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Nazev diplomové prace: Protinadorova aktivita semisyntetickych derivati

prenylflavonoid{ v bunécné linii SW480

Nadorova onemocnéni patfi mezi nejcastejsi pri¢iny mortality v rozvinutych
zemich. V Ceské republice je druhym nejéastéjsim nadorovym onemocnénim
kolorektalni karcinom. Vzhledem ke vzniku rezistence na klasicka cytostatika
probiha hleddni novych lécebnych strategii. Prenylflavonoidy patfi mezi
pfirodni latky vykazujici protinddorovy ucdinek, casto jsou zkoumany
xanthohumol a prenylované derivaty naringeninu. V této diplomové praci byl
testovan protinddorovy ucinek naringeninu a péti jeho prenylovanych
semisyntetickych derivati v bunécné linii SW480, odvozené z kolorektalniho
karcinomu. Bunéc¢na viabilita byla méfena pomoci testu s neutralni cerveni po 72
hodinéch inkubace. U latek s vyraznou protinddorovou aktivitou byla stanovena
hodnota ICso, a pomoci priitokové cytometrie byl sledovan vliv latek na bunéény
cyklus. Vyraznéjsi antiproliferacni ti¢inek byl nalezen u ctyr latek (derivaty A, B,
C a E), hodnoty ICs téchto latek se pohybovaly v rozmezi 40,41 - 83,67 uM.
Nejvyssi antiprolifera¢ni ticinek mél derivat C, ktery pfedstavoval smés izomerti

latek A a B. Bunécny cyklus nebyl studovanymi ldtkami ovlivnén.
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Cancer belongs to the leading causes of mortality in developed countries.
Colorectal carcinoma is the second most common cancer in the Czech Republic.
Due to the development of resistance to classical chemotherapeutics, a search for
new treatment strategies is ongoing. Prenylflavonoids belong to the natural
compounds, which express anticancer effect, with xanthohumol and prenylated
derivatives of naringenin belonging to the often-studied compounds. In this
diploma thesis, anticancer properties of naringenin and its five semisynthetic
prenylated derivates were tested in the cell line SW480, which is derived from
colorectal carcinoma. Cell viability was monitored by the neutral red uptake test
after 72 h treatment. For compounds with marked anticancer activity, the value
of ICs was determined and the effect of those compounds on the cell cycle was
determined by flow cytometry. Substantial antiproliferative effect was found in
four compounds (derivatives A, B, C, and E), values of ICso for these compounds
were in the range of 40.41 - 83,67 uM. The highest antiproliferative effect was
found in derivative C, which was a mixture of isomers of compounds A and B.

The cell cycle was not influenced by studied compounds.
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;
1 Uvod

Néadorova onemocnéni patii mezi nejcast&jsi piiciny tmrti, v CR jsou na
druhém misté. Kolorektalni karcinom patfi mezi nejrozsifenéjsi nadorova
onemocnéni, a jeho incidence stoupa. Pfi 1écbé kolorektdlniho karcinomu je
nejcastéjsi metodou lécby chirurgické odstranéni nadoru, déle se vyuziva
chemoterapie, radioterapie a cilena biologicka lécba, postup 1écby je uréen podle
stadia a lokalizace nadoru. Kvili castym nezddoucim ucéinkim a mozZné

rezistenci nadorovych bunék k 1é¢bé je stale snaha najit nové moznosti lécby.

Mezi latky vykazujici cytotoxicky uéinek viici nddorovym bunkam patfi
prenylované derivaty flavonoidd — prenylflavonoidy. Prenylflavonoidy jsou
sekundarni metabolity nékterych druhti rostlin, kromé protinddorového téinku
plisobi i antioxida¢né, antibakteridlné a protizanétlivé. Prenylaci stoupa
biologicka aktivita téchto latek. Mezi nejcastéji zkoumané prenylflavonoidy patfi
xanthohumol a latky odvozené od flavanonu naringeninu, které se ve velkych

koncentracich vyskytuji v chmelu.
Vitéto diplomové praci byl testovan protinddorovy tucinek
semisyntetickych prenylovanych derivatt naringeninu v bunééné linii SW480,

odvozené od kolorektalniho karcinomu.



2 Teoreticka cast

2.1 Nadorova onemocnéni

Nadorova onemocnéni jsou v Ceské republice druhou nejcastéjsi pFicinou
umrti. V roce 2017 byla podle tidajii Ustavu zdravotnickych informaci a statistiky
CR (UZIS) incidence nadorovych onemocnéni (kromé nemelanomovych koZnich
novotvarti) 556,2 na 100 000 obyvatel, na nddorova onemocnéni zemfelo v tomto
roce 27 183 osob (256,7 na 100 000 obyvatel), coZ je 24,4 % vSech umrti. Mezi
nejcastejsi nadorovd onemocnéni patfi zhoubné nddory tlustého stieva a
konec¢niku, prostaty, prsu a nadory priidusek, priidusnice a plic. Pro nékterd
¢asta nadorova onemocnéni jsou zavedeny screeningové programy, v CR je to

rakovina tlustého stfeva a konecniku, rakovina prsu a rakovina délozniho ¢ipku

(UZIS 2020).

Incidence vétsiny nadorovych onemocnéni v CR stoupd, obecné je
incidence nadorti o néco vyssi u muzi nez u Zen. Mortalita vSak stagnuje nebo
mirné klesd, protoze je ovlivnéna pokroky v 1écbé a véasnosti zachytu nadoru.
Zachyt nddoru ve dfivéjs$im staddiu zvySuje nadéji na uplné vyléceni a
dlouhodobé preziti, vcéasnd diagnostika nadord v CR je ovSem stale
nedostatecna. S klesajici mortalitou a rostouci incidenci roste prevalence nadort.
V roce 2017 byla prevalence nddorovych onemocnéni v populaci 5 452 osob na

100 000 obyvatel, prevalence je mirné vyssi u zen (UZIS 2020).
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2.1.1 Vznik a charakteristické rysy nadorovych bunék

Nadory jsou zpusobeny vznikem patologickych klont buriky, ve které se
objevila geneticka porucha, kterd je pfeddvana témto kloniim. Genetické zmény
maji za nasledek zmeénu vlastnosti téchto bunék. Mutace obecné vznikaji
nahodné, a ne kazda mutace vede k nadorovému bujeni. Vétsinou je v poskozené
burice aktivovana apoptdza, nebo je burika rozpoznana a znicena imunitnim
systémem. Pravdépodobnost vzniku mutaci, pfipadné nadort, je ovlivnéna

mnoha faktory (Vokurka 2008).

Faktory ptisobici na vznik mutaci mohou byt fyzikalni, chemické nebo
biologické. Mezi fyzikalni faktory patfi ultrafialové nebo ionizujici zafeni. UV
zafeni muze zptuisobovat naptiklad nddory kiize, ionizujici zafeni pronika rtizné
hluboko do tkdni, podle typu zafeni. Chemickych mutagenti je mnoho typt,
plisobi bud pfimé nebo nepifimé poskozeni DNA. Tyto latky jsou casto
vdechovany nebo pfijimany s potravou, a neni mozné se jim zcela vyhnout.
Karcinogenné ptisobi i nékterd léciva, napiiklad cytostatika. Mezi biologické
faktory ptisobici mutace patii nékteré viry. Nejvyznamnéjsi je lidsky
papilomavirus, ktery zptisobuje rakovinu délozniho c¢ipku. Patfi sem také
chronické zanéty v organismu, naptiklad chronické hepatitidy zvysuji riziko
vzniku nddoru jater. Néktefi lidé maji vrozené predispozice ke vzniku nadoru,
napiiklad poruchy imunity, nebo mutace v genech potlacujicich nadorové bujeni

(Vokurka 2008).

Nadorové burnky maji nékolik zdkladnich vlastnosti zptisobenych
nahromadénymi genetickymi mutacemi (Obrazek 1). Maji sniZzenou zavislost na
mitogennich podnétech, coZ je zptisobeno vlastni produkci riistovych faktort,
zmnozenim receptort pro rustové faktory nebo modifikaci receptorti a pfevodu
signalu. Zaroven maji snizenou schopnost reagovat na faktory tlumici rast
buriky, za ¢imz casto stoji inaktivace proteint p53 a pRb. Nadorové burky jsou

také rezistentni k apoptdze, ktera by v normalnim prfipadé byla odpovédi na
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poskozeni DNA. Proapoptotické signaly v burice bud chybi, nebo se navazou na
nepravé navnadové receptory. Roli zde opét hraje inhibice p53, ktery v normalni

burice aktivuje apoptozu a inhibuje antiapoptotické faktory (Koutecky 2004).

Dalsim typickym znakem nddorovych bunék je nesmrtelnost.
V normalnich bunkach probiha starnuti bunék, které se projevuje zkracovanim
telomer nutnych pro spravnou replikaci DNA. Nadorové buriky maji schopnost
si telomery udrZet napriklad tvorbou vysokého mnozstvi enzymu telomerazy,
ktery umi dosyntetizovat koncové ¢asti telomer podle RNA templatu. Pro tvorbu
nadoru je dtlezita také angiogeneze, kterd je nutna k zasobeni tumoru zivinami.
Nadorové burniky ptlisobi pomoci narusené genové transkripce zvysenou tvorbu
angiogenetickych faktort, mezi které patfi napfiklad vaskuldrni endotelovy
ristovy faktor (VEGF) a fibroblastovy rtstovy faktor (FGF), a snizuji expresi
faktorti ptsobicich proti angiogenezi, napfiklad trombospondinu 1 (Koutecky

2004).

sobéstacnost necitlivost k signalim
v syntéze zastavujicim bunécny

rustovych signala

unik pred destrukci
imunitnim systémem

neomezeny

poskozeni kontrolnich replikaéni
mechanismu apoptosy potencial

nestabilita genomu @ 4 prispéni zanétu
& mutace ~ ke kancerogenezi
@

posileni invaze do okolni tkané
angiogeneze a tvorba metastaz

Obrdizek 1 Charakteristické rysy nddorovych bunék (upraveno z Hanahan a
Weinberg 2011)
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Vlastnosti nadorovych bunék je i jejich invazivita a schopnost
metastazovat. Pouzivaji k tomu mnoho mechanismii, napfiklad produkci
metaloprotedz, které rozkladaji mezibunécnou hmotu a bazalni membranu,
aktivaci proteaz v okoli buriky nebo ovliviiovani povrchovych molekul okolnich
bunék. Pro tvorbu metastaz je pak nutné, aby se buriky dostaly pfes cévni sténu.
Nadorové bunky maji vyssi afinitu k cévni sténé, kterou pak narusi ptisobenim
protedz, a dostanou se do mimocévniho prostoru. Maji také schopnost unikat
imunitnimu systému, ktery nadorové bunlky v normdalnim pfipadé nici.
Nadorové buriky maji jiné povrchové antigeny nez normalni buriky, mohou ale
potlacit expresi MHC I, podle kterych je imunitni systém, zejm. cytotoxické T

lymfocyty, rozpoznaji (Koutecky 2004).

