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Rakovina je jednou z hlavnych pri¢in umrti vo svete. Aj napriek tomu, ze na trhu
mame niekol’ko dostupnych liekov na liecbu nadorovych ochoreni, ziaden z nich nie je
uplne ucinny a bezpecny. Hlavnym problémom byva toxicita, ktori sa odbornici snazia
eliminovat’ hl'adanim inych alternativ liecby. Jednou z moznosti s aj rastliny aich
sekundérne metabolity s antiproliferativnymi a antioxidaénymi u¢inkami vzhladom
k tomu, ze karcinogenita moze suvisiet' aj s volnymi radikédlmi. V naSom pripade sme
pozornost upriamili prave na antioxidacny, resp. prooxidacny efekt, konkrétne
u papradi. V praci sa zameriavame na 4 druhy papradi (Athyrium filix — femina,
Dryopteris dilatata, Dryopteris borreri, Blechnum spicant), ktorych extrakty o réznych
koncentraciach sme skiimali ako potencidlne prospesné latky v boji proti oxidaénému
stresu na bunkovej linii SW480. Vyuzivali sme metddu s fluorescen¢nou sondou
H>DCF-DA, ktorda sa pouziva na detekciu bunkovej produkcie ROS. V prvotnom
nastaveni experimentu sme ako pozitivnu kontrolu pouzili roztok TBHP, ktory sa spolu
s jednotlivymi extraktami pridavali az v poslednom kroku - sledoval sa prooxidacny
efekt. Z vysledkov bolo zrejmé, Ze testované latky narozdiel od TBHP neindukovali
tvorbu ROS. Druhy experiment prebiehal v opacnom slede a sledoval sa efekt
antioxidacny. Jeho podstatou bol 18h pretreatment testovanymi latkami a pozitivnymi
kontrolami Catechinom a Quercetinom, s cielom pripravit bunky na oxidacny stres
tvorbou antioxidacnych enzymov. Signifikantny antioxida¢ny efekt sme pozorovali u
extraku z Dryopteris dilatata o koncentracii 100ug/ml. Ostatné latky bud’ tvorbu ROS
nijako neovplyvnili, alebo naopak vycerpali antioxida¢ny aparat bunky, Co sa
preukazalo vel'mi vysokou intenzitou fluorescencie. Aj napriek tomu, Ze niektoré z
naSich latok preukazali schopnost’ antioxida¢ného posobenia, nemozno tieto vysledky

pokladat’ za smerodajné. Potrebny je d’alsi cieleny vyskum.
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Cancer is one of the leading causes of death in the world. Although we have
several drugs available for the treatment of cancer, none of them are completely
effective and safe. The fundamental problem is toxicity, which experts try to eliminate
by looking for other treatment alternatives like plants and their secondary metabolites
with antiproliferative and antioxidant effects against free radicals, that can cause cancer.
Our work is focused on the antioxidant, as well as the prooxidant effect of 4 species of
ferns (Athyrium filix - femina, Dryopteris dilatata, Dryopteris borreri, Blechnum
spicant), whose extracts of different concentrations were studied as potentially
beneficial substances against oxidative stress on the SW480 cell line. We used the
fluorescent probe H,DCF-DA to detect the production of reactive oxygen species (ROS)
in cells. In the initial setup the potential prooxidant effect was monitored alongside with
the terc-butyl hydroperoxide solution as a positive control. The results demonstrated
that these test substances did not induce the ROS production. The second experiment
was focused on the potential antioxidant effects. The positive controls Catechin and
Quercetin together with the fern extracts were added at the beginning, as an 18-hour
pretreatment in order to prepare the cells for oxidative stress by inducing antioxidant
enzymes. We achieved a significant antioxidant effect of Dryopteris dilatata extract
(100 pg/ml). The others do not affect the production of ROS this way, on the contrary
some of them depleted the antioxidant apparatus of cells, as was shown by higher
intensity of fluorescence. Although some substances have shown antioxidant activity,

the experiment cannot be considered as definitive. Further targeted research is needed.
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Z0ZNAM SYMBOLOYV A SKRATIEK
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AMK
ATB
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ATP

C
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Cu', Zn**, Mn**
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DMEM
DMSO
DNA
DPPH
DPPH-H
ECso
EDTA
FBS
GIT
GPx
GRed
GSH
GSSG
H:DCF-DA
H20:
HBSS
HeLa

HEPES
TIARC

5-fluorouracil

2,2’-azobis (2-amidinopropan) dihydrochlorid

aminokyseliny

antibiotikum

American Type Culture Collection

adenozintrifosfat
Catechin
tetrachlometan

oxid uhli¢ity

kation medi, zinku a hor¢ika

dichlorfluorescein

Dulbecco’s Modified Eagle’s medium (médium)

dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina
2,2-difenyl-1-picrylhydrazyl
2,2-difenyl-1-picrylhydrazin
polovica maximalnej efektivnej koncentracie

kyselina etyléndiamintetraoctova

fetalne bovinné sérum

gastrointestinalny trakt

glutationperoxidaza

glutationreduktaza

glutation

oxidovany glutation

2,7-dichlorodihydroflourescein diacetat (sonda)

peroxid vodika

Hanks' Balanced Salt Solution

bunkovéa linia rakoviny krc¢ka maternice,

Henriette Lacks

pomenovand po

2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-ethanesulfonic acid

International Agency for Research on Cancer
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ICso polovica maximalnej inhibi¢nej koncentracie

IRP ischemicko-reperfizne poskodenie

K562 myelogénna leukemicka bunkova linia

Le lipidovy radikal

LDH laktatdehydrogenaza

LH lipidova membrana

LOOH lipidovy peroxid

LPO lipidova peroxidacia

MTS 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-karboxymethoxyfenyl)-2-
(4-sulfofenyl)-2H-tetrazolium

MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid

NADP* nikotinamidadenindinukleotidfosfat

NADPH redukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat

NK nukleové kyseliny

NO oxid dusnaty

02 kyslik

ORAC oxygen radical absorbance capacity

ORAC-FL oxygen radical absorbance capacity — fluorescein

PBS fosfatovy pufr

Q Quercetin

ROS reactive oxygen species

RTG Rontgenoveé Ziarenie

-SH thiolova skupina

SOD superoxiddismutaza

TBHP terc-butyl hydroperoxide

uv ultrafialové Ziarenie

WHO World Health Organization

WST Water-soluble Tetrazolium salts

XTT 2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulpfofenyl)-2H-tetrazolium-5-
karboxanilid



1. UVOD

Spétost’ medzi vol'nymi radikélmi a ochoreniami, ktoré mézu byt nimi vyvolané
¢i zhorSené, ¢i moznost' antioxidacnej terapie su otdzky, ktoré st rozoberané nie len
v odbornej literature, no su aj jednou z tém diskusii klinickych odborov mediciny [1].
Okrem toho, ze kyslik je zakladnou zivotnou podmienkou pre aerobne organizmy, mdze
byt aj Skodlivy, a to v podobe vysokych koncentracii vol'nych kyslikovych radikalov,
ktoré poskodzujii bunky Strukturdlne a funkéne, priCom moézu viest az k procesu
karcinogenézy a vzniku nadorovych ochoreni [2,3]. VicSina volnych radikélov v tele
existuje vo forme reaktivnych foriem kyslika (ROS). Jedna sa o molekuly, ktoré st
schopné indukovat priame oxida¢né poskodenie nie len DNA, ale aj d’alSich biomolekl
— lipidov a bielkovin.

Prepojenie oxida¢ného stresu a protinadorovej terapie sa v poslednych rokoch
stdva terCom zdujmu mnohych vedcov, ktori pripastaju moznost, Ze Uspech lieCby
onkologického ochorenia moéze suvisiet prave s antioxidantami endogennymi
(syntetizuju sa de novo) ¢i exogennymi (prijaté potravou ¢i vyzivovymi doplnkami). Je
to ale otazka kontroverznd, kedze antioxidanty mozu aj podporovat, aj potlacat’
ucinnost’ protinaddorovej terapie. V sucasnej dobe vSak neexistuje dostatok relevantnych
dokazov na vydanie jednoznacného odporucania, ¢i poddvanie antioxidantov popri
onkologickej liecbe je, alebo nie je prospesné. Jednym z dovodov moze byt aj fakt, ze
ich u¢inok zéavisi od mnohych faktorov, ako napriklad typ nadoru, druh uZzivanych
chemoterapeutik a rovnako tieZ zavisi aj od konkrétneho typu antioxidantu [4].

Vyskumu rastlin ako zdroju protirakovinovych latok sa zacalo venovat’ uz v 50.
rokoch 20. storoc€ia, ked’ boli objavené rastlinné vinca alkaloidy (vinkristin a vinblastin)
aizolované cytotoxické podofylotoxiny [5]. Hlavnym dovodom, preco sa zaujem
vedcov presunul od syntetickych lieciv k prirodne;j alternative je to, Ze prirodné latky st
prospesnejSie z hl'adiska neziadicich ucinkov a toxicity [6]. Aj napriek pokrokom
v protinadorovej terapii sa stretdvame s urcitymi nevyhodami u jednotlivych lieCebnych
postupov, napriklad u chemoterapie, kedy podavanie niekol’kych chemoterapeutickych
latok vedie k tvorbe ROS, ¢o je jeden zeradikacnych mechanizmov na zniCenie
nadorovych buniek. Prave preto zameranie sa na ROS prostrednictvom antioxidantov
moze priniest’ pozitivne vysledky lieCby. Jednym z pozitiv mdze byt napriklad to, ze
niekol’ko chemopreventivnych latok v strave s antioxidaénymi vlastnostami mozu

jednak zosilnit’ radioterapiou vyvolané cytotoxické uc¢inky na nadorové bunky a zaroven
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tiez znizit toxicitu na zdravé okolité tkaniva. Dalsie pozitivum moZe priniest
individudlne poradenstvo ohladom antioxidantov ¢i doplnkov obsahujucich
antioxidanty onkologickym pacientom. Ti v dosledku lieCby ¢elia mnohym neziadicim
ucinkom, napr. chudnutie spdsobené nizkym prijimom vyzivy, strata chuti do jedla,
ktoré mozno obist’ prave tymto sposobom [7]. Preto sme sa v nasej praci zamerali na in
vitro skiimanie extraktov z papradi na bunkova liniu SW480, ¢o je bunkova linia
kolorektalneho karcindmu, ktory je v Ceskej republike, podl'a odhadov GLOBOCANU

2020, druhym najcastejSie sa vyskytujucim nadorovym ochorenim u muzov a Zien [8].



2. TEORETICKA CAST

2.1. Reactive oxygen species (ROS) — reaktivne formy kyslika

Ludsky organizmus je neustile vystavovany rdéznym faktorom produkujucim
volné radikaly ¢i iné oxidanty. Reaktivne formy kyslika (skratka ROS, prevzata
z anglického jazyka: ,reactive oxygen species), nazyvané aj ako volné kyslikové
radikaly, su ¢iasto¢ne redukované alebo excitované formy atmosférického kyslika [9]. Z
chemického hl'adiska st to akékol'vek paramagnetické Castice (atdbm, molekula ¢i 16n),
ktoré maji vo valen¢nej vrstve jeden, pripadne viac neparovych elektronov a su
schopné kratkodobej samostatnej existencie [10] ako latky tvorené jednym alebo
viacerymi atomami kyslika, ktoré su reaktivnejSie ako molekulovy kyslik. Patria k

najrozsirenejSim typom radikalov vznikajucich v l'udskom organizme [11] (Obr. 1).

