vyrazny pokles byl pozorovan azZ pfi koncentracich 25 pg/ml a vyssi.
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5.2.2 48 hodinova expozice
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Obr. 16 Porovnani antiproliferacniho ucinku HUM a CAO na bunécné linii A2780
a SKOV3 po 48 hodinove expozici, vyhodnoceno NRU testem. Statisticky vyznamna
zména proti kontrole je v grafu oznacena symbolem * (TwoWay ANOVA, Tukey's post-
hoc test, p < 0,05).

U bunécné linie A2780 byl po 48 hodinové expozici HUM pozorovan nejvéetsi
pokles viability pti koncentracich 10 — 25 pg/ml. Ve vyssich koncentracich jiz byla
viabilita bun¢k nulovd. Po ovlivnéni CAO doslo k nejvétsimu poklesu viability
pti koncentracich 10 — 50 pg/ml, ve vyssich koncentracich jiz byla viabilita nulova.
U linie SKOV3 se pokles proliferace zacal projevovat az pii koncentracich obou terpent
vy$§ich nez 50 pg/ml. U CAO byla viabilita bun¢k vyssi pfi koncentraci 100 pg/ml
nez pii 50 pg/ml.
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5.2.3 72 hodinova expozice
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Obr. 17 Porovnani antiproliferacniho ucinku HUM a CAO na bunécné linii A2780
a SKOV3 po 72 hodinové expozici, vyhodnoceno NRU testem. Statisticky vyznamnd
zména proti kontrole je v grafu oznacena symbolem * (TWoWay ANOVA, Tukey's post-
hoc test, p < 0,05).

U bunééné linie A2780 byl nejvétsi pokles v proliferaci po 72 hodinové expozici
seskviterpeny pii koncentracich 10 — 50 pg/ml. Ve vyssich koncentracich byla viabilita
bunék velmi nizka. U linie SKOV3 se pokles proliferace zacal projevovat

az pii koncentracich 50 — 100 pg/ml u obou seskvitepenti. U CAO byla viabilita bun€k

vvvvv

Tab. 8 Hodnoty ICsp HUM a CAO. Vyhodnoceno programem CalcuSyn.

Doba expozice 24 hodin 48 hodin 72 hodin

Bunééna linie A2780 SKOV3  A2780 SKOV3  A2780  SKOV3
1Cs0 HUM 17,64 61,37 9,93 75,33 19,54 153,87
ICs0 CAO 21,12 59,56 8,09 126,77 11,23 236,56
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5.3 Kombinaéni indexy

Pro stanoveni kombinacnich indext byly pouzity hodnoty cytotoxicity
HUM, CAO, DOX a jejich kombinaci, vyhodnocené pomoci NRU testu. Pro testy
cytotoxicity kombinaci daného seskviterpenu a DOX byla pouzita metoda postupného
fedéni pii zachovani poméru koncentraci, které byly piiblizné odvozeny od hodnot 1Cso

(tab. 9).

Tab. 9 Souhrn koncentraci kombinaci pouzitych pro stanoveni kombinacnich indexii

terpen [pg/ml] 5 10 25 50 75
A2780 -

doxorubicin [uM] 0,03 0,06 0,15 0,3 0,5

terpen [pg/ml 5 10 25 50 75
SKOV3 P _[Hg :

doxorubicin [uM] 0,1 0,2 0,5 1 2
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5.3.1 24 hodinova expozice
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Obr. 18 Fa-CI krivka kombinace HUM a CAO s DOX v A2780 a SKOV3 burikdch po 24
hodinové expozici. CI (kombinacni index), Fa (fraction affected): Fa = 0 odpovida
stoprocentni viabilité bunék, Fa = I odpovida nuloveé viabilité