Tyto zmény jsou zptisobeny mutacemi v DNA, které se mohou hromadit.
S mutacemi klesd stabilita genomu buriky kvili snizené funkci opravnych
mechanismu. Tyto mutace dale ptisobi rozdily mezi jednotlivymi nadory, i kdyz

se jednd o nadory stejného typu (Koutecky 2004).

Mutace ptisobici vznik nddorti se nachazi v genech, které pfimo vedou ke
zménam chovani burky, nebo v kontrolnich mechanismech chranicich burnku
pfed mutacemi a vedoucich k apoptéze posSkozené bunky. Mezi geny pfimo
ovliviiujici chovani bunikky patfi onkogeny, které se v normalnich burikach
vyskytuji jako protoonkogeny, a které jsou zodpovédné za funkce jako déleni
buriky nebo regulace bunécného cyklu. Jsou to napfiklad receptory pro ristové
faktory nebo jaderné transkripéni faktory. Geny ovliviiujici kontrolni

mechanismy v burice jsou antionkogeny - tumor supresorové geny,

vvvvv
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2.2 Kolorektalni karcinom

Kolorektdlni karcinom patfi mezi nejcastéjs$i maligni nadorova
onemocnéni v Ceské republice i ve svété. Jeho incidence ve vét§iné zemi vzriista,
pouze v nékterych rozvinutych zemich stagnuje, pravdépodobné kviili
castéjSimu pouZiti kolonoskopie s polypektomii. Jedna se o druhé nejcastéjsi
nadorové onemocnéni diagnostikované v CR (na prvnim misté je u Zen karcinom
prsu, u muzii prostaty), u muzii se objevuje ¢astéji nez u zen. Podle dat UZIS
z roku 2017 byla incidence kolorektalniho karcinomu v CR v pfepoctu na 100 000
obyvatel 84,5 u muzt a 54,5 u Zen, mortalita pak byla u muzt 40,0 a u Zen 25,4
na 100000 obyvatel. V absolutnich ¢islech je kolorektalni karcinom
diagnostikovan pfiblizné 8 000 lidem roc¢né, a asi 4 000 lidi na néj kazdy rok

umiraji (Divis et al. 2016, UZIS 2020).

Ve svété se kolorektalni karcinom objevuje ve vétsi mife v rozvinutych
zemich, obecné jde o tfeti nejcastéji diagnostikované nadorové onemocnéni, a
¢tvrtou nejcastéjsi pficinu umrti na nadorové onemocnéni. Kazdorocné je
diagnostikovan u 1-2 milionu lidi, a je pficinou asi 600 000 imrti (Brenner et al.

2014).

Mortalita kolorektalniho karcinomu se sice sniZuje, stale ale zistava
relativné vysoka. Prognoéza zavisi na stadiu, ve kterém je nador diagnostikovan,
a na veéku pacienta. Problémem je casty pozdni zachyt onemocnéni, cemuz maji
predchdzet screeningové programy zameéfené na tento typ nadorového

onemocnéni u osob nad 50 let (Divis et al. 2016).
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2.2.1 Rizikové faktory

Kolorektdlni karcinom se objevuje ve dvou podobach, sporadické a
hereditarni. Pfi hereditarni formé existuje genetickd predispozice pro tento typ
nadoru ve formé zdédéné mutace. Pri této formé mtiZe byt indikovano genetické
vySetfeni, pripadné i sledovani pribuznych. Hereditdrni forma tvori pouze
10-20 % ptipadd, patfi mezi né napfiklad Lynchiiv syndrom (hereditarni
nepolypo6zni kolorektalni karcinom) a familidrni adenomatdzni polypdza (Divis

et al. 2016).

Sporadickd forma kolorektalniho karcinomu tvofi vétsinu téchto nadorda.
Pravdépodobnost vyskytu této formy ovliviiuje mnoho faktorti, ovlivnitelnych i
neovlivnitelnych. Nejvyznamnéjsim neovlivnitelnym faktorem je vék. Riziko
rozvoje tohoto typu rakoviny se vyrazné zvysuje po 50. roce zivota, a
pravdépodobnost vyskytu je vys$si u muza. DalS$im rizikovym faktorem muze
byt onemocnéni tlustého stfeva, naprfiklad Crohnova choroba nebo ulcerézni
kolitida. Chronicky zanétlivy stav pfi téchto onemocnénich ma ¢asto za nasledek
vznik dysplazii, u kterych je vyssi pravdépodobnost, Ze se znich vyvinou
nadorové buriky. Ddle se objevuji diikazy, ze infekce Helicobacter pylori,
Fusobacterium spp. a jinymi mikroorganismy muze zvySovat riziko rozvoje

nadoru (Brenner et al. 2013; Divis et al. 2016).

Mezi ovlivnitelné rizikové faktory patii koufeni a Spatné stravovaci
navyky, napriklad castd konzumace alkoholu, cerveného masa a zivocisnych
tuki, nebo nizky pfijem vldkniny, vapniku a vitamint A, C, a E. Také tprava
potravin hraje roli, rizikova je pfedevsim uprava za vysokych teplot, jako
grilovani a smaZeni, pfi které vznikaji karcinogenni polycyklické uhlovodiky. Se
$patnymi stravovacimi navyky souvisi také obezita, kterd je sama rizikovym
faktorem. Problémem je hlavné vysoky podil visceralniho tuku, ktery sekreci
prozanétlivych cytokinti plisobi chronicky zanét v oblasti stfev (Mdarmol et al.

2017; Divis et al. 2016).

15



2.2.2 Prevence

Prevence kolorektalniho karcinomu by méla zahrnovat predevsim
eliminaci téch rizikovych faktortd, u kterych to je mozné. Patfi sem napriklad
pravidelny pohyb, omezeni konzumace cerveného masa a masnych vyrobkd, a
pravidelnd konzumace vldkniny, celozrnnych potravin a omega-3
polynenasycenych mastnych kyselin. Uzivani hormonalni antikoncepce nebo
hormonalni substitu¢ni terapie (HRT) také sniZuje riziko vzniku tohoto typu
rakoviny, uzivani pouze jako prevence kolorektdlniho karcinomu vsak neni
doporuceno kvili zvySenému riziku jinych, napfiklad trombotickych

onemocneéni (Brenner 2018; Divis et al. 2016).

Dalsi moznosti prevence je dlouhodobé uzivani malych davek (81-325 mg)
kyseliny  acetylsalicylové. = Mechanismus uéinku  zahrnuje inhibici
cyklooxygenazy (COX), ale i jiné mechanismy. UZivani kys. acetylsalicylové je
podle U.S. Preventive Services Task Force (USPSTF) doporudeno u pacientii
starsich 50 let s vySsim neZ 10% rizikem vzniku rakoviny v pfistich 10 letech, u

kterych neni zvysené riziko krvaceni (Singh 2016).

V sekundarni prevenci kolorektadlniho karcinomu ma velky vyznam
celoplosny screening populace nad 50 let. Vzhledem k castému
asymptomatickému pribéhu prvnich stadii a k relativné pomalému rozvoji
tohoto typu nddorového onemocnéni je screening dtlezitym ndastrojem
k odhaleni pfipadného nadoru v brzkych stadiich, kdy je 1épe 1é¢itelny. Idealni
je nador odhalit ve stddiu adenomu — prekancerdzy. Screening kolorektalniho
karcinomu probiha pomoci testti okultniho krvaceni do stolice (TOKS), nebo jako
screeningova kolonoskopie. Je doporucovano ve véku mezi 50-54 lety provést
kazdoroéné test okultniho krvaceni, po 55. roce bud pokracovat v testech
okultniho krvaceni, nebo jednou za 10 let absolvovat primdrni screeningovou

kolonoskopii. Od 1.1.2014 probiha v Ceské republice zvani obéanti nad 50 let na
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screeningové vysSetfeni, které probihd bud u praktického lékafe, nebo u

gynekologa.

Existuji dva typy testli okultniho krvaceni do stolice, guajakovy a
imunochemicky. Je doporuéeno davat prednost imunochemickému testu, ktery
funguje na principu detekce hemoglobinu za pomoci monoklondlni protilatky.
Jeho vyhoda je v senzitivité, relativné jednoduchém provedeni a absence nutnosti
dietnich opatfeni (pfi guajakovém testu muZe byt detekovan hemoglobin
z potravy, proto je tfeba omezit pfed testem pfijem napft. cerveného masa). Test
muize byt bud kvalitativni — zda se krev ve stolici nachdzi, nebo kvantitativni,
ktery méfi koncentraci hemoglobinu. Pozitivita testu nemusi nutné znamenat
pritomnost rakoviny, pritomnost krve ve stolici miize byt zptisobena i napft.
hemoroidy ¢i zanétlivym onemocnénim stieva, je proto nutné provést i dalsi
vysetfeni. Objevuji se i DNA testy, které kromé hemoglobinu zachycuji i DNA

specifickou pro nador, zatim ale nejsou pfilis rozsifené (Divis et al. 2016).

Primarni screeningovou kolonoskopii 1ze podstoupit po 55. roce Zivota
jako alternativu pravidelnych testd na okultni krvaceni. Pokud je vysledek
negativni, kontrola se opakuje po 10 letech, pokud je pozitivni, nasleduji dalsi
vySetfeni, napiiklad histologické. Alternativou je také vySetfeni vypocetni
tomografii (CT), které je pouzivano méné casto (Divis et al. 2016, Brenner et al.

2018).
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2.2.3 Symptomy

Rakovina tlustého stfeva a konecniku probiha v casnéjsich stadiich
onemocnéni Casto asymptomaticky, projevi se az pri vétsi velikosti nadoru.
Pokud se projevi, je nejcastéjsSim symptomem krvaceni z konecniku, pfipadné
nalez krve ve stolici, ke kterym se mohou pfidavat dalsi symptomy. Mezi ty patfi
napiiklad abdomindlni bolest, zmény ve frekvenci vyprazdnovani, prijem,
zacpa a jejich stfiddni, pocity plnosti nebo anemie. Tyto symptomy jsou
zpuisobeny castecnou obturaci stfeva nadorem. Pfi uplném zneprichodnéni
stteva nddorem dochdazi kileéznimu stavu, ktery je v nékterych pfipadech
prvnim symptomem nadorového onemocnéni. Specifickym projevem karcinomu
konecniku jsou tenesmy — nuceni na stolici a pocit nedokonalého vyprazdnéni.
Dal$imi symptomy, relativné nespecifickymi, jsou ztrata hmotnosti, tnava,

dyspepsie nebo kachexie (Astin et al. 2011; Divis et al. 2016).
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2.2.4 Diagnostika

Diagnostika kolorektalniho karcinomu probihda podle typickych
symptomt, nebo pfi pozitivnim ndlezu pfi preventivnim screeningu. Pro
diagnostiku nadoru je nutné histologické potvrzeni, urceni velikosti nadoru a
pfipadnych metastaz, a urceni lokalizace a biologického chovani. Pfi vyskytu
symptomti je jako prvni krok doporucovano vysetreni per rectum, které muze
nador odhalit. Pro presnéjsi vySetfeni je davana prednost kolonoskopii, kvtli
vysoké senzitivité, moznosti vizualizace, a kviili moZnosti odebrani vzorku
k biopsii. V nékterych pifipadech lze pri kolonoskopickém vySetfeni provést

mensi zakrok, naptiklad odstranéni polypti.