2.1.1. Biochemicky a biomedicinsky vyznam ROS

Za fyziologickych podmienok su ROS pod dohl'adom obrannych mechanizmov,
ku ktorym patria antioxida¢né enzymy a antioxidanty, ako napriklad vitamin C, E alebo
karotenoidy. Tento dohl'ad nad tvorbou volnych radikalov je vel'mi dodleZity pre
zaistenie normalne fungujuceho bunkového metabolizmu. Hromadenie vol'nych
radikadlov v organizme vedie k poSkodeniu buniek v dosledku oxidacie bielkovin,
lipidov, nukleovych kyselin a d’alSich biomolektl. Ich zvySend tvorba suvisi aj so
vznikom réznych ochoreni ¢i s procesom starnutia [11].

Ak sa chce kyslik zucastnit’ na oxida¢nych reakcidch je nutné, aby sa aktivoval,
napr. fotodynamickym procesom za vzniku reaktivneho singletového kyslika s
nestabilnym elektronovym péarom, alebo postupnou redukciou jednym elektrénom. ROS
mozno odvodit’ od zakladnej molekuly kyslika troma naslednymi jednoelektronovymi
redukciami za vzniku superoxidového radikalu, peroxidu vodika a hydroxylového

radikalu, pricom v konec¢nej faze vznika voda [11] (Obr. 1).
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Obr. 1 Stvorelektrénova redukcia kyslika na vodu [12]
V Zivych organizmoch mézu vznikat' aj d’alSie reaktivne formy kyslika (Tab. 1):

Tab. 1 Charakteristika reaktivnych foriem kyslika [11]

Reaktivna forma O Symbol Polcas Vlastnosti

Superoxidovy radikél a5 10°s Slaby oxidant

Hydroperoxylovy radikal HO,’ Silnejsi oxidant ako O

Peroxid vodika H,0, mintty Oxidant, difiizia cez membrany

Hydroxylovy radikdl OH’ 1075 Extrémne reaktivny, diftizia len na vel'mi krétke vzdialenosti
Alkoxylovy radikal LO* 10°s Menej reaktivny ako OH', ale reaktivnejsi ako ROO"
Peroxylovy radikal LOO* 1075 Slabsi oxidant, vysokd difiizia

Singletovy kyslik l ‘0, 10°s Silny oxidant

Vol'né radikaly mozu byt’ pre organizmus prospesné, aj zivotu skodlivé. Co sa
tyka prospeSnosti, u vysSich rastlin sa zistilo, ze ROS reguluju vyvoj, diferenciaciu,
redoxny potencidl, signalizaciu stresu, interakcie s inymi organizmami, systémové
reakcie a smrt’ buniek [13-18]. Naopak ich Skodlivy potencidl spociva v tom, Ze moézu
vystupovat’ aj ako toxické vedlajSie produkty aerobneho metabolizmu a prispievat’ tak
k javu nazyvanému ,,0xidacny stres“. Tieto Skodlivé produkty su tvorené primarne v
chloroplastoch, mitochondridch a peroxizémoch. Taktiez st tvorené aj v inych
bunkovych kompartmentoch, ktoré obsahuji proteiny alebo molekulu s dostato¢ne
vysokym redoxnym potencidlom na excitaciu alebo darovanie elektronu vzduSnému
kysliku. Odstraiiované alebo detoxifikované st potom radom antioxidacnych enzymov
a antioxidantov [18]. Cely tento proces, od produkcie az po odstranenie ROS
antioxidaénymi mechanizmami prebiecha v bunkidch neustdle, aby sa zabranilo
niektorym z potencialne toxickych u¢inkov ROS, ktoré by mohli zahfiat’ oxidaciu a
poskodenie DNA, bielkovin a membréan [13-19]. Aj napriek Skodlivosti ROS, ulohou
antioxidac¢nej ochrany nie je ich Uplna eliminacia vzhl'adom k tomu, Ze kyslikové

radikaly plnia aj mnoZstvo ddlezitych fyziologickych funkcii [10].



2.1.1.1.  Priaznivé G¢inky ROS

Volné radikaly si okrem negativnych ucinkov zachovali aj pozitivny vyznam.
V zivych organizmoch maju nezastupitelnu fuknciu, samozrejme len v pripade, ze ich
koncentréacia v organizme je primerand [20], ze s aktivne na spradvnom mieste a nie su
namierené proti vlastnym biomolekulam [21,22]. Zohravaju viacero vyznamnych uloh,
medzi ktoré patri aj ich nepostradatena ucast’ v systéme neSpecifickej imunity,
v procese fagocytozy, ktory je mnajddlezitejSou prekazkou Sirenia patogénnych
mikroorganizmov v tele hostitela. Tohto procesu sa zucastiuju tzv. profesionalne
fagocyty (neutrofily, makrofagy), ktoré vyuzivaju vol'né radikaly kyslika a dusika ako
zbran proti patogénom a cudzorodym Strukturam [21-23]. Faza fagocytdzy, pri ktorej
dochadza k tvorbe kyslikovych radikélov, sa nazyva ,,respiracné vzplanutie®. Na tomto

jave sa podielaju enzymy NADPH — oxiddza a myeloperoxidaza.