Po 24 hodinové expozici mél HUM s DOX v linii A2780 tcinek antagonisticky
a Vv linii SKOV3 slab¢ synergisticky ti¢inek. CAO mél s DOX v linii A2780 i SKOV3

ucinek synergisticky (vztazeno k Fa = 0,8 kdy je ovlivnéno 80% bun¢k).
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5.3.2 48 hodinova expozice
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Obr. 19 Fa-ClI krivka kombinace HUM a CAO s DOX v A2780 a SKOV3 burnkdch po 48
hodinove expozici. CI (kombinacni index), Fa (fraction affected): Fa = 0 odpovida
stoprocentni viabilité bunék, Fa = I odpovida nulove viabilite

Po 48 hodinové expozici m¢l HUM sDOX v linii A2780 ucinek slabé
synergisticky a v linii SKOV3 antagonisticky u¢inek. CAO mél s DOX v linii A2780
ucinek antagonisticky a v linit SKOV3 ucinek aditivni az lehce antagonisticky (vztazeno

k Fa = 0,8 kdy je ovlivnéno 80% bunék).
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5.3.3 72 hodinova expozice
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Obr. 20 Fa-ClI krivka kombinace HUM a CAO s DOX v 42780 a SKOV3 burnkdch po 72
hodinové expozici. CI (kombinacni index), Fa (fraction affected): Fa = 0 odpovida
stoprocentni viabilité bunek, Fa = I odpovida nulové viabilite

Po 72 hodinové expozici méli HUM i CAO s DOX v linii A2780 ucinek slab¢

antagonisticky a v linit SKOV3 silné synergisticky ucinek (vztazeno k Fa = 0,8 kdy je

ovlivnéno 80% bungk).

5.4 Kvantifikace oxidativniho stresu

Kvantifikace produkce volnych radikald byla provedena metodou DCF. Pro test
byly pouzity 3 koncentrace seskviterpent (1, 10 a 50 pg/ml) a 3 koncentrace DOX (0,1,
1 a5 uM) a byly porovnany proti kontrole. Jako kontrola byl pouZit roztok bun¢k s PBS.
Fluorescence byla méfena 60 minut v 5ti minutovych intervalech. Po celou dobu méfeni

byl zaznamenavan narast fluorescence odpovidajici zvySeni produkce ROS.
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5.4.1 Bunécéna linie A2780
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Obr. 21 Graf produkce volnych radikalii bunécnou linii A2780 po ovlivneni DOX,
stanoveno metodou DCF.

U buné&né linie A2780 DOX zvySoval produkci ROS ve vSech pouZitych

koncentracich, nejucinngjsi byla nejvyssi koncentrace — 5 uM.
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Obr. 22 Graf produkce volnych radikilii bunécnou linii A2780 po ovlivnéni
HUM, stanoveno metodou DCF.

U bunécné linie A2780 plsobil HUM slabé prooxidacné pouze Vv nejvyssi

koncentraci (50 pg/ml), v nizsich koncentracich pasobil antioxidacné.
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Obr. 23 Graf produkce volnych radikalii bunécnou linii A2780 po ovlivnéni
CAO, stanoveno metodou DCF.

U linie A2780 m¢l CAO prooxidacni G¢inek v koncentraci 10 pg/ml. Koncentrace

1 pg/ml plisobila antioxidacné.
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5.4.2 Bunééna linie SKOV3
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Obr. 24 Graf produkce volnych radikalii bunécnou linii SKOV3 po ovlivnéni
DOX, stanoveno metodou DCF.

V bunééné linii SKOV3 zvysoval DOX produkci ROS ve vsech koncentracich,

nejucinngjsi byl v nejvyssi koncentraci — 5 pM.
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Obr. 25 Graf produkce volnych radikalu bunécnou linii SKOV3 po ovlivnéni
HUM, stanoveno metodou DCF.

U bunééné linie SKOV3 mél HUM antioxidacni u€inky ve vysSich koncentracich
(10 a 50 pg/ml), produkce ROS buné¢k ovlivnénych koncentraci 1 pg/ml se téméf nelisila
od kontroly.
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Obr. 26 Graf produkce volnych radikalii bunécnou linii SKOV3 po ovlivnéni
CAQ, stanoveno metodou DCF.