Pokud neni mozné provést kolonoskopii, je dalsi metodou vySetfeni
nadoru dvojkontrastni irrigografie, kterd spociva v rentgenovém (RTG)
vySetfeni bficha za pomoci dvojitého kontrastu vzduchu a suspenze barya.
Nevyhodou je nemoznost odebrat vzorek k biopsii a nutnost dal$itho vySetfeni
ke zjisténi karcinomu rekta. MoZnosti je také sledovani nddorovych markert, pro
kolorektalni karcinom se jednd hlavné o markery karcinoembryondlni antigen
(CEA) a tumorovy antigen 19-9 (CA 19-9). Tyto markery jsou vSak nespecifické,
jelikoZ zvysSené hodnoty se vyskytuji u mnoha typti nddorti, vyuziva se jich spise

pro stanoveni prognoézy a monitoring 1écby.

Dalsi vySetfeni se provadi vétsinou k nalezu metastdz naddoru v jinych
castech téla nebo k urceni strategie 1é¢by. Pro zhodnoceni velikosti nddoru a
pripadnych metastdz se vyuziva CT bricha a malé panve, u nador@i rekta se
vyuzivd magnetickd rezonance (MRI). Déle se provadi ultrasonografie a RTG
hrudniku ke zjisténi metastdz, u karcinomu rekta se vyuziva i endoskopicka

sonografie (Divis et al. 2016).
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2.2.5 Stadia onemocnéni

Pfi urceni stadia kolorektdIniho karcinomu se od 1. 1. 2011 vyuziva TNM
klasifikace. Systém TNM spociva v oznaceni velikosti tumoru (T), postiZeni
regiondlnich lymfatickych uzlin (N) a pfitomnosti ¢i rozsifeni metastaz (M).
Kazda z téchto kategorii se podle postiZzeni nadorovym onemocnénim déli do
neékolika podkategorii. Kritéria pro kolorektalni karcinom se nachdzi

v nasledujici tabulce (Tabulka 1).

Tabulka 1 TNM klasifikace pro kolorektalni karcinom (Divis et al. 2016)

T

Tx Ndador neni mozné vyloudit

TO Nepritomnost nadoru

Tis Nador in situ, invaze nddoru do lamina propria mucosae
T1 Invaze nddoru do submukdzy

T2 Ndador v muscularis propria

13 Invaze pfes muscularis propria

T4a Proruastani nddoru na visceralni peritoneum

T4b Prortistani nadoru mezi okolni orgdny

N

Nx Postizeni uzlin se neda vyloucit

NO Regiondlni lymfatické uzliny nejsou postizeny

N1 PostiZena 1-3 regionalni uzliny

N1la Postizeni 1 uzliny

N1b Postizeni 2-3 uzlin

Nilc Satelity v subserdze, regiondlni lymf. uzliny nejsou postizeny
N2 Postizeni 4 a vice uzlin

N2a Postizeni 4-6 uzlin

N2b Postizeni vice nez 7 uzlin
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Mx Metastdzy se nedaji vyloucit

MO Nepritomnost vzdalenych metastaz

M1 Pritomnost vzdalené metastazy

M1la Metastdza pouze na jednom organu

M1b Metastdzy na vice organech, postiZeni peritonea

Podle TNM Kklasifikace se kolorektalni karcinom rozdéluje do péti

klinickych stadii, podle kterych pak probiha lé¢ba (Tabulka 2, Obrazek 2).

Tabulka 2 Klinicka stadia kolorektdlniho karcinomu (Zavoral et al. 2013)

Stadium 0 Tis, NO, MO
Stadium I T1-2, NO, MO
Stadium II T3-4, NO, MO
Stadium III jakékoliv T, N1-2, MO
Stadium IV jakékoliv T, jakékoliv N, M1
Staging of colorectal cancer
Stage Il

Extent of tumor

T1
No deeper
than submucosa

T2
Not through
muscularis

T3
Through
muscularis

N1
1-3 lymph node
metastases

N2
=4 lymph node
metastases

v

M
Distant
metastases

Mucosa

Muscularis—\ : .:

mucosa

Submucosa

Muscularis
propria

Serosa

Fat
Lymph nodes

A1 X _J

| XL Y X

.1 X

Obrizek 2 TNM klasifikace kolorektdlniho karcinomu (DiPiro et al. 2014)

Dfive byla k urceni stadia kolorektalniho karcinomu pouZzivana

Dukesova klasifikace, kterd je nyni obsoletni (Zavoral et al. 2013).
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2.2.6 Moznosti lécby

Pro 1écbu kolorektalniho karcinomu se vyuziva ne€kolika terapeutickych
pristupti. Patfi sem chirurgickd lécba, chemoterapie, radioterapie a cilena
biologicka 1écba, ¢asto se uplatriuji i kombinace nékolika metod. Postup lécby se
urcuje podle staddia onemocnéni, pro spravny vybér postupu je tedy nutna
spravna diagnoza a urceni vlastnosti nadoru. Na léc¢bu lépe odpovidaji nadory
v Casnych stadiich onemocnéni, je zde i vyssi moznost aplného uzdraveni, proto

je dtilezité véasné zachyceni nadoru (Divis et al. 2016).

Chirurgicka lécba je indikovana ve vétsiné ptipadh. Ve velmi casnych
stadiich je mozné nador ¢i polyp odstranit pouze chirurgicky, v pokrocilejSich
stadiich je chirurgickd lécba kombinovana s ostatnimi metodami. U nadorua
tlustého stfeva je odstranén nador a lymfatické cévy, pfipadné je provedena
resekce postizeného useku. Velikost zdsahu je dadna velikosti nadoru, jeho
polohou, a jeho krevnim zdsobenim. U rektdlnich tumorti je standardem
provedeni totdlni mezorektdlni excise. V soucasnosti se casto pouzivaji
laparoskopické metody, které jsou méné invazni a snizuji dobu rekonvalescence.
Chirurgicky je také mozné feSit metastatické a neresekabilni nddory, pomoci
kolostomie ¢i bypassu obchdazejiciho nddor. Tento postup patii mezi paliativni

1é¢cbu nadoru (Divis et al. 2016).

V pokrocilejsich stadiich se k chirurgické 1écbé ptidava chemoterapie. Po
resekci naddoru a histologickém vySetfeni muze byt indikovana adjuvantni
chemoterapie k prevenci recidivy onemocnéni a odstranéni zbylych nddorovych
bunék. U pacienti ve II. stddiu onemocnéni je adjuvantni chemoterapie
doporucena v pfipadé vyssiho rizika relapsu, ve III. stadiu je adjuvantni
chemoterapie indikovana u vSech pacientti bez kontraindikaci. Mezi cytostatika
pouzivand v adjuvantni chemoterapii patfi 5-fluorouracil, ktery miize byt pro

zvySeni ucinku kombinovan sleukovorinem, nebo s dal$imi cytostatiky
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oxaliplatinou nebo irinotekanem. 5-Fluorouracil a jeho prolécivo kapecitabin
zvysuji miru preZiti o 13-15 %, pfidani oxaliplatiny pak dale zvySuje miru preZiti.
Benefity 1écby oxaliplatinou se neprokazaly u pacienti nad 65-70 let, stejné tak
se neprokdazal benefit terapie 5-fluorouracilem s pridavkem irinotekanu, nebo
pridavku bevacizumabu, nebo cetuximabu k terapii oxaliplatinou (Brenner et al.
2014). Pfi rektalnich tumorech mutZe byt indikovana neoadjuvantni
chemoradioterapie — kombinace chemoterapie a radioterapie. Cilem je zmensSeni
nadoru pro snadnéjsi odoperovani a sniZzeni pravdépodobnosti relapsu (Divis et

al. 2016).

Biologicka lécba je dalSi moZnosti terapie nadora tlustého stfeva a
koneéniku. Tato biologicka léc¢iva jsou zacilena na naddorové buriky, proto maji
vyssi ucinnost nez klasickd cytostatika. VyuZzivaji se léciva cilend na VEGF,
napriklad bevacizumab, na receptor pro epidermalni riistovy faktor (EGFR), kam
patfi cetuximab a panitumumab, multikindzové inhibitory jako regorafenib,
nebo léciva cilend na lidsky epidermalni receptor 2 (HER2), naptiklad
trastuzumab (Piawah, Venook 2019). Pouziti biologické lécby zavisi i na

moznych mutacich v nddorovych burkach, napfiklad burlky s mutaci K-ras

mohou byt rezistentni k terapii 1é¢ivy cilenymi na EGFR (Divi$ et al. 2016).

U pacientli se vzdalenymi metastdzami se rozhoduje podle stavu
konkrétniho pacienta, 1écba by méla byt individudlni. V nékterych pfipadech je
mozna resekce metastdz, piipadné jejich zmenseni pomoci chemoterapie a
nasledna resekce. VyuZziva se i biologicka lé¢ba. Pokud neni mozné metastazy

odstranit, je doporucovana symptomaticka a paliativni 1écba (Divi$ et al. 2016).

Postup terapie je urovan podle stadia onemocnéni. Ve stadiu 0 a I je
tumor odstranén chirurgicky, adjuvantni terapie neni indikovéna. Ve stadiu II je
tumor také odstranén chirurgicky, v pfipadé rizikovych pacientti nasleduje
Sestimési¢ni adjuvantni terapie 5-fluorouracilem nebo kapecitabinem, nebo
neoadjuvantni chemoterapie a radioterapie. Ve stadiu III je po chirurgickém
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odstranéni tumoru vzdy indikovdna adjuvantni chemoterapie nebo
neoadjuvantni chemoradioterapie. Ve IV. stadiu se pouziva systémova paliativni

chemoterapie a cilend 1écba (Divis et al. 2016).
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2.3 Nadorova linie SW480

V experimentalni ¢asti své diplomové prace jsem pracovala s bunécnou linii
SW480, proto zde popisu jeji vlastnosti. SW480 je lidska nadorova bunécéna linie
pochézejici z kolorektalniho adenokarcinomu 51letého muze. Pochazi ze stfedné
diferencovaného primarniho tumoru ve stadiu III-IV. Jedna se o adherentni

epitelidlni buriky (Obrazek 3).