NADPH - oxidaza, ktord je sucCastou plazmatickej membrany fagocytov,

katalyzuje vznik superoxidu [24]:

20; + NADPH — O »- + NADP++ H

Reakciou katalyzovanou superoxiddismutazou vznikad peroxid vodika, ktory néasledne
reaguje s chloridovymi i16nmi za vzniku kyseliny chlornej — reakciu katalyzuje
myeloperoxidaza:

02 °-+ 0y -+ 2H+ - H20: + O2
H,O; + Cl- — HCIO + OH

Vzniknutd kyselina chlérna s mohutnym oxidaénym ucinkom je schopnéa zabijat
baktérie, plesne, parazity a tumorové bunky. Taktiez je schopna podielat’ sa na vzniku

eSte reaktivnejSieho hydroxilového radikalu:

HCIO + Oz »- — HOe* CI- + O2



Pozitivne u¢inky ROS mozno pozorovat aj v d’alSich oblastiach [21,23]:

e hydroxylovy radikdl pri biosyntéze cholesterolu a zl¢ovych kyselin, pri
detoxikécii xenobiotik a d’al§ich liekov

e peroxid vodika pri oxidacii jodidu na jod v Stitnej zl'aze

e oxid dusnaty ajeho vazodilatatny efekt pri erekcii, ako neurotransmiter,
regulator imunitnych pochodov

e superoxid a peroxid vodika pri oplodnovani vajicka spermiou — superoxid
naruSa membranu vajicka, ¢im umoziuje vstup spermie a peroxid zabraiuje

d’alSiemu prenikaniu spermii do vajicka

Vd’aka svojim vlastnostiam maji dobré predpoklady pre Gicast’ na bunkovej signalizacii
ako signalne molekuly — druhi poslovia prevadzajuci extracelularne signaly za uc¢elom
vytvorenia Specifickej bunkovej imunity [25]. NajcastejSie sa jedna o peroxid vodika,

ktory vznikd zo superoxidu pri reakcii katalyzovanej superoxiddismutazou [26].

2.1.1.2.  Negativne u¢inky ROS

V bunkach Zivych organizmov sa nachddza mnoho zdrojov vol'nych radikélov s
toxickymi ucinkami. Stav naruSenej rovnovahy systému oxidant — antioxidant v
prospech prooxidanta mozno nazvat’ ako oxidacné pretaZenie, resp. oxidacny stres [27].

Oxida¢ny stres je v medicine a biologii dolezity pojem. S tymto pojmom
prvykrat priSiel nemecky doktor a biochemik Helmut Sies v roku 1985. Oxida¢ny stres
definoval ako stav, kedy hladiny ROS vyznamne prevySuji kapacitu antioxidanych
obrannych latok, ¢o v konecnom dosledku vedie k posSkodeniu biologického systému.
Vysoka hladina ROS v organizme moze byt spdsobena bud’to ich zvySenou tvorbou,
alebo nizkou aktivitou antioxida¢nych latok [28]. V zivych systémoch mdzu vznikat
napriklad fotodynamickou reakciou ¢i v redoxnych reakcidch. lonizujice Zziarenie
(RTG, radioaktivne ¢i UV) ma dostatok energie na to, aby rozstiepilo vizbu O'H vo
vode, za vzniku hydroxylového a vodikového radikalu, ktoré Castokrat mozu viest' k
poskodeniu koze ¢i rakovine. Tvorbu radikdlov mo6Zu navodit’ aj viaceré exogénne
faktory - chemické latky (ozon, CCls, pesticidy), medikamenty, chemoterapeutika a
podobne. V zivych systémoch vSak prevlada tvorba radikidlov v rdmci redoxnych

reakecii, ktoré prebiehaji bud’ samovol’ne, alebo st katalyzované enzymami.



Hlavnym zdrojom volInych radikdlov v organizme je elektrénovy transportny
systém lokalizovany v bunkovych organelach, nazyvanych mitochondrie. Mitochondrie,
tzv. bunkové elektrarne (zaistujuce tvorbu energie vo forme ATP), st organely
ohranicené membranami (vonkajSia a vnutornd). Membrana je tvorena fosfolipidovou
dvojvrstvou, ktorej sucastou st okrem lipidov aj proteiny, cholesterol ¢i
oligosacharidovy ret'azec. Kazda z tychto zloziek sa moze poskodit’ vplyvom ROS [11].

Okrem poskodenia biomolekul zohrava nadmerna produkcia ROS vyznamnu
ulohu aj pri zapalovych procesoch, urychl'uje starnutie a prispieva tiez k réznym
chorobnym stavom, ako napriklad pl'icne ochorenia, ateroskler6za a dalSie, s fiou
suvisiace kardiovaskularne choroby, onkologické a neurodegenerativne ochorenia
(Parkinson a Alzheimer), ochorenia GITu, l'advin, cievna mozgova prihoda, diabetes
a d’alSie [29]. Toto riziko sa zvySuje s vekom, kedze star$i I'udia su néachylnejs$i na
oxidacny stres v dosledku poklesu ucinnosti ich endogénnych antioxida¢nych
mechanizmov [30]. Kriziku prispieva aj nezdravy zivotny Styl, napriklad strava

a fajCenie [31].

2.1.1.2.1. Oxida¢né poSkodenie lipidov - lipidova peroxidacia

(LPO)

Jedn4 sa o najvyraznejSie poskodenie sposobené volnymi radikdlmi. Princip

poskodenia spociva v tom, Ze radikal, napr. OHe vzniknuty Fentonovou reakciou:
Fe** + 0y, > Fe** + «OH + OH"

zapri€iluje retazovu reakciu v blizkosti mitochondridlne; membrany, pri ktorej
dochadza k odtrhnutiu vodika z uhl'ovodikového retazca lipidovej membrany (LH).