U bunécné linie SKOV3 mél CAO v nizsich koncentracich antioxida¢ni ucinek,

produkce ROS bunék ovlivnénych koncentraci 50 pg/ml se téméft nelisila od kontroly.
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5.5 Intracelularni koncentrace doxorubicinu

V testu byla zjiSt'ovana intracelularni koncentrace DOX pomoci metody UHPLC.
Byla porovnavana intracelularni koncentrace DOX pfi ovlivnéni seskviterpeny
s dosazenou intracelularni koncentraci pii pouziti samotného DOX. Pro ovlivnéni bunék

byly pouzity nasledujici koncentrace DOX a seskviterpeni:

Tab. 10 Prehled koncentraci latek pouzivanych pri ovlivnéni bunék

doxorubicin [uM] 6 6 6 6 9 9 9 9
p-karyofylenoxid [ug/ml] 10 50 - - 10 50 - -
a-humulen[pg/ml] - - 10 50 - - 10 50

Namétené hodnoty byly zaznamenany v grafu jako zavislost intracelularni
koncentrace DOX na pouzitych koncentracich seskvitepenti. Vysledky jsou vyjadieny
jako procenta intracelularni koncentrace DOX v bunikach ovlivnénych samostatnym

DOX v odpovidajici koncentraci (jako 100%).

*
*
i* I I

DOX 6 DOX6+HUM 10 DOX6+HUMS50 DOX6+CAO10 DOX6+CAOS50

250,00
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0,00

mA2780 mSK-OV-3

Obr. 27 Porovnani efektu riznych koncentraci HUM a CAO na intraceluldrni
koncentraci DOX pri pouziti 6 uM DOX. Statisticky vyznamna zména proti kontrole je v
grafu oznacena symbolem * (Multiple t test; p < 0,05).

U bunééné linie A2780 statisticky vyznamné zvySoval intracelularni koncentraci
DOX CAO v koncentraci 50 pg/ml. U bunécéné linie SKOV3 zvySovaly intracelularni
koncentraxi DOX HUM i CAO v koncentraci 50 pg/ml.
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Obr. 28 Srovndni viivu riiznych koncentraci HUM a CAO na intraceluldrni koncentraci
DOX pri pouziti 9 uM DOX. Statisticky vyznamnd zmena proti kontrole je v grafu
oznacena symbolem * (Multiple t test; p < 0,05).

U bunééné linie A2780 zvySoval intracelularni koncentraxi DOX HUM
v koncentraci 10 pg/ml a CAO v obou pouzitych koncentracich. U linie SKOV3 zvySoval

intracelularni koncentraci DOX HUM v koncentraci 50 pg/ml.
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5.6 Stanoveni distribuce DOX v bunkach

Distribuce DOX v bunikach muze byt diky jeho fluorescenénim vlastnostem
detekovana in vivo konfokalni mikroskopii. Byla porovnana fluorescence bunék
ovlivnénych samotnym DOX v koncentraci 9 uM a fluorescence kombinaci DOX s HUM
a CAO v koncentraci 50 ug/ml na SKOV3 bunkach.

Obr. 30 Intraceluldarni distribuce DOX po ovlivnéni
samotnym DOX

Obr. 29 Intraceluldarni distribuce DOXu po ovlivneéni
DOX a HUM.
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Obr. 31 Intracelularni distribuce DOX po ovlivnéni
DOX a CAO.

Bunécna linie A2780 nebyla focena, jelikoz nebyla dosazena dostate¢na konfluence
bunék na petriho miskach vhodnych pro konfokalni mikroskopii. Bunky nebyly schopny
na dno misky v dostate¢né mie adherovat. Resenim by mohlo byt potaZeni dna petriho misek

kolagenem, ktery by vytvotil vhodné prostiedi pro adherenci bunék a jejich proliferaci.