. —

Hh Density l Sle Bsr 100um

Obrizek 3 Vzhled bunécné linie SW480 (zdroj: ATCC 2016)

U bunééné linie SW480 byly popsany mutace v genech
kédujicich proteiny p53 a K-ras. V proteinu p53 jsou pritomné dvé bodové
mutace R273H a P309S, vfetézci proteinu tedy dochazi k substituci
aminokyseliny arginin za histidin v pozici 273 a serinu za prolin v pozici 309.
Hladiny tohoto mutovaného proteinu jsou v burikdch SW480 zhruba 20x vyssi,
neZ je tomu u bunék nesoucich divoky typ p53. U protoonkogenu K-ras byla
popsana mutace G12V, tedy zameéna glycinu za valin v pozici 12 (Rochette et al.
2005; Ahmed et al. 2013). Tato mutace je spojovana s horsi progndzou u pacientti

s primarnim kolorektalnim karcinomem (Hayama et al. 2019).
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2.4 Prenylflavonoidy

Prenylflavonoidy jsou v pfirodé se vyskytujici sekundarni metabolity
rostlin, ve kterych je pfitomen prenylovy fetézec navazany na strukturu
flavonoidu. Vyskytuji se v relativné malém poctu celedi, mezi které patti
Fabaceae, Moraceae, Cannabaceae, Clusiaceae, Apiaceae nebo Rutaceae. Rostliny
pravdépodobné tvofi prenylované flavonoidy jako obranu pied skiidci a
patogennimi organismy, nebo k vyrovnani se s oxida¢nim stresem. Nejcastéji se
nachdazi v kiife ¢i kofenech, objevuji se ale i v ostatnich éastech rostlin. Obecné
nebyvaji casto pfijimany potravou (s vyjimkou prenylflavonoidti obsazenych
v pivé), a jejich extrakce zrostlin je komplikovand, jelikoZ se vyskytuji ve
smeésich. Izolace prenylflavonoid@i proto neni pfiliS ekonomicky zajimava.
Prenylflavonoidy jsou v soucasnosti velmi zkoumanou skupinou latek kvli

jejich biologickym t¢inkéim (Smejkal 2014).

Nejvyssi koncentrace prenylflavonoidii se da najit ve chmelu otacivém —
Humulus lupulus (Cannabaceae). Ve chmelu se nachazi predevsim xanthohumol
a desmethylxanthohumol, které jsou v pribéhu vafeni piva konvertovany na
isoxanthohumol (z xanthohumolu), 6-prenylnaringenin a 8-prenylnaringenin
(z desmethylxanthohumolu). Stfevni bakterie pak konvertuji isoxanthohumol
na 8-prenylnaringenin. =~ Xanthohumol je  nejcastéji  konzumovanym
prenylflavonoidem (Venturelli et al. 2016). Pfiklady prenylflavonoidii jsou

uvedeny v Obrazku 4.
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HO

xanthohumol
8-prenylnaringenin

Obrazek 4 Priklady prenylflavonoidil — vzorce xanthohumolu a 8-prenylnaringeninu
(Venturelli et al., 2016)

2.4.1 Struktura

Struktura prenylflavonoidil vychazi ze zakladni struktury flavonoida. Tu
tvori flavanové jadro tvofené dvéma benzenovymi jadry spojenymi
heterocyklickym pyranovym kruhem. Chemicky ndzev této slouceniny je 2-
fenyl-benzo-y-pyran (Obrdzek 5). Otevienim pyranového kruhu vznikaji

chalkony, které se také fadi mezi flavonoidy (Venturelli et al. 2016).

2-fenyl-benzo-y-pyran

Obridzek 5 Struktura flavanového jadra (Smejkal, 2014)

Dalsi moznosti je struktura vychézejici z chromonu, na ktery je v poloze 2
nebo 3 navazany fenyl. Pokud je fenyl navdzany v poloze 2, vznika zaklad pro
flavonoidy typu flavonu, v poloze 3 vznikd zdklad pro isoflavonoidy typu
isoflavonu (Obrazek 6). Tato struktura muze byt dale substituovdna

hydroxylovymi skupinami (Smejkal 2014).

Obecné se mezi flavonoidy fadi mnoho rtiznych typti sloucenin, patii sem

naptiklad flavony, isoflavony, chalkony, flavonoly, flavanoly nebo flavanony.
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Struktura téchto sloucenin se d4 upravit i syntetickymi nebo biotechnologickymi
metodami. Na struktufe a substituentech, napfiklad methylovych nebo

hydroxylovych skupinach, zavisi biologicka aktivita flavonoidt (Smejkal 2014).

o
o)
0
0
flavon isoflavon

Obrizek 6 Zdkladni struktury flavonoidii — piiklady (Smejkal, 2014)

Prenylované flavonoidy vznikaji navazanim jednoho nebo vice
prenylovych, pfipadné geranylovych nebo farnesylovych fetézcti na tyto
struktury. VétSina prenylflavonoidti je C-prenylovanych, v mensim mnozZstvi se
vyskytuji i O-prenylované derivaty (Smejkal 2014). Se zvysujicim se mnoZstvim
prenylovych fetézci stoupd lipofilita sloucenin, vazba na membrany a
transmembranovy transport, coz zvysuje biologickou aktivitu prenylovanych
flavonoidti (Venturelli et al. 2016). Prenylace flavonoidti sniZuje jejich absorpci
ze stfeva, zvySuje ale miru jejich inkorporace do bunék, a zpomaluje eflux
zbunék. Usnadniuje také akumulaci prenylflavonoidd ve tkdnich pfi

pravidelném pfijmu potravou (Mukai 2018).
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2.4.2 Biologické tucinky

Prenylované flavonoidy maji Sirokou skalu biologickych ucinkt. Pasobi
antioxidacné, antikoagulacné€, antibakteridlné, antiviroticky, anthelminticky a
protizanétlivé. Ovliviuji také metabolismus cukrti a tuk(, a maji estrogenni
aktivitu. Maji také protinddorové a cytotoxické ucinky (Venturelli et al. 2016).
VétSina téchto vlastnosti byla prokdzana pfi in vitro pokusech, je tieba je potvrdit

dalsimi pokusy in vitro ¢i in vivo.

Prenylflavonoidy s antibakteridlni a  antifungdlni aktivitou
pravdépodobné chrani rostlinu pfed chorobami. Tato aktivita prenylflavonoidii
zavisi pravdépodobné na ptitomnosti a pozici prenylového fetézce, se zvySenou
lipofilitou pronikd sndze do membran, a lépe interaguje s cilovymi proteiny.
Antibakterialni aktivitu prenylflavonoidt by bylo mozné vyuzit k 1é¢bé infekci.
Nékteré prenylflavonoidy vykazuji i antivirovou aktivitu, mechanismus tohoto

plisobeni zatim neni pIné objasnén (Chen et al. 2014).

Nékteré prenylflavonoidy patfi mezi fytoestrogeny, coz znamend, Ze
vykazuji podobné ucinky jako estradiol. Ten ma vliv na reprodukéni systém,
CNS, denzitu kosti, retenci vody, nebo na srazlivost krve. Uroveri fytoestrogenni
aktivity zdvisi na afinité k estrogenovym receptoriim, kterd je zvySovana
prenylaci. Relativné vysokou fytoestrogenni aktivitu ma 8-prenylnaringenin. Ma
protektivni vliv na kardiovaskuldrni systém, podle nékterych studii ptsobi
osteoprotektivné a zmirniuje priznaky menopauzy, jako navaly horka. Doplniky
stravy obsahujici prenylflavonoidy, vétsinou z chmele, mohou byt vyuzivany ke
snizeni projevii menopauzy ¢i ke zvétseni prsou. Na urceni efektivity
prenylflavonoida v téchto indikacich je vSak nutné provést dalsi studie (Tronina

et al. 2020).

Antioxida¢ni aktivita prenylovanych flavonoidéi znamend schopnost
vychytédvat volné radikdly, které mohou byt pro clovéka skodlivé. Zptisobuji

napiiklad oxidaéni poskozeni DNA, proteini a lipidi. Existuje nékolik
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mechanismti antioxida¢niho ptisobeni prenylflavonoidid, patfi sem zhdaSeni
reaktivnich kyslikovych radikali, chelatace dvojmocnych kovovych kationtii
nebo schopnost inhibice aktivity oxidacné-redukcnich enzymt (NeSpor et al.
2017). Je to dano jejich strukturou, mohou z hydroxyskupin, navdzanych na
zakladni strukturu, snadno odstépit vodik, ktery se vaze na volny radikal, a po
jehoZ odstépeni vznikd méné reaktivni fenoxylovy radikdl. Prenylace vétSinou
vede ke zvySeni antioxidacni aktivity flavonoidd, zalezi vSak na misté navazani

prenylu (Xiaoman et al. 2015).

. 7 Vg1

schopnosti inhibovat COX-1 a COX-2, ¢imZ brzdi syntézu prostaglandinti.
Zaroven inhibuji i aktivitu jaderného transkripéniho faktoru NF-kB, ktery
zvysuje transkripci gend pro tvorbu COX-2. Mohou také inhibovat tvorbu NO
pomoci inhibice indukovatelné syntazy oxidu dusnatého (iNOS). Neplati to vSak
pro vSechny flavonoidy, napiiklad 8-prenylnaringenin naopak indukuje tvorbu

iNOS (Nespor et al. 2017).

Prenylflavonoidy mohou ptisobit i kardioprotektivné a potlacuji pfiznaky
aterosklerdzy, maji vliv na oxidaci lipoproteini a na srazlivost krve.
Kardioprotektivni ucinek je zptisoben jejich antioxida¢nim, antitrombotickym,
antiflogistickym a hypolipidemizujicim tc¢inkem, vyssi ptijem prenylflavonoidi
snizuje riziko kardiovaskuldrnich onemocnéni. Prenylflavonoidy maji také vliv
na glykemii, pomoci inhibice a-glukosiddzy sniZzuji absorpci glukdzy v tenkém

stfevé (NeSpor et al. 2017).
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2.4.3 Protinadorova aktivita

U mnoha prenylovanych flavonoidi byla prokazana protinadorova
aktivita, které tyto latky dosahuji pomoci rtiznych mechanismua uéinku. Maji
pfimou antioxidacni aktivitu, pomoci které zabranuji reaktivnim formam kysliku
poskozovat burky, a tim vést ke vzniku rakoviny. Pfispivaji také k eliminaci
karcinogenti indukci enzymti detoxikujicich kancerogeny, napitiklad
NAD(P)H:chinonoxidoreduktdzy (NQO). Dale také inhibuji metabolickou
aktivaci prokarcinogenti pomoci inhibice nékterych isoforem cytochromu P450,
¢imZ ovliviiuji biotransformaci heterocyklickych aminti nebo benzo[a]pyrenu

(Karabin et al. 2012).

Prenylované flavonoidy maji i protizdnétlivé ucinky, které se mohou
uplatnit v protinddorovém ptlisobeni, protoze chronicky zanét je jednou
zmoznych pfi¢in vzniku nddorovych onemocnéni. SniZenim tvorby
prostaglandinti, napfiklad pomoci inhibice COX-2 a NF-xB, mohou
prenylflavonoidy snizovat riziko vzniku zanétu a zvySené angiogeneze.
Angiogeneze je také ovliviiovana tvorbou NO, ktery ma silné vasodilata¢ni
ucinky a zvysuje tok krve a Zivin do nadoru. Prenylflavonoidy mohou tvorbu

NO inhibovat prostfednictvim inhibice syntézy iNOS (Karabin et al. 2012).