Tejto reakcie sa zii¢astiiuji hlavne polynenasytené vyssie karboxylové kyseliny.
LH + OHe 2 L + H:O

Vzniknuty lipidovy radikal (Le) nésledne reaguje s O: avysledkom je peroxylovy
radikal:

Le + 02 > LOO-
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Peroxylovy radikdl méze potom dalej oxidovat membranové proteiny, cholesterol,
alebo moze napadat’ d’alSie polynenasytené mastné kyseliny, pricom vznika lipidovy
peroxid LOOH:

LH + LOO* - Le + LOOH
s ey |
polynenasytena VKK W‘"\/_\/
&l a" <«—> Fe* .R
alkylradikal \/TV_V :;*o.
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konjugované diény TS NS I_—J
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Obr. 2 Oxidacné poskodenie lipidov neenzymovou cestou a Stiepenie polynenasytenych
vyssich karboxylovych kyselin vplyvom volnych radikalov [11]

11



S lipidovym peroxidom vznik4 aj d’alsi lipidovy radikal, ktory moze znova
vstupovat’ do reakcie. Tato retazova reakcia sa tym padom $iri d’alej a pokracuje az do
momentu termindcie reakcie. Vysledkom LPO je pokles fluidity a strata celistvosti
(integrity) membrany, ¢im sa membrdna stdva priepustna aj pre latky fyziologicky
nepriepustné. Vzniknuté peroxylové radikaly poskodzuji membranové proteiny a
dochadza tak k inaktivéacii receptorov, enzymov a prenasacov. NavySe naruSenie
integrity membrany méze viest’ k d’alSej tvorbe vol'nych radikalov a jedna sa tak o akysi
zacarovany kruh. Degradaciou lipidovych peroxidov (LOOH) vznikaju latky ako etan ¢i
propan. Ich vznik signalizuje, Ze v organizme prebichaju nejaké patologické procesy
stivisiace prave s volnymi radikdlmi — zapalové stavy (akatny a chronicky),
ischemicko-reperfuzne poskodenie (IRP), diabetes mellitus alebo ateroskleroza.

Kone¢né produkty LPO st malondialdehyd (Obr. 3) a 4-hydroxynonenal (Obr.
4) — latky, ktoré moézu mat’ cytotoxické, mutagénne, genotoxické ucinky, ktoré¢ mézu
inhibovat’ syntézu bielkovin a DNA, inaktivovat enzymy ¢i modifikovat’ medzibunkova
komunikaciu pri ich reakcii s proteinmi, peptidmi, lipidmi, nukleovymi kyselinami

(NK) [11].

OH

O ° 7

Obr. 3 Malondialdehyd (MDA) [32] Obr. 4 4-hydroxynonenal [33]
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2.1.1.2.2. Oxida¢né poskodenie proteinov

K poskodeniu bielkovin m6ze ddjst’ po ich napadnuti radikalmi kyslika a dusika.
Konkrétne sa jedna o napadnutie bocnych retazcov aminokyselin pritomnych v
bielkovinach. Najviac citlivé st aminokyseliny cystein, methionin, prolin, arginin, lyzin

a aromatické AMK (Obr. 5).

4
H,N NH
% : \Protein —_— / \Protein

\ HQN/ _N/

O

O
/ NH»—Protein / NH-Protein

+ S

\ NH»—Protein ——N—Protein
O

Obr. 5 Reakcia MDA s bielkovinami, ktora vedie ku vzniku vnutro a medzimolekulovych

priecnych vizieb [11]

Oxidacné poskodenie bielkovin mozno zistit' pomocou indikdtorov. Jednym z
nich je koncentracia karbonylovych skupin. Karbonylové skupiny vytvaraja s -NH»
skupinami bielkovin (aminoskupinami) tzv. Schiffove bazy, pricom vznikaju priecne
vizby a proteinové agregaty. Tie mozu vznikat' aj pri oxidacii -SH skupin dvoch
cysteinovych zvyskov za vzniku disulfidovej vizby. Rovnako je to aj pri kombinacii
dvoch tyrozinovych radikélov, kedy vzniké dityrozin ako d’alsi indikator detekovatelny
Z mocu.

Oxida¢né modifikacie vedia k zmene sekunddrnej a tercidlnej Struktiry
bielkovin, ¢o v kone¢nom dosledku spdsobuje az zanik ich biologickej funkcie. Takto

poskodené bielkoviny potom ovela rychlejSie podliehaju proteolytickej degradécii.
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Naopak, vznikom agregatov sa degradacia proteinov nekona a tieto nefunkéné agregaty
sa hromadia v bunke. Tento nedegradovatel'ny material tvoreny oxidacne poskodenymi
bielkovinami a produktami LPO je hnedozltej farby a oznacujeme ho ako lipofuscin,

pigment starnutia. Predpoklada sa, ze ma nepriaznivé ucinky na funkcie bunky [11].

2.1.1.2.3. Oxidacné poSkodenie DNA

Poskodenie nositel’ky genetickej informécie bunky moéze nastat’ reakciou s
koncovymi produktami LPO (malondialdehyd a 4-hydroxynonenal), alebo priamou
reakciou DNA s volnymi radikdlmi. Reakcia genotoxickych aldehydov s dusikatymi
bazami ako je adenin a guanin, prispieva ku vzniku cyklickych produktov. Vsetky
stavebné jednotky DNA mo6Zzu reagovat s vol'nymi radikalmi, priCom sa poskodzuju
nielen bazy purinové a pyrimidinové, ale aj monosacharid deoxyriboza. Najznamejsia
oxidac¢na reakcia je adicia OHe na uhlik Cs — vznikd 8-hydroxyguanin.

Podobne ako poskodenie bielkovin, aj poskodenie DNA je mozné zistit
pomocou indikatora — meranie 8-hydroxydeoxyguanozinu v moc¢i. Oxida¢ne poSkodena

DNA je pric¢inou vznikajicich mutécii a karcindmu, taktiez pri¢inou starnutia [11].

2.1.2. Antioxidanty a antioxida¢na ochrana organizmu

Evolucia organizmov v prostredi bohatom na zdroje vol'nych radikalov viedla k
vyvoju viacerych antioxida¢nych obrannych systémov na ochranu zivotne dolezitych
biomolekul pred ROS [28]. Okrem toho je obrannou liniou aj mnozstvo zlozZiek, ktoré

organizmus prijima potravou ¢i potravinovymi doplnkami.