Z fotografii nejsou patrné vyznamné rozdily v distribuci DOX po ovlivnéni HUM

a CAO v porovnani se samotnym DOX.
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6 DISKUZE

Rakovina vajecniku je nejzhoubnéjsi gynekologické nadorové onemocnéni.
Celkové pieziti pacientek s ¢asnym stadiem ovarialniho karcinomu je 70-90%. Vzhledem
k nespecifickym symptomtm a obtizné diagnostice ¢asnych stadii byvaji az dvé tretiny
pacientek diagnostikovany v pozd¢jsich stadiich, kdy pétileté preziti klesd pod 75%
(Bhoola & Hoskins, 2006; Urban, 2003). VVzhledem k tomu, Ze 90% zhoubnych nadori
vajecniku je epitelidlniho pivodu, tudiz vnimavéjsi k cytostatikiim, je vétSina pacientek
po primarnim chirurgickém zakroku lécena chemoterapii. Zakladem chemoterapeutické
1é¢by karcinomu vajecniku jsou derivaty platiny v kombinaci s dal§imi cytostatiky,
napi. paklitaxelem, docitaxelem ¢i doxorubicinem (Cibula et al., 2009; Vyzula et al.,
2016). Doxorubicin (DOX) je nejpouzivanéjsi cytostatikum ze skupiny anthracyklint
s nejvétsim spektrem aktivity. Uginné pisobi pii 16¢b& mnoha solidnich nadort
I hematologickych malignit. Jeho pouziti je ovSem limitovano mnohymi na davce
zavislymi nezadoucimi G¢inky, nejéastéji kumulativni kardiotoxicitou (Carvalho et al.,

2009; Fong et al., 2012).

Navzdory rostoucimu zajmu o molekularni modelovani a kombinatorni chemii
pfi syntéze novych aktivnich molekul jsou pfirodni latky a 1écivé rostliny stale
vyznamnym zdrojem potencialnich 1é¢iv. Jednou z téchto rostlin je i Myrica rubra,
ovocny strom rostouci v Cing, Japonsku a Korei, ktery je jiz po 2000 let vyuzivan
v lidovém 1éCitelstvi pro své antioxidacni, antibakterialni, antiproliferacni
¢i protizanétlivé ucinky (Kim et al., 2013; Langhansova et al., 2014). Antiprolifera¢ni
efekt silice M. rubra byl poprvé testovan ve studii Langhansové et al. (2014). V této studii
bylo také analyzovéano slozeni silice M. rubra. Hlavnimi slozkami této silice jsou
seskviterpeny B-karyofylen, a-humulen (HUM), valencen, B-karyofylenoxid (CAO)
a trans-nerolidol. Latky HUM a CAO, zkoumané iV této diplomové praci vykazovaly
antiproliferacni U¢inky v n€kolika bunéénych liniich. V nasi préci byla testovana jejich
cytotoxicita jak samostatné, tak v kombinaci s DOX. Vzhledem k casté na davce zavislé
kardiotoxicit¢ DOX by synergisticky efekt seskviterpeni na DOX mohl vést ke sniZeni
davky DOX a tim 1 rizika kardiotoxicity.

Jednim z cilii této diplomové prace bylo porovnani antiproliferaéniho ucinku
DOX a dvou seskviterpent (HUM a CAQ) ve dvou liniich bunék ovarialniho karcinomu.

K experimentim byla zvolena buné¢na linie na DOX citliva — A2780 a na DOX pfirozené
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rezistentni — SKOV3. U linie SKOV3 testy projevily vétsi odolnost viici DOX. Presto
vy$s$i koncentrace DOX (2 uM) po 72 hodinové expozici prokazovala dobré
antiproliferacni vlastnosti — viabilita bunék dosahovala pouze 30%. Antiprolifera¢ni
ucinek HUM byl prokéazan na fad¢ bunécnych linii, napt. A-549, HT-29, Caco2, DLD-1,
ACHN, LNCaP, PC-3, C32 a MCF-7 (Sperotto etal., 2013; Vinholes et al., 2014). Studie
Legaulta et al. (2003) prokazala mensi toxicitu HUM va¢i normalnim fibroblastim,
nez vici nadorovym bunkadm. V nasi praci vykazoval HUM na bunécnou linii A2780
signifikantni antiprolifera¢ni ucinek (po 72 hodinové expozici, ktera je z hlediska terapie
signifikantni antiproliferacni u¢inek od koncentrace 75 pg/ml. Mnohé studie se v ndzoru
na cytotoxicky ucinek CAO lisi. Kaneda et al. (1992) a Legault et al. (2003) ve svych
studiich antiproliferac¢ni ti€¢inek CAO na testovanych liniich nepotvrdili. V nasi praci mél
CAO po 72 hodinové expozici na bunécnou linii A2780 vyznamny antiproliferacni
ucinek pii koncentraci 10 ug/ml. Na bunéénou linii SKOV3 mél CAO signifikantni