Prenylflavonoidy maji vliv i na bunéény cyklus, ktery maji schopnost
zastavit vSnebo Gi fazi, nebo na hranici téchto fazi. Nékteré, napriklad
xanthohumol, inhibuji pfi pokusech in vitro aktivitu DNA-polymerazy a nebo
DNA-topoisomerazy, ¢imZ zpomaluji replikaci nddorovych bunék (Karabin et al.

2012).

Vyhodou prenylflavonoidt je také nizka cytotoxicita v nenddorovych
burikdch, a ztoho plynouci mensi mnozstvi nezddoucich uéinka. Z tohoto
dtvodu i kvili jejich ostatnim vlastnostem jsou nadéjnymi ladtkami pro prevenci

a lécbu nadorovych onemocnéni (Karabin et al. 2012). Biologické cile
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prenylflavonoidti  z chmelu otaéivého, které se mohou podilet na

protinadorovém ptisobeni téchto latek, jsou uvedeny v Obrazku 7.
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Obrizek 7 Biologické cile prenylflavonoidii z chmelu otdcivého (Bolton et al.
2019)
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3 Cil prace

Hlavnim cilem mé diplomové prace bylo studovat protinadorovou
aktivitu semisyntetickych prenylovanych derivati flavonoidu naringeninu

v bunécné linii SW480. Pro splnéni tohoto cile bylo tfeba provést:

e Rozmrazeni bunék SW480, pocitani bunék v Biirkerové komirce,
pasazovani, nasazeni, kultivace a ovlivnéni  bunek
prenylflavonoidy

e Test cytotoxicity pomoci roztoku neutralni cervené (NRU test)

e Stanoveni koncentrace ICs u vybranych derivatt

e Hodnoceni zmén v bunééném cyklu pomoci pritokové cytometrie
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4 Experimentalni cast

4.1 Biologicky material a chemikalie

e Bunécna linie SW480 (ATCC)

e ,Dulbecco’s Modified Eagle Medium” (DMEM) s vysokym obsahem
glukosy (Sigma-Aldrich, CR)

e Fetdlni bovinni sérum — FBS (Lonza, CR)

e HEPES (Sigma-Aldrich, CR)

e Penicilin/Streptomycin (Lonza, CR)

¢ 0,01 M fosfatem pufrovany fyziologicky roztok (PBS) (Sigma-Aldrich, CR)

e Trypsin-EDTA (Lonza, CR)

¢ Dimethylsulfoxid (DMSO) (Sigma-Aldrich, CR)

e Doxorubicin

e Neutralni erven

e Trypanova modi (Biotech, CR)

e Bovinni sérovy albumin (BSA)

e BéZné chemikalie Cistoty p.a.

4.1.1 Testované latky

Testované derivaty naringeninu byly pfipraveny Dr. Hubertem Chapui a
Jakubem Kernalem na University of Lorraine (Nancy, Francie). Struktury latek
se znamou strukturou jsou uvedeny v obrazku 8. Vzorek G obsahoval naringenin
vyextrahovany z kvasinkové kultury bez obsahu prenyltransferas, vzorek H
obsahoval smés naringeninu a jeho prenylovanych derivatt, ziskanou extrakci
z kvasinkové kultury obsahujici prenyltransferasu AtaPT (Aspergillus terreus

aromatickd prenyltransferasa).
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Obrazek 8 Struktura naringeninu a jeho prenylovanych derivatil
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4.2 Pomicky a pristroje

4.2.1 Pomtcky

Sterilni kultivaéni lahve, mikrozkumavky, sterilni jednordzové pipety,
jedno- a multikandlové automatické pipety, sterilni a nesterilni Spicky na pipety,
pipetovac, sterilni 6-jamkové a 96-jamkové desticky, vanicky, kadinky,

Biirkerova komfirka, stojan na zkumavky, kahan, jednorazové rukavice

4.2.2 Pristroje

Laminarni box (BioAir AURA 2000 M.A.C.)
CO:2 Inkubator (Heraeus HeraCell 150)
Mikroskop (Nikon Eclipse TS 100)

Vodni lazen (Memmert)

Spektrometr (Tecan Infinite M200)

Pratokovy cytometr (SONY SA3800)
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4.3 Metody

4.3.1 Kultivacni médium

Médium ke kultivaci bunék SW-480 se sklada z 500 ml DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium) média s vysokym obsahem glukosy, ke kterému je
pfidano 50 ml inaktivovaného FBS (fetdlni bovinni sérum), 5 ml HEPES pufru a

5 ml roztoku penicilinu a streptomycinu (Pen/Strep).

4.3.2 Rozmrazovani bunék

Buriky se dlouhodobé daji uchovavat zamrazené v tekutém dusiku. Pro
pouziti v pokusech je nutné bunky rozmrazit a namnozit v kultivaénim médiu.
Pfi rozmrazovani bunék je nejprve tfeba pfipravit nezahraté kultivacni médium,
a vyjmout bunky z tekutého dusiku. Malé mnozstvi nezahfatého média se ptida
k zamrazenym burkdm, po rozpusténi ¢asti bunék se odsaje a ptida ke zbytku
média. Toto se opakuje, dokud nejsou rozpustény vsechny buriky, ndsledné se
médium s buitkami homogenizuje a centrifuguje 5 min pfi 70 g a laboratorni
teploté. Poté se odsaje supernatant, a peleta je resuspendovdna v 15 ml
kultivaéniho média. Tato suspenze je nasazena do kultivacni lahve a ponechana
v inkubatoru pfi 37 °C a 5 % CO:. Po 24 hodindach je tfeba vyménit kultivaéni

médium.

4.3.3 Pasaz bunék

Pasaz bunék probihala vzdy po tfech az ¢tyfech dnech (v pondé€li a ve

ctvrtek), kdyz buniky dosahly konfluence p¥iblizné 80 %.

Pfi pasdZzovani bunék bylo nejprve slito ptivodni médium. Buriky pak byly
oplachnuty 2x7 ml PBS. Nasledné byl pfidan 1 ml trypsinu-EDTA, a ldhev byla
vloZena na 3 minuty do inkubatoru (37 °C, 5 % COx). Bunky je tfeba pravidelné

kontrolovat pod mikroskopem. Ve chvili, kdy méla vétSina buné€k po sklepnuti
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lahve kulovity tvar, byly pfidany 4 ml kultivaéniho média, a smés byla
homogenizovana pomoci pipety. Médium s burikami (0,7 - 1 ml) bylo pfeneseno
do nové sterilni lahve, a dopInéno 10 ml kultiva¢niho média. Lahev byla nasledné

vlozena do inkubatoru (37 °C, 5 % COz).

Zbylé buriky byly pouzity k pokustm.

4.3.4 Pocitani bunék

Vypocet koncentrace bunék je nutny pro uréeni objemu bunééné
suspenze, kterd se ndsledné vyuzije k nasazovani bunék na desticku. Pro vypocet

koncentrace bunék v suspenzi byla vyuZita Biirkerova komiirka.

Z bunécné suspenze bylo odebrano 10 pl, ke kterym bylo pfidano 10 pl
trypanové modfi. Po homogenizaci bylo 9 ul této smési pipetovano do Biirkerovy
komitrky, kde byly burnky pocitany. Pocitdno bylo vzdy 5 velkych ctverca
v thlopficce, v kazdém ctverci byly pocitany buriky leZici uvnitt étverce, a buniky

dotykajici se pravého a dolniho okraje.

MnozZstvi bunék v 1 ml bylo vypocitdno pomoci vzorce

c=% x2x10%
n

c . koncentrace bunek v 1 ml
X! celkovy pocet bunék
n____ pocet spocitanych ¢tverca
2 redéni

10*____pfepocet na 1 ml
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4.3.5 Nasazovani a ovliviiovani bunék

Pro provadéni pokust byly bunky nasazeny na 96jamkové desticky. Do

kazdé jamky bylo nasazeno 3000 bunék ve 100 pl média.

Po 24hodinové inkubaci bylo k témto burtkam pfidano 100 ul roztoku
média se zkoumanymi latkami. Jako kontrolni vzorek byl pouZit roztok média
s0,1 % rozpoustédla zkoumanych latek (ethanol nebo DMSO). V nékterych
pokusech byl pouzit i kontrolni vzorek skoncentraci 1 % ethanolu, jelikoz
nekteré latky byly ve vysSich koncentracich htife rozpustné, a pro dosaZeni

koncentrace 100 uM bylo pouzito desetindsobné mnozstvi 10 uM roztoku.

Dale byl jako negativni kontrola pouzit 20% roztok DMSO v médiu, a

roztok doxorubicinu v koncentraci 0,05 uM, coz je pro tyto buriky ICso.

Zkoumané latky byly k bunkdm pipetovany v rtiznych koncentracich ve
100 pl média. V prvnich pokusech byly pouzity koncentrace 1, 10 a 100 uM,
v nasledujicich pokusech byly pouzity koncentrace 1, 10, 20, 40, 60, 80 a 100 uM.
K piipravé téchto koncentraci byly pouzity 1000x koncentrovanéjsi roztoky latek
v rozpoustédle, které byly nafedény médiem v mnozstvi 2 ul roztoku latky a
998 ul média. Prvni sada latek byla rozpusténa v ethanolu, druhd sada byla

rozpusténa v DMSO.

Ve vsech pokusech byla kazda z latek pfidana do 6 jamek. Po pfidani latek
nasledovala 72hodinova inkubace pfi 37 °C a 5 % CO:2 v inkubatoru, poté byla

zméfena viabilita bun€k pomoci testu s neutralni éerveni (NRU).
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4.3.6 Test cytotoxicity — NRU

Pti vSech pokusech byl pro stanoveni viability bunék pouzit NRU test —
barveni neutrdlni cerveni (neutral red uptake). Princip tohoto barveni spociva ve
schopnosti Zijicich bunék vazat neutralni ¢erven. Neutrdlni cerven prostupuje do
bunék pomoci pasivni difuze a koncentruje se v lyzosomech. V lyzosomech je
pomoci ATP udrZovano nizsi pH, ve kterém je molekula barviva nabitd, a proto
zde ztistava zachycena. Po smrti bunék se nizké pH v lyzosomech neudrzuje,
proto se zde molekuly barviva nekumuluji. Po fixaci a lyze bunék se mnozstvi

barviva zachyceného burikami d& zméfit spektrofotometrem.