Mechanizmy ochrany organizmu pred Skodlivym vplyvom volnych radikdlov mozZno
rozdelit' na [11]:

1. prevencia tvorby vol'nych radikdlov

zastavenie neziaducich oxida¢nych reakcii zachytavanim

premenou vol'nych radikdlov na menej reaktivne latky

reparacia poSkodenych molektl a bunkovych Struktar

wok wN

expresia génov, ktoré koduju antioxidanty
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Termin antioxidant mozno definovat” ako kazdu latku, ktora dokaze zabranit’,
znizit' alebo napravit' poskodenie ciel'ovej biomolekuly, ktoré je sposobené ROS. V
biologii a medicine existuje vela roznych druhov antioxidantov, ktoré su klasifikované

roznymi spdsobmi [28].

2.1.2.1. Enzymové antioxidanty

Medzi hlavné endogénne antioxidatné enzymy patri superoxiddismutaza,

kataladza a glutationperoxidaza.

Superoxiddismutiza (SOD) je v prvej linii antioxidaéného systému. Je to
metaloprotein katalyzujlici premenu superoxidového radikélu na H>O; a vodu. Existuju
3 izoformy v I'udskom organizme:

e Cu'/Zn**-SOD (SOD1) — v cytosole

e Mn*"-SOD (SOD2) — v mitochondridch

e EC-SOD (SOD3) — v extracelularnej matrix, obsahuje tiez iony Cu* a Zn>" ako
SOD1

Pritomnost’ a spravna koordinacnd vézba i6nov kovov je dolezitd pre funkciu enzymu.
Kataldza je enzym, ktory sa podiel'a na premene H2O2 na Oz a vodu.

Glutationperoxidaza (GPx) je enzym pritomny najmd v cytosole a
mitochondriach, katalyzujuci rozklad H>O; a d’alSich peroxidov pomocou glutationu
(GSH), NADPH a enzymu glutatiéonreduktdzy (GRed) — ten redukuje oxidovanu formu
glutationu (GSSG) na GSH. GPx sa skladd zo Styroch podjednotiek, pricom kazda
obsahuje esencialny mikroprvok selén. Nedostatony prijem selénu v potrave zniZzuje

antioxida¢nt obranyschopnost’ organizmu [11].
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2.1.2.2. Neenzymové proteinové antioxidanty

Za neenzymové proteinové antioxidanty mézno povazovat’ bielkoviny, ktoré na
seba viazu i6ny zeleza a medi — napriklad transferin, laktoferin, feritin a ceruloplazmin.
Do tejto skupiny antioxidantov tiez patria bielkoviny s thiolovymi skupinami schopné
eliminovatt volné radikaly podobne ako GSH. Vyznamnym extracelularnym
antioxidantom tohto typu je albumin, ako naprostd vicSina antioxidacnej kapacity
krvnej plazmy, spolu s kyselinou moc¢ovou. Mimo toho, ze dokaze na seba viazat’ idony
medi, obsahuje tiez -SH skupinu, vd’aka ktorej vie detoxikovat' peroxid vodika ci

kyselinu chlornu [11].

2.1.2.3. Neenzymové nizkomolekulové antioxidanty syntetizované v

organizme

Tato skupina antioxidantov je neobycajna. Patria sem latky, ktoré okrem funkcie
antioxidantov plnia aj iné biologické funkcie (hormondlna funkcia), pripadne sa moze
jednat’ o degradacné produkty bunkového metabolizmu. Ich G€inky boli dokézané in

vitro [11].

Tab. 1 Neenzymové antioxidanty [11]

Antioxidanty syntetizované v organizme Antioxidanty v potrave

Bilirubin Kyselina askorbové — vitamin C
Glutation, tioredoxin Vitamin E

Kyselina mocova Karotenoidy

Koenzym Q Rastlinné fenoly (catechin, quercetin)
Kyselina lipoova

Melatonin

Pohlavné hormony
2-oxokyseliny

Dipeptidy obsahujuce His
Albumin
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2.1.2.4. Nizkomolekulové antioxidanty ziskané potravou

Medzi antioxidanty prijimané potravou patria predovsetkym vitaminy a stopové
prvky.

Vitamin C (kyselina askorbova) — vo vode rozpustny vitamin nielen s
antioxida¢nymi, ale aj s prooxida¢nymi t¢inkami. Podstatou antioxida¢ného ucinku je,
ze askorbylovy radikal vznikajuci pri reakcii *O>”a *OH nie je dostatoCne reaktivny.
Oxidovany dehydroaskorbat vznikajuci reakciou dvoch askorbylovych radikalov sa
moze redukovat’ spiat’ na askorbat pomocou GSH a NADPH, alebo dochiddza k jeho
degradacii. Prooxidacny efekt mad vitamin C in vitro, kedy v pritomnosti zeleza
podnecuje tvorbu H2O2 a *OH, avSak za fyziologickych podmienok eSte nie je uplne

jasny tento jeho ucinok [11].

Vitamin E — vitamin rozpustny v tukoch s dominantnym postavenim medzi
antioxidantmi, hlavne forma — a-tokoferol. Okrem toho, ze vychytdva kyslikové
oxidanty, jeho vyznamnou tlohou je termindcia LPO v membréanach a lipoproteinoch.
Podstata spociva v tom, Ze peroxylové radikéaly premiena na lipidové peroxidy a sam sa
meni na radikal tokoferylovy. Tento radikal uz vsak nie je reaktivny a ani nepokracuje
v lipidovej peroxidacii. Za pomoci vitaminu C alebo GSH sa potom vracia do povodnej
podoby - o-tokoferol. Pri tejto regenerdcii vitaminu E vznikd pre zmenu radikél
kyseliny askorbovej, ktory sa nasledne detoxikuje [11]. Spolupraca hydrofilnych
a lipofilnych vitaminov je v antioxidacnej ochrane organizmu velmi doleZitd, lebo
prave vdaka takejto spolupréaci sa radikalovd podoba vitaminu dostdva do vodného

prostredia, kde sa bud’ d’alej premiena, alebo sa z organizmu eliminuje [11].