antiproliferacni u¢inek od koncentrace 50 pg/ml. Tyto vysledky jsou v souladu

vvvvvv

etal., 1996; Park et al., 2011).

Zjistovali jsme také kombina¢ni indexy HUM a CAO sDOX. Studie
Ambroze et al. (2016) na bunikach Caco2 potvrdila, Ze pii pouziti kombinace DOX
s esencialnim olejem M. rubra, jehoz jsou HUM a CAO soucasti, byl ve vysSich
koncentracich synergisticky ucinek. NaSe vysledky ukézaly, Ze HUM 1 CAO méli
pti vyssi Fa (Fa=0,8) v linii A2780 s DOX ucinek slabé antagonisticky a v linii SKOV3
siln¢ synergisticky uc¢inek. Tento vysledek ukazuje, Ze by seskviterpeny mohly
potencovat u¢inek DOX na linii SKOV3, kde je mén¢ ucinny. Rozdil ve vysledku této
prace a studie Ambroze et al. (2016) mize byt zpisobena napt. rozdilem v testovanych
buné¢nych liniich, ¢i potenciaci pusobeni HUM a CAO dal§imi slozkami esencialniho

oleje M. rubra.

Pro ovéfeni prooxidacnich G¢inktit DOX a seskviterpenti byl proveden test DCF
kvantitativné stanovujici produkci ROS. Produkce ROS je jednim ze zékladnich
mechanismt u¢inku DOX. Jeho prooxidac¢ni aktivita byla popsana jiz diive (Carvalho et
al., 2009; Keizer et al., 1990). V souladu s témito poznatky jsou i naSe namétené vysledky,
které potvrzuji zvySenou tvorbu ROS pfti ovlivnéni DOX Vv obou testovanych bunécénych

liniich. Prvni studii potvrzujici antiprolifera¢ni Gu¢inky HUM na nadorové bunky byla
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studie Legaulta etal. (2003). Cytotoxické ucinky HUM jsou mimo jiné pfipisovany
produkci ROS, HUM zputisobuje depleci glutationu (GSH), ktery hraje dulezitou roli
V ochran¢ proti oxida¢nimu stresu. Jeho nedostatek proto muze vést k akumulaci ROS
v bunce (Legault et al., 2003). Navzdory témto piedpokladiim ptisobil v nasi praci HUM
prooxidacné pouze na bunécnou linii A2780 a to jen v nejvyssi pouzité koncentraci
(50 pg/ml), na bunéénou linii SKOV3 pusobil HUM antioxidaéné. V piedchozi studii
(Park et al., 2011) byla zjisténa zvySena produkce ROS prostatickymi PC-3 burikami
po ovlivnéni CAO. Na nami zkoumané bunécné linii A2780 CAQO vykazoval pouze slabé
prooxidacni Gcinky pii ovlivnéni bunék koncentraci 10 pg/ml. Na bunécnou linii SKOV3

pusobil CAO antioxidacné.