Pro toto barveni bylo z desticek vyklepnutim odstranéno médium
s latkami, a bylo nahrazeno 200 ul média s rozpusténou neutralni cerveni o
koncentraci 40 pg/ml. Desticky s timto médiem byly vraceny na 2-3 hodiny do
termostatu k inkubaci. Poté bylo médium znovu odstranéno vyklepnutim, a
k burikkdm bylo pfidano 100 ul fixacniho roztoku. Fixacni roztok je 1 g/100 ml
CaCl2v 0,5 % roztoku formaldehydu. Desticky s fixaénim roztokem se nechaly
stat pfi pokojové teploté, po 15 minutdch byl fixaéni roztok vyklepnut, a
k burikdm bylo pfidano 200 pl lyzacniho roztoku. Lyzaéni roztok se sklada z 1 %
CHsCOOH v 50 % ethanolu. Destic¢ky slyzaénim roztokem byly ponechany
30 minut na tfepacce. Poté byla zméfena absorbance na spektrofotometru Tecan

pri 540 nm.
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4.3.7 Ptiprava vzorki pro sledovani bunééného cyklu pomoci

pritokové cytometrie

Pro cytometrické méfeni byly buriky nasazeny na 6jamkovou desti¢ku. Po
72hodinové inkubaci s latkami bylo médium odstranéno, a buniky byly dvakrat
oplachnuty PBS. Poté bylo do jamek pfidano 200 ul trypsinu, po tfiminutové
inkubaci byly do jamek pfidany 2 ml sérového média. Suspenze s burikami byla
zjamek prenesena do 5 ml plastové zkumavky s vickem a centrifugovana
5minut pfi 20 °C a 130 g. Po odsati supernatantu byly bunky oplachnuty
studenym PBS a znovu centrifugovany za stejnych podminek. PBS bylo odsato,
a k bunkdm byly po castech a za tfepani na tfepacce pridavany 2 ml ledového
ethanolu 70 %. Do doby méfeni byl vzorek ponechan v lednici. Pokud bylo

méfeni provadéno za delsi dobu, byl vzorek uchovavan pri -20 °C.

Pfred samotnym méfenim byl vzorek promichdan na tfepacce a
centrifugovan 5 minut pfi 20 °C a 500 x g. Po odsati ethanolu nasledoval oplach
PBS s0,5 % BSA jako prevence rozpadu bunék. Poté byl vzorek znova
centrifugovan 5 minut pfi 20 °C a 130 g, PBS bylo odsato, a k burikdm bylo
pfidano 500 ul barviciho roztoku PI/RNase (propidium jodid a ribonukleasa).
Vzorek se 45-60 minut inkuboval pfi 37 °C, pfed méfenim na pratokovém
cytometru byl vzorek promichan na tfepacce. Pfi vlastnim méfeni bylo sniméano

10 000 udalosti v oblasti vyskytu bunék.

4.3.8 Statisticka analyza

Vzorky pro sledovani cytotoxicity byly méfeny v hexaplikadtech a kazdé
stanoveni bylo provedeno obvykle dvakrat. Analyza bunécného cyklu byla
opakovana 2x. Vysledky jsou uvadény jako primér + SD. Statistické hodnoceni
bylo provedeno v programu GraphPad Prism 9 (GraphPad Software) pomoci
one-way ANOVA s Dunnettovym post hoc testem. Rozdily byly povaZovany za

vyznamné, kdyz p <0,05.
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5 Vysledky

5.1 Stanoveni ICso doxorubicinu

Pred provedenim pokust slatkami bylo tfeba stanovit hodnotu ICso
doxorubicinu pro buniky SW480. Tato koncentrace pak byla pouzita jako jeden
z kontrolnich vzorki. Pro wurceni ICso byly provedeny dva pokusy

s koncentracemi doxorubicinu 0,001 — 1 uM.

Koncentraci ICso se nejvice blizila koncentrace doxorubicinu 0,05 uM

(Obrazek 9).
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Obrizek 9 Vliv doxorubicinu na Zivotaschopnost bunék SW480 po 72 hodindch inkubace.
Viabilita bunék byla stanovena pomoci testu s neutrdlni cerveni. Data uvidénd jako
procenta kontroly (= 100 %) predstavuji primér = SD ze dvou experimentii. Jako
negationi kontrola byl pouzit 20% DMSO. * p < 0,05 — signifikantné se lisi od kontroly
(jednocestnd ANOVA s Dunettovym post hoc testem).
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5.2 Stanoveni cytotoxicity latek

Pokusy slatkami byly provedeny v né€kolika opakovanich. Slatkami
rozpusténymi v ethanolu byly provedeny dva pokusy v koncentracich 1, 10 a 100
uM. U latek, které pri téchto pokusech vykazovaly cytotoxicky efekt, byl
proveden dalsi pokus s koncentracemi 1, 10, 20, 40, 60, 80 a 100 uM. S latkami
rozpusténymi v DMSO byl experiment s koncentracemi 1, 10 a 100 puM
zopakovan jednou, dvakrat pouze slatkami A, B a C. Slatkami A, B, C a E
rozpusténymi v DMSO byl také zopakovan experiment v koncentracich 1, 10, 20,
40, 60, 80 a 100 uM. Experimenty s nékterymi derivaty byly provedeny pouze
jednou, z divodu omezeni kviili pandemii Covid-19, a kvili mé ucasti na

programu Erasmus-+.

Vysledky jsou zobrazeny pomoci grafu zivotaschopnosti bunék
v zavislosti na koncentraci latek. Vysledek kontrolnich vzorkt je povaZovan za
100 %, ostatni vysledky jsou vztaZeny ke kontrolnimu vzorku s odpovidajici
koncentraci rozpoustédla. Ve sloupci 1 % EtOH jsou zobrazeny pouze vysledky

latek rozpusténych v ethanolu.
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5.2.1 Derivat A

Z Obrazku 10 je patrné, ze latka A vykazuje v koncentraci 100 pM silny
cytotoxicky ucinek, urcity maly pokles zivotaschopnosti bunék lze sledovat i pfi
koncentraci 10 uM. Proto byly provedeny dalsi pokusy s podrobnéjSim

odstupriovanim koncentraci.
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Koncentrace latek (uM)

Viabilita bunék (% kontroly)

Obrazek 10 Vliv latky A na Zivotaschopnost bunék SW480 po 72 hodindch inkubace —
pilotni experiment. Viabilita bunék byla stanovena pomoci testu s neutrdlni cerveni. Data
uvddeénd jako procenta kontroly (= 100 %) predstavuji priimér + SD ze dvou experimentii.
Jako negativni kontrola byl pouzit 20% DMSO a 0,05 uM doxorubicin (DOX). *p < 0,05
— signifikantné se lisi od kontroly (jednocestna ANOVA s Dunettovym post hoc testem).

Ze ziskanych vysledkt vyplyva, Ze latka A ma siln€ cytotoxicky ucinek jiz
pfi koncentraci 80 uM, v nizsich koncentracich je tento t¢inek slabsi nebo témért
zadny (Obrazek 11). Z téchto vysledkti pak byla spocitana ICso, kterd pro tuto
latku cini pfi rozpusténi v ethanolu 44,46 uM, pfi rozpusténi v DMSO 51,53 uM.
Vysledky pro latky rozpusténé v ethanolu a v DMSO se lisi pouze minimalné

(Obrazek 12).
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Obrazek 11 Vliv latky A na Zivotaschopnost bunék SW480 po 72 hodindch inkubace.
Viabilita bunék byla stanovena pomoci testu s neutrdalni erveni. Data wvddénd jako
procenta kontroly (= 100 %) predstavuji priimér + SD z jednoho experimentu. Jako
negativni kontrola byl pouzit 20% DMSO a 0,05 uM doxorubicin (DOX).

125

. ;

~
(3]
1

N
a
1

-~ EtOH |C50 =44 46 lJM
= DMSO ICq = 51,53 M

o
1

Zivotaschopnost bunék (% kontroly)
3
1

~

-10 -8 6 4
Logqo [M]

Obrazek 12 Stanoveni ICso latky A bylo provedeno v programu GraphPad Prism 9 jako
priimér ze dvou experimentil.

46



5.2.2 Derivat B

Latka B vykazuje pfi koncentraci 100 uM cytotoxicky tcinek, i kdyz se u
pokust: s latkami rozpusténymi v ethanolu vysledky lisi. V koncentracich 10 a
1 uM cytotoxicky ucinek nebyl pozorovan, naopak Zivotaschopnost bunék byla
o néco vyssi nez v kontrolnim vzorku (Obrazek 13). I u této latky byly provedeny

pokusy v dalsich koncentracich.
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Obrazek 13 Vliv latky B na Zivotaschopnost bunék SW480 po 72 hodindch inkubace —
pilotni experiment. Viabilita bunék byla stanovena pomoci testu s neutrdlni cerveni. Data
uvddeénd jako procenta kontroly (= 100 %) predstavuji priimér + SD ze dvou experimentii.
Jako negativni kontrola byl pouzit 20% DMSO a 0,05 uM doxorubicin (DOX). *p < 0,05
— signifikantné se lisi od kontroly (jednocestna ANOVA s Dunettovym post hoc testem).

U latky B nastupuje cytotoxicky ucinek castec¢né pfi koncentraci 60 uM,
uplné pak pri koncentraci 80 uM. V ostatnich koncentracich nebyl pozorovan
zadny tucinek (Obrazek 14). ICso latky B odpovida pii rozpusténi v ethanolu
koncentraci 55,81 uM, pfi rozpusténi v DMSO koncentraci 54,34 uM (Obrazek
15). Vysledky latek rozpusténych v ethanolu a DMSO si jsou velmi podobneé,

pouze v koncentraci 60 uM ma latka rozpusténa v ethanolu vyssi tcinek.
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Obrazek 14 Vliv latky B na Zivotaschopnost bunék SW480 po 72 hodindch inkubace.
Viabilita bunék byla stanovena pomoci testu s neutrdalni erveni. Data wvddénd jako
procenta kontroly (= 100 %) predstavuji priimér + SD z jednoho experimentu. Jako
negativni kontrola byl pouzit 20% DMSO a 0,05 uM doxorubicin (DOX).
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Obrazek 15 Stanoveni ICso latky B bylo provedeno v programu GraphPad Prism 9 jako
priimér ze dvou experimentil.
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5.2.3 Derivat C

Latka Cje smési latek A a B, proto neni prekvapivé, ze vysledky jsou velmi
podobné jako u pokust s témito latkami (Obrazek 16). Také s latkou C byly

provedeny dalsi pokusy pro stanoveni ICso.

140%

120%

100%
80%
m EtOH
60%
DMSO
40%
20%
* %k
0%

0,1% rozp. 1% EtOH 20% DI\ISO DOX 0,05 Clum C10um
uM

Viabilita bunék (% kontroly)

-20%

Obrizek 16 Viiv latky C na Zivotaschopnost bunék SW480 po 72 hodindch inkubace —
pilotni experiment. Viabilita bunék byla stanovena pomoci testu s neutrdlni cerveni. Data
uvddénd jako procenta kontroly (= 100 %) predstavuji priimér + SD ze dvou experimentil.
Jako negativni kontrola byl pouzit 20% DMSO a 0,05 uM doxorubicin (DOX). *p < 0,05
— signifikantné se lisi od kontroly (jednocestna ANOVA s Dunettovym post hoc testem).