Karotenoidy — dolezitu Glohu zohrava B-karotén, ako prekurzor vitaminu A.
Jeho ulohou je vychytivanie peroxylovych radikéalov atieZ detoxikacia singletového
kyslika — absorbcia excitacnej energie a vratenie molekuly do zakladného stavu. Tieto

antioxidanty nazyvame aj ako tzv. zhasace [11].

Flavonoidy — su sucast'ou cervenych, modrych a Zltych pigmentov v rastlinach.
Potravinovym zdrojom je najmi ovocie, zelenina, zeleny a ¢ierny €aj ¢i Cervené vino.
Najviac rozsirené flavonoidy st kamferol, kvercetin a rutin. Ich ucinok je rézny —

inhibicia LPO, vychytavanie radikalov, chelatory Zeleza [11].
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Syntetické antioxidanty — jednd sa predovSetkym o chelatotvorné latky
s vyuzitim pri intoxikacii tazkymi kovmi — dimerkaprol (otrava As, Hg), penicilamin
(otrava Cu, zabranenie jeho kumulécie), EDTA (otrava Pb), deferoxamin (otrava Fe).
Mozu pdsobit’ aj ako vychytavace volnych radikalov (N-acetylcystein pri intoxikacii

paracetamolom) [11].

Sekunddrne obranné mechanizmy — enzymy podielajuce sa na repardcii
poskodenej DNA a tiez rozne lipo a proteolytické enzymy, ktoré odstranuju oxidacne
poskodené lipidy a proteiny. Hlavnou cestou degradacie tychto poskodenych zloziek je

proteolyticky komplex — proteazéom [11].

2.2. Vyssie rastliny

VysSie rastliny (Cormobionta) su zvicsa autotrofné rastliny, ktoré sa vyvinuli z
niz8ich rastlin. V priebehu evolucie teda opustili vodné prostredie a zacali sa
prispdsobovat’ suchozemskému Zivotu. Ich telo tvori tzv. cormus, ktory je
diferencovany na vegetativne a reprodukéné organy a ma zlozitejSiu stavbu nez telo
niz$ich rastlin (tj. stielka - thallus). Ked’Ze u tychto rastlin doslo k ich presunu z vody na
sucht zem, musel vzniknut’ akysi systém transportu vody s rozpustenymi latkami po
celom tele. Tento systém sa nazyvaju vodivé pletiva, ktoré v rastlinnych organoch
vytvaraju cievné zvizky. Teld vySSich rastlin sa skladaju z diferencovanych buniek. Tie
vytvaraju pletivd a pravé organy — koren, stonka a list. Delime ich na dve skupiny -
vytrusné rastliny, rozmnozujice sa vytrusmi a semenné rastliny, ktoré sa rozmnozuju

semenami [34].

2.2.1. Vytrusné rastliny

Vytrusné rastliny (Sporophyta) sa starobylou skupinou rastlin, ktord sa vyvinula
z niz§ich rastlin (zelené riasy). Rozmnozovaciu funkciu u nich plnia vytrusy. V ich
zivotnom cykle sa striedaju dve Zivotné $tadia — rodozmena - striedanie pohlavnej a
nepohlavnej generdcie. Nepohlavnad generdcia — sporofyt - vytvdra charakteristické
reprodukéné organy nazyvané vytrusnice (sporangid). Tie produkuji vytrusy (spory),

ktoré v zemi klicia a vyrasta pohlavna generacia - gametofyt (prokel).
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Prokel je zvéacsa obojpohlavny a produkuje obe gaméty, aj vajicka v archeogonoch, aj
spermie v anterididch. Oplodnenie si vyzaduje vodné prostredie, pri ktorom vznika

zygota (2n). Vysledkom je sporofyt s vytrusnicou, v ktorej vznikaja vytrusy [34].
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Obr. 6 Rodozmena rastlin [35]

Medzi vytrusné rastliny (Sporophyta) patria tieto oddelenia [34]:

Oddelenie: RYNIORASTY (Ryniophyta)
Oddelenie: MACHORASTY (Bryophyta)
Oddelenie: PLAVUNORASTY (Lycopodiophyta)
Oddelenie: PRASLICKORASTY (Equisetophyta)
Oddelenie: SLADICORASTY (Polypodiophyta)

A S
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2.2.1.1. Paprad’orasty

Sthrnnym nazvom papradorasty sa oznacCuje posledna skupina vytrusne sa
rozmnozujucich rastlin. Sa najstarSie z prvohor, ich vyvoj dosiahol vrchol v obdobi
druhohor. Za ich predchodcov mozeme povazovat prvé zelené suchozemské rastliny.
So zivotom na suchej zemi sa ich teld viac a viac rozliSovali a vznikli rastové a
vyzivovacie ustroje s cievnymi zviazkami. Taktiez sa vytvorili aj korene, ktorych tllohou
je upevnit’ rastlinu v pdde a zaistit’ jej prisun zivin, ktoré su pre existenciu nevyhnutné.
Postupne vznikla aj nadzemna by!’ s listami.

Paprade mierného klimatického pasma su tienomilné byliny. NajznamejSia,
najhojnejSie zastipena u nas a farmaceuticky dolezita je mohutna paprad’ samcia,
rastuca v tienistom a vlhkom prostredi. V tropickom pasme nédjdeme aj stromovité
druhy, podobné uz vyhynutym druhom pochadzajucich z prvohornych mocaristych

pralesov [36].