Zména intracelularni koncentrace DOX po ovlivnéni HUM a CAO, byla
studovana Ambrozem etal. (2015). Studie prokazala pozitivni vliv silice obou
seskviterpenti na intracelularni koncentraci DOX v Caco2 buiikach a hepatocytech.
V hepatocytech seskviterpeny intraceluldrni koncentraci DOX neovliviiovaly.
V nédorovych Caco2 buiikach byl CAO ve zvySovani intracelularni koncentrace DOX
ucinnéj$i nez HUM. V koncentraci 50 pg/ml byl CAO schopen zvysit intracelularni
koncentraci DOX 3,6 krat. Tato zji$téni jsou v souladu s nasimi vysledky, ve kterych byl
CAO v koncentraci 50 pg/ml Géinny ve zvySovani intracelularni koncentrace DOX 6 pM
v obou zkousenych bunéénych liniich a pfi pouziti koncentrace DOX 9 uM pouze v linii
SKOV3. Pii ovlivnéni bunék HUM v koncentraci 50 pg/ml doslo ke zvyseni intracelularni
koncentrace DOX pouze v linii SKOV3 pii pouziti obou koncentraci DOX (6 uM i 9 uM),
niz§i koncentrace HUM (10 ug/ml) zvySovala intracelularni koncentraci DOX v linii
A2780 pti pouziti koncentrace DOX 9 uM.

Zména intracelularni koncentrace DOX a jeho distribuce po ovlivnéni silici M. rubra,
obsahujici HUM a CAOQ, byla studovana Ambrozem et al. (2016). Studie prokazala pozitivni
vliv silice M. rubra na intracelularni distribuci DOX v Caco2 buiikach a fibroblastech
peridontalnich ligament. V Caco2 buinkach byl DOX kumulovan v jadfe, kdezto
v nenadorovych bunkach byl soustiedén v cytosolu. Po ovlivnéni bunék silici M. rubra doslo
ke zvySeni koncentrace DOX Vv jadru bunky. V nasi praci byla zkoumana pouze linie SKOV3,
ve které nebylo dosazeno prikaznych vysledki. Bunécna linie A2780 nebyla zkoumana,
jelikoz buiniky nebyly schopny dostate¢né konfluence na urcenych petriho miskach
v diisledku neschopnosti adherence. Resenim by mohlo byt potazeni dna petriho misek

kolagenem, ktery by vytvotil vhodné prostiedi pro adherenci bunék a jejich proliferaci.
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7 ZAVER

Byl prokazan vyznamny antiproliferacni ucinek doxorubicinu vici obéma

bunénym liniim (A2780 a SKOV3). Linie A2780 byla viici ptisobeni DOX citlivéjsi.

Byl prokazan antiproliferatni Gé¢inek o-humulenu a B-karyofylenoxidu vuéi
obéma bunéénym liniim. Linie A2780 byla vii¢i plisobeni obou seskviterpenti citlivéjsi.

vvvvvv

B-karyofylenoxid. U linie SKOV3 byl u¢inek obou seskviterpent vyrovnany.

Pti stanoveni kombinac¢nich indexii se v jednotlivych Casech vzajemné ptisobeni
A2780 a-humulen i B-karyofylenoxid na doxorubicin antagonisticky. V linii SKOV3

pusobily oba seskviterpeny na doxorubicin synergisticky.

Ke zvySeni produkce ROS doslo pisobenim doxorubicinu v obou bunéénych
liniich. U linie A2780 pusobil slabé prooxida¢né a-humulen v koncentraci 50 pg/mi
a B-karyofylenoxid v koncentraci 10 ug/ml. U bunécné linie SKOV3 byl efekt obou

seskviterpenil antioxidacni.