Latka C ma siln€jsi cytotoxické ucinky nez latky A a B, Zivotnost bunék
klesla k nule jiz pfi koncentraci 60 uM, v nizSich koncentracich tento efekt ale
nema, pouze c¢astecné pfi rozpusténi v DMSO v koncentraci 40 pM (Obrazek 17).
ICso pro latku C je pfi rozpusténi v ethanolu 57,52 uM, pfi rozpousténi v DMSO
pak 40,41 uM, coZ je nejméné ze vSech testovanych latek (Obrazek 18). Latka Cje

tedy ze zkoumanych latek nejacinné;si.
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Obrazek 17 Vliv latky C na Zivotaschopnost bunék SW480 po 72 hodinach inkubace.
Viabilita bunék byla stanovena pomoci testu s neutrdlni erveni. Data uvddénd jako
procenta kontroly (= 100 %) predstavuji priimér + SD z jednoho experimentu. Jako
negativni kontrola byl pouzit 20% DMSO a 0,05 uM doxorubicin (DOX).
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Obrazek 18 Stanoveni ICso latky C bylo provedeno v programu GraphPad Prism
9 jako priimér ze dvou experimentii.
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5.2.4 Derivat D
Cytotoxicky tucinek latky D neni pfili§ silny, i v nejvyssi koncentraci
dosahovala viabilita bunék kolem 50 %, v nizsich koncentracich neméla tato latka

zadny ucinek (Obrazek 19). Proto nebyly provedeny zadné dalsi pokusy.
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120%

100% I I I
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0 —— g

0,1% rozp. 1% EtOH  20% DMSO DOXO0,05pM D1 puM D10 uM D 100 um

Viabilita bunék (% kontroly)

X

-20%

Obrazek 19 Vliv latky D na Zivotaschopnost bunék SW480 po 72 hodindch inkubace —
pilotni experiment. Viabilita bunék byla stanovena pomoci testu s neutrdlni cerveni. Data
uvddeénd jako procenta kontroly (= 100 %) predstavuji priimér + SD ze dvou experimentii.
Jako negativni kontrola byl pouzit 20% DMSO a 0,05 uM doxorubicin (DOX). *p < 0,05
— signifikantné se lisi od kontroly (jednocestna ANOVA s Dunettovym post hoc testem).
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5.2.5 Derivat E

U latky E se ukazalo jako problematicke jeji rozpousténi v ethanolu. Jak je
z Obrazku 20 patrné, pii prvnim pokusu slatkami v ethanolu byla viabilita
bunék pfi koncentraci 100 uM 25 %, pfi druhém pokusu jiz dosahovala 54 %.
Pri¢inou byla tvorba krystali latky E, a tim pokles jeji koncentrace v roztoku. Pfi
pokusu s latkami rozpusténymi v DMSO byla v nejvyssi koncentraci viabilita
bun€k nulova, proto byl proveden pokus s dalsimi koncentracemi, tentokrat

pouze s latkami rozpusténymi v DMSO.

BEtOH 1
mEtOH 2
II - owso

0,1% rozp. 1% EtOH % DM DOX0,05uM  E1uM E 10 uM E 100 u

140%

120%

100%

80%

60%

40%

Viabilita bunék (% kontroly)

20%

0

X

-20%

Obrazek 20 Vliv latky E na Zivotaschopnost bunék SW480 po 72 hodindch inkubace —
pilotni experiment. Viabilita bunék byla stanovena pomoci testu s neutrdlni cerveni. Data
uvddénd jako procenta kontroly (= 100 %) predstavuji priimér + SD z jednoho
experimentu. Jako negativni kontrola byl pouzit 20% DMSO a 0,05 uM doxorubicin
(DOX).

Cytotoxick}’l ucinek se prokézal pouze u koncentrace 100 uM a v malé mife

vV

v kontrolnim vzorku (Obrazek 21). ICs latky E je pfi rozpusténi v DMSO
83,67 uM (Obrazek 22).

52



140%

120%

100%
80%
60% m DMSO
40%
20%
0% — —_—

0,1% DMSO DOX E1pM E10pM E20uM E 40 pM E 60 pM E 80 uM E 100
DMSO  20% 0,05 uM ny

Viabilita bunék (% kontroly)

-20%

Obrazek 21 Vliv litky E na Zivotaschopnost bunék SW480 po 72 hodindch
inkubace. Viabilita bunék byla stanovena pomoci testu s neutralni cerveni. Data uvadéna

jako procenta kontroly (= 100 %) predstavuji primér + SD z jednoho experimentu. Jako
negativni kontrola byl pouzit 20% DMSO a 0,05 uM doxorubicin (DOX).

150

1254

100+ E

H—a—
—a——

..,
T

(3]
(=]
1

N
()]
1

-+ DMSO  ICy = 83,67 M

Zivotaschopnost bunék (% kontroly)

Logqo [M]

Obrazek 22 Stanoveni ICso ldtky E bylo provedeno v programu GraphPad Prism
9 jako priimér z jednoho experimentu.
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5.2.6 Derivat F — naringenin
Latka F neméla v zadné koncentraci cytotoxicky tcinek, zivotnost bunék
byla ve vSech koncentracich vys$i nez v kontrolnim vzorku, proto nebyly

provedeny Zadné dalsi pokusy (Obrazek 23).
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X

Obrazek 23 Vliv latky F na Zivotaschopnost bunék SW480 po 72 hodindch inkubace —
pilotni experiment. Viabilita bunék byla stanovena pomoci testu s neutrdlni cerveni. Data
uvddeénd jako procenta kontroly (= 100 %) predstavuji priimér + SD ze dvou experimentii.
Jako negativni kontrola byl pouzit 20% DMSO a 0,05 uM doxorubicin (DOX). *p < 0,05
— signifikantné se lisi od kontroly (jednocestna ANOVA s Dunettovym post hoc testem).
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5.2.7 Derivat G

Také u latky G se cytotoxicky tucinek neprokazal, viabilita bunék byla

stejna nebo vyssi nez u kontrolnich vzorkt (Obrazek 24).
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Obrizek 24 Vliv litky G na Zivotaschopnost bunék SW480 po 72 hodindch inkubace —
pilotni experiment. Viabilita bunék byla stanovena pomoci testu s neutrdlni cerveni. Data
uvddénd jako procenta kontroly (= 100 %) predstavuji priimér + SD z jednoho (DMSO)
nebo dvou (EtOH) experimentii. Jako negativni kontrola byl pouzit 20% DMSO a 0,05
uM doxorubicin (DOX). * p < 0,05 — signifikantné se 1isi od kontroly (jednocestnd
ANOVA s Dunettovym post hoc testem).
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5.2.8 Derivat H

Viabilita bunék ovlivnénich latkou H pfesahovala ve vétsiné pripada
100 %, v jednom z pokusti dosahovala ve vSech koncentracich témér 120 %. Tato
latka tedy nemad v téchto koncentracich Zadny cytotoxicky ucinek. Vzhledem
k nizké cytotoxické aktivité latky H a velmi podobnym vysledkiim pfi
rozpousténi v ethanolu i DMSO jiz nebyl proveden druhy pokus s latkou
rozpusténou v DMSO (Obrazek 25).

160%
140%

120%

100% { I I

80%
60% %

I
40%
20%

*
0% T -

0,1% rozp. 1% EtOH  20% DMSO DOXO0,05uM H1uM H 10 uM H 100 pm

Viabilita bunék (% kontroly)

-20%

Obrizek 25 Vliv latky H na Zivotaschopnost bunék SW480 po 72 hodindch inkubace —
pilotni experiment. Viabilita bunék byla stanovena pomoci testu s neutrdlni cervent.
Data uvddénd jako procenta kontroly (= 100 %) predstavuji priimér + SD z jednoho
(DMSO) nebo dvou (EtOH) experimentii. Jako negativni kontrola byl pouzit 20%
DMSO a 0,05 uM doxorubicin (DOX). * p < 0,05 — signifikantné se lisi od kontroly
(jednocestnda ANOVA s Dunettovym post hoc testem).
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5.3 Vliv na bunécny cyklus

Meéfeni na pratokovém cytometru bylo provedeno za ticelem zjisténi, zda
latky, které mély v pfedchozich pokusech cytotoxicky tcinek, ptisobi na bunécny
cyklus. Méfeni bylo provedeno ve dvou opakovanich, pouzity byly latky A, B, C
a E rozpusténé v DMSO v koncentracich blizkych vypocitané ICs — pro latky A
a B 50 uM, pro latku C 40 uM a pro latku E 90 uM. Jako kontrola byl pouzit 0,1 %
DMSO.

5.3.1 DMSO

Z vysledkt kontrolniho vzorku je patrné, ze se vétsina, priblizné 60 %,
bunék nachazi ve fazi Go/Gi. Ve fazich S a G2/M se nachazi mensi c¢ast buneék,
v kazdé z téchto fazi je to priblizné 10 % nebo méné bunék. Relativné vysoky je
peak pro sub-Go/G1 fazi, zde je 15-20 % bunék (Obrazek 26). Buniky v tomto peaku

mohou byt pouze fragmenty bunék, které prosly apoptozou ci nekrézou.

300
200

Events

100

100

FILH

Obrazek 26 Analyza bunécného cyklu — kontrolni vzorek. Butiky byly inkuboviny
s DMSO 0,1% pti 37°C po dobu 72 hodin. Buiiky byly fixovdny a obarveny propidium
jodidem. Fialova barva predstavuje fazi subGo/Gi, zelend barva fazi Go/Gs, Zluta barva
fazi S, oranzovd barva fizi M a modrd barva znaci shluky bunék. Zaznam ze dvou
provedenych experimentii.

57

x1,00



5.3.2 Derivat A

Cytometrické méfeni bunék ovlivnénych latkou A v koncentraci 50 uM
ma velmi podobné vysledky jako kontrolni vzorek, vétSina bunék je ve fazi Go/G,
ve fazich S a Go/M je pfiblizné po 10 % bunék. Asi pétina bunék je v sub-G0/Gi
fazi (Obrazek 27).

200
200

Events
Events

100 100

50 100 150
FI H ¥1,000

Obrazek 27 Vliv latky A v koncentraci odpovidajici hodnoté ICso na bunécny cyklus bunék
SW480. Buriky byly inkubovdny s latkou A v koncentraci 50 uM p#i 37°C po dobu 72
hodin. Buisitky byly fixoviny a obarveny propidium jodidem. Ziznam ze dvou
provedenych experimentii.
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5.3.3 Derivat B

Vysledky latky B jsou také podobné kontrole, ve fazi S se nachdzi o néco
vétsi procento bunék, v jednom z méfeni nad 14 %, ve fazi Go/M je pak témér 13 a
7 % bunék. Peak pro sub-G0/Gije opét relativné vysoky, nachazi se v ném 12 a

18 % bunék (Obrazek 28).

Events
Events

PI_H x1,000

Obrazek 28 Vliv latky B v koncentraci odpovidajici hodnoté 1Cso na bunécny cyklus bunék
SW480. Bunky byly inkubovany s latkou B v koncentraci 50 uM pvi 37°C po dobu 72
hodin. Buiitky byly fixoviny a obarveny propidium jodidem. Ziznam ze dvou

provedenych experimentii.