2.2.1.1.1. Paprade v liecebnej praxi, vo vede a vyskume

.....

bohatym zdrojom zlucenin s r6znou farmakologickou aktivitou sa pouzivali v 'udovom
liecitel'stve a ich ucinky sa vyuZzivaji aj dnes, v rdmci podpory l'udského zdravia pri
liecbe ochoreni [37]. K tymto rastlinAm patri aj skupina cievnatych suchozemskych
rastlin, ktora hraje dolezita rolu v zdravi a strave - paprade [38]. Ich vyuzitie v lieCebnej
praxi je roznorodé. Pouzivaji sa pri beznych ochoreniach vdaka ich ocistnému a
antibakteridlnemu Uc¢inku, na liecbu Zalido¢nych a renalnych infekcii, ako diuretika,
analgetika (na bolest’ hlavy, Zaludka, GITu) a protizapalové latky [39]. SU velmi
zaujimavé aj z hl'adiska reprodukénej bioldgie a produkcie Specifickych sekundarnych
metabolitov, vd’aka ¢omu sa stali stredobodom pozornosti pre vedu a vyskum, ktoré sa
zaoberaju prave ich bioaktivnymi zlozkami [40,41].

Existuje niekol’ko $tadii zameranych na obsahové latky papradi. Jednd sa
o Siroktl Skalu fytochemikalii, napr. alkaloidy, flavonoidy, polyfenoly, karotenoidy,
terpenoidy a steroidy, ktoré funguji ako prirodné inhibitory enzymov a su zodpovedné
za protizapalové, antimikrobidlne, antivirusové a antioxidacné vlastnosti vo vztahu

k voI'nym radikélom [40-42].
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Problematike volnych radikdlov a antioxidanych vlastnosti sa venuje aj
experimentalna Cast' tejto diplomovej prace. Zamerand je na Styri konkrétne druhy
papradi a to Athyrium filix — femina, Dryopteris dilatata, Dryopteris borreri a Blechnum

spicant.

2.2.1.1.2. Athyrium filix — femina (Papradka samicia)

Papradka samicia patri medzi trvace byliny z ¢el’ade papradkovité (Athyriaceae).
Jedna sa ovelku, az 1m vysoku paprad. Typicky je hruby podzemok pokryty
tmavohnedymi plevinami, ktoré pokryvaju aj rozsirené bazy listovych stopiek. Listy su
vel'ké a rasti v bohatej prizemnej ruzici. Maji podlhovasto kopijovité, dvojito az trojito
perovito zlozené Cepele listov, ktoré su na vrchole koncisté. Rastlina sa rozmnoZuje
vytrusmi, ktoré vytvaraju tzv. kopky. Kopky vytrusnic su velmi pocetné a objavuju sa
kazdorocne (jul — september) na rube kazdého listu. Vytrusnice st drobné, Ciarkovité.

Papradka je spolahlivym ukazovatelom podméacanych lesnych pdd. Vel'mi bujne
rastie v presvetlenych lesoch, kde je Castokrat aj dominantnou rastlinou, avsak v plnom
svetle sa jej nedari. Je cirkumpoldrnym horskym druhom, ktory nijdeme v severnej
Afrike, v Europe, v azijskych horach ¢i v Severnej Amerike, vzdy v lesnych oblastiach

[43].

Obr. 7 Athyrium filix-femina [44]
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2.2.1.1.3. Dryopteris dilatata (Paprad’ rozloZena)

Paprad’ rozlozend je wvytrvala, vytrusnd bylina zcelade papradovité
(Dryopteridaceae). Pre rastlinu je charakteristicky kratky, plazivy podzemok a listy
rozlozené do riedkej ruzice, dlhé az 100cm. Listy st perovité, pricom na rube kazdého

listu sa vytvaraju kopky vytrusnic. Lahko sa [damu a dokazu prezimovat’.

Paprad’ najlepSie prosperuje v tienistych az polotienistych stanovistiach,
prevazne vo vlhkych horskych oblastiach. Preferuje bukové a smrekové lesy, vlhkeé
skaly v roklindch ¢i pobrezné jelSiny. Vyskytuje sa naprie¢ celou Eurdpou, rovnako tiez
v Severnej Amerike. Prakticky vobec sa nepestuje. Ak ano, zvykne sa vysadzat’ na sever
orientované strany budov, kde je obvykle hlboky tieti. Dari sa jej aj pod korunami

stromov [45].

Obr. 8 Dryopteris dilatata [44]
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2.2.1.14. Dryopteris borreri (Paprad’ rezava)

Paprad’ rezava patri do ¢el'ade papradovité (Dryopteridaceae). Je vytrvala velka
paprad’, ktord sa vyznacuje jedno alebo viachlavym podzemkom. Typické su lesklé
tmavozelené listy s Cepelou dvakrat sperenou, prezimujuce. Na ich rube sa nachadzaju
vytrusnice sliziace na rozmnozovanie.

Tento rastlinny druh preferuje tienisté pddy humoézne, listnaté ¢i zmieSané lesy.
Nachadza sa tieZ na strmych balvanistych svahoch, na dne roklin ¢i na okraji lesnych
ciest. Vramci Ceskej republiky ju nachddzame najmi v horskych a podhorskych
oblastiach Moravy a Sliezska [46]. Povazuje sa za vzacny druh horskej paprade, ktory je

aj zaradeny do zoznamu ohrozenych rastlin v rimci Ceskej republiky [47].

Obr. 9 Dryopteris borreri [48]
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2.2.1.1.5. Blechnum spicant (Rebrovka roznolista)

Rebrovka roznolistd je stalezelend, vytrvala paprad’ s kratkym cervenohnedym
podzemkom, ktory je na bazach mladych listov pokryty Zltohnedymi az hnedymi
plevinami. Rastlina puta pozornost’ svojimi syto zelenymi, lesklymi, kozovitymi listami,
ktoré rasti stopkovito, st od seba funkéne oddelené a rasti