ZvySeni intracelularni koncentrace doxorubicinu pii pouziti jeho niZsi
koncentrace (6 pM), zpusoboval u linie A2780 pouze B-karyofylenoxid v koncentraci
50 pg/ml. U linie SKOV3 zvysovaly intracelularni koncentraci doxorubicinu a-humulen
i B-karyofylenoxid v koncentraci 50 pg/ml. Pfi pouziti vy$si koncentrace doxorubicinu
(9 uM) zvysoval intracelularni koncentraci doxorubicinu u bunééné linie A2780
a-humulen v koncentraci 50 pg/ml a B-karyofylenoxid v obou testovanych koncentracich,

u linie SKOV3 mél Gc¢inek a-humulen v koncentraci 50 pg/ml.
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SEZNAM ZKRATEK

3D — trojrozmérny

ADR — adriamycin (doxorubicin)

AFP — alfa-fetoprotein

AKT — protein kinasa B

AP-1 — transkrip¢ni faktor AP-1 (activator protein 1)

ATCC — American Type Culture Collection

Bcl-2 — genova rodina, jejiz nazev je odvozen od lymfomu B-bunék
Bcl-xI — transmembranova molekula, nazev odvozen od extra velkého lymfomu B-bun¢k
BRCA — Breast Cancer

CA125 — Cancer Antigen 125

CAO - B-karyofylenoxid

CEA — karcinoembryonalni antigen

Cl — kombina¢ni index

CNS — centralni nervova soustava

COX-2 — cyklooxygenasa 2

CT — vypocetni tomografie

cTn — srdecni troponin

DCF - 2', 7' - dichlorofluorescein

DCFH — dichlorodihydrofluorescein

DCFH-DA - 2', 7' - dichlorofluorescein diacetat

DMAPP — dimethylallyl difosfat

DMSO - dimethylsulfoxid

DNA — deoxyribonukleova kyselina

ECACC — European Collection of Authenticated Cell Cultures
EDTA — ethylendiamintetraoctova kyselina

EO — esencialni oleje

Fa — ovlivnéna frakce bun¢k

FBS — fetalni bovinni sérum

FIGO — International Federation of Gynecology and Obstetrics

FPP — farnesyl difosfat
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GCxGC-TOFMS - komprehenzivni dvoudimenzionalni plynova
s hmotnostnim detektorem

GGPP — geranyl-geranyl difosfat

GPP — genanyl difosfat

GSH — glutathion

GST — glutathion-S-transferasa

H2DCF-DA — 2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetat
HEPES — 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethylsulfonova kyselina
HUM — a-humulen

IAP1, IAP2 — inhibitor apoptdzy 1, inhibitor apoptozy 2
ICAM-1 — intercelularni adhezivni molekula 1

IL-1p — interleukin 1 beta

IPP — isopentenyl difosfat

MAPK — mitogenem aktivované kinasy

MLC?2 — lehky myozinovy fetézec typu 2

MM-CK — svalové kreatinkinasa

MMP9 — matrixova metalopeptidasa 9

MRI — magnetické resonance

MT-CK — mitochondrialni kreatinkinasa

MTOR — sav¢i cil pro rapamycin

NADH — nikotinamidadenindinukleotid

NADPH — nikotinamidadenindinukleotidfosfat

NFk-B — nuklearni faktor kappa B

NOS — syntasa oxidu dusnatého

NRU — neutralni cerven

P450 — cytochrom P450

PAF — faktor aktivujici desticky

PBS — fosfatovy pufr se solemi

PET — pozitronova emisni tomografie

PI13K — fosfatidylinositol-3-kinasa

RNA — ribonukleova kyselina

ROS - reaktivni formy kysliku

chromatografie
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RPMI — Roswell Park Memorial Institute

S6K1 — ribozomalni protein-S6-kinasy

STAT3 — signalni transduktor a aktivator transkripce 3
TNFa — tumor nekrotizujici faktor alfa

TNM — systém klasifikace malignich tumora

TOPII — topoisomerasa 11

Tris — tris(hydroxymethyl)aminomethan

Triton — polyethylenglykol mono(otylfenyl)ether
UHPLC — ultra G¢inna kapalinova chromatografie
UZIS CR — Ustav zdravotnickych informaci a statistiky Ceské republiky
VEGF — plazmaticky ristovy faktor cévniho endotelu
VEGF — vaskuléarni endotelidlni riistovy faktor
WAPRT — celobfisni a panevni ozaieni

WHO — Svétova zdravotnicka organizace

B1ADR — B1 adrenergni receptor
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