5.3.4 Derivat C

U latky Cje opét vétsina bunék v Go/G1£azi, pocet buné€k ve fazich S a Go/M
se v jednotlivych méfenich lisi, vjednom je v kazdé z fazi asi 10 % bunék, ve
druhém je ve fazi S 16 % bunék a v Go/M asi 8 % bunék. Cast bunék v sub-G0/G:

je o néco nizsi nez u ostatnich latek, ale ne vyrazné, primérné se v této fazi

nachazi 15 % bunék (Obrazek 29).
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Obrazek 29 Vliv latky C v koncentraci odpovidajici hodnoté ICso na bunécny cyklus bunék
SW480. Buiiky byly inkuboviny s latkou C v koncentraci 40 uM p#i 37°C po dobu 72
hodin. Buisiky byly fixoviny a obarveny propidium jodidem. Zdiznam ze dvou
provedenych experimentii.

5.3.5 Derivat E

Latka E ma podobné vysledky jako pfedchozi latky, podil bunék ve fazi
Go/G1 se pohybuje okolo 60 %, ve fazich S a Gz/M kolem 10 %, v sub-G0/G1 se
nachazi 14 a 18 % bunék (Obrazek 30).
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Obrazek 30 Vliv latky E v koncentraci odpovidajici hodnoté 1Cso na bunécny cyklus bunék
SW480. Buiiky byly inkubovdny s latkou E v koncentraci 90 uM p#i 37°C po dobu 72
hodin. Burnky byly fixoviny a obarveny propidium jodidem. Zdznam ze dvou
provedenych experimentii.
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V Obrazku 31 je shrnuto pusobeni vSech latek na bunéény cyklus
v burikach SW480.

100,00%
90,00%
80,00%
70,00%
60,00%
50,00%
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30,00%
20,00%

10,00% Leeeiets B2 15,61% 16,23% 17,12%

Podil bunék v jednotlivych fazich v %

0,00%
kontrola A B C E

sub-GO/G1 mGO0/Gl1 mS mG2/M

Obrazek 31 Shrnuti piisobenti latek A, B, C a E na bunécny cyklus. Data uvadénd jako
podil bunék v jednotlivych fizich v % predstavuji priimér ze dvou experimentil.
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6 Diskuze

Nadorovd onemocnéni patfi mezi nejcastéjsi p¥iciny umrti v Ceské
republice, na nddorovd onemocnéni umird témer kazdy ctvrty clovek, a jejich
incidence stoupd. Mezi nejrozsitenéjsi nadory patfi kolorektalni karcinom. Pri
1é¢bé kolorektalniho karcinomu se nejcastéji vyuziva chirurgickych metod, déle
se vyuziva chemoterapie, radioterapie a cilena biologicka lécba, nebo kombinace
téchto metod. Kvili castym nezddoucim ucinkim a moZné rezistenci
nadorovych bunék k 16¢bé je stéle snaha najit nové moznosti 1é¢by (UZIS 2020,

Divis et al. 2016).

Prenylflavonoidy jsou sekundéarni metabolity nékterych druhti rostlin,
které vykazuji rtizné biologické ucinky. Vychazi ze struktury flavonoidd, na
kterou je navazan jeden nebo vice prenylovych fetézci. Prenylaci flavonoidt se
méni vlastnosti téchto latek, zvysuje se jejich lipofilita, transport pfes membrany
a biologicka aktivita. U nékterych prenylflavonoidii byla prokazana

protinddorova aktivita (Venturelli et al., 2016).

Vtéto praci bylo cilem studovat moznou antiproliferativni aktivitu
semisyntetickych prenylovanych derivat naringeninu, pfipravenych Dr.
Hubertem Chapui a Jakubem Kernalem na University of Lorraine. Naringenin je
flavanon, ktery se v pfirodé nachazi piedevsim v citrusovych plodech, jeho
derivaty 6-prenylnaringenin a 8-prenylnaringenin vznikaji pfi vafeni piva
z desmethylxanthohumolu (Venturelli et al. 2016). Naringenin vykazuje
antioxida¢ni a protinddorovou aktivitu (Arafah et al. 2020), prenylované derivaty
naringeninu, 6-prenylnaringenin a 8-prenylnaringenin, maji také protinadorovy

ucinek (Venturelli et al. 2016).

Vyhodou prenylflavonoidt je také nizka cytotoxicita v nenddorovych
burikdch, a z toho plynouci mensi mnozstvi nezadoucich tcinkti (Karabin et al.

2012). Xanthohumol 100 pM neptisobil v kultufe primarnich lidskych hepatocytti
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cytotoxicky  (Weiskirchen et al. 2015). Cytotoxicita naringeninu,
isoxanthohumolu a 8-prenylnaringeninu v lidskych nenddorovych liniich
MCF-10A a diferencovanych CaCo-2 byla velmi nizkd shodnotami ICso
presahujicimi 100 uM (AmbroZ et al. 2019, Bartmarniska et al. 2018).

Antiproliferativni ucinek prenylovanych derivati naringeninu byl
testovan na bunécné linii SW480, kterd pochazi z kolorektalniho karcinomu ve
III/IV stadiu. Bunééna linie kolorektalniho karcinomu byla vybréana, protoze
nejpravdépodobnéjsi cestou podani prenylflavonoidii je per os. Lze tedy
predpokladat, ze prenylflavonoidy se dostanou do kontaktu s burikami tlustého
stfeva v pomérné vysoké koncentraci. Pro hodnoceni viability bunék byl pouzit
NRU test. Testované latky byly pro prvni pokusy rozpustény v ethanolu, ale
kvali Spatné rozpustnosti nékterych latek, pripadné jejich krystalizaci pfi

pokusech, byly pro dalsi pokusy pouZity latky rozpusténé v DMSO.

U c¢tyt z testovanych prenylovanych derivatii naringeninu (A, B, Ca E) se
pri pilotnich pokusech s koncentracemi 1, 10 a 100 uM prokazala cytotoxicka
aktivita, u latky D byl pokles viability bunék jen velmi maly nebo Zadny. U
naringeninu nebyla pro tuto bunécénou linii v Zddném ze vzorkt (F, G, H) ve
zkoumanych koncentracich prokdzana cytotoxickad aktivita. Vysledky pokusii
s naringeninem se shoduji s vysledky jinych studii. Ambroz et al. (2019) uvadi
ICs0 naringeninu v bunéénych liniich SW480 a SW620 vyssi nez 200 uM, podle
Chidambara Murthy et al. (2012) nebyla prokdzana antiprolifera¢ni aktivita
naringeninu v linii SW480 v koncentracich do 200 pM. V jinych bunécénych
liniich se ale cytotoxicky efekt naringeninu prokazal, napiiklad Lim et al. (2017)
prokézali cytotoxicitu naringeninu v koncentracich nad 50 uM v bunécnych
liniich PC3 a LNCaP odvozenych z nddoru prostaty, a podle Frydoonfar et al.
(2003) naringenin signifikantné inhiboval proliferaci linie HT-29 odvozené od
kolorektalniho karcinomu v koncentraci nad 0,71 mmol. Kocyigit et al. (2016)

stanovili ICso naringeninu v bunécné linii HT-29 na 870 uM. Cytotoxicita
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naringeninu je tedy v bunécnych liniich odvozenych z kolorektalniho karcinomu

slaba.

Ulatek A, B, C a E byla dale uréena hodnota ICs. Latky A a B jsou izomery,
latka C je pak smési téchto izomert. ICso pro latky A, B a C se pohybuje kolem
50 uM, mirné se mezi sebou lisi vysledky u latek rozpusténych v ethanolu a
DMSO. Nejvyssi ucinnost méla latka C rozpusténa v DMSO, pro kterou byla
vypocitana ICs 40,41 uM. Pro latku E byla ICs stanovena na 83,67 uM. Ve
srovnani s jinymi prenylovanymi derivaty naringeninu, 6-prenylnaringeninem a
8-prenylnaringeninem, maji tyto latky v linii SW480 srovnatelnou nebo nizsi
ucinnost. Podle Ambroze et al. (2019) byla v linii SW480 ICso 6-prenylnaringeninu
14,8 uM, pro 8-prenylnaringenin to bylo 56,3 uM.

Cytometrické méfeni bylo provedeno za tcelem zjisténi, zda testované
latky ovliviiuji bunécny cyklus. Neékteré prenylflavonoidy maji schopnost
bunéény cyklus zastavit ve fazi Gl (Wang et al. 2017), jiné, naptiklad
xanthohumol, jej mohou zastavit ve fazi G2/M (Liu et al. 2019). Z vysledka
méfeni nelze vliv testovanych latek na bunécény cyklus potvrdit, vysledky vsech
vzorkd byly srovnatelné skontrolnim vzorkem. Ve vsSech vzorcich vcetné
kontroly byl relativné velky podil bun€k v sub-G0/G1 fazi, coz mohou byt ¢asti
bunék po apoptoze ¢i nekrdze, neda se ale Fict, jaky vliv maji testované latky.
Vzhledem k tomu, Ze se buriky v sub-G0/G1 fazi nachdzely v kontrolnim vzorku
v podobné koncentraci jako ve vzorcich s latkami, se mtize jednat o vlastnost

bunécné linie.
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7 Zaveér

Vysledky dosaZené béhem feSeni této diplomové prace Ize shrnout do

nasledujicich bod:

V pilotnich experimentech s koncentracemi 1, 10 a 100 uM byl
v bunécéné linii SW480 prokazan cytotoxicky ucinek latek A, B C a
E, u ostatnich testovanych latek se v pouZzitych koncentracich
cytotoxicky ucinek neprojevil.

Pro latky A, B, C a E byla stanovena ICso. Pro latky A a B se hodnota
ICs0 pohybovala kolem 50 uM, u latky E to bylo 83,67 uM.
Nejsilngjsi cytotoxicky ucinek se projevil u latky C, coZ je smés
izomer(t A a B, pro kterou byla ICso vypocitana na 40,41 pM.

Vliv latek A, B, C a E na bunéény cyklus nebyl pomoci pritokové

cytometrie prokdzan.

65



8 Seznam zkratek
ATCC - American Type Culture Collection
BSA —hovézi sérovy albumin (bovine serum albumin)
COX 1 a2-cyklooxygendza1a 2
CT - pocitacova tomografie
DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMSO - dimethylsulfoxid
DOX - doxorubicin
EGEFR - epidermalni rtistovy faktor
FBS - fetdlni bovinni sérum
FGF - fibroblastovy rustovy faktor
HEPES - pufr, 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina
HER-2 - lidsky epidermadlni receptor 2
HRT - hormonalni substituéni terapie
ICso — stfedni inhibi¢ni koncentrace
iNOS - indukovatelna syntdza oxidu dusnatého
MHC I - hlavni histokompatibilni komplex tfidy I
MRI - magnetickd rezonance
NF-xB — nukledrni faktor kappa B
NRU - test uptake neutralni cervené

PBS - fosfatovy pufr (Phosphate Buffered Saline)
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PI/RNase — propidium jodid a ribonukleasa

RTG - rentgen

TOKS - test okultniho krvaceni ze stolice

USPSTF - U.S. Preventive Services Task Force
UZIS - Ustav zdravotnickych informaci a statistiky

VEGEF - vaskularni endotelidlni ristovy faktor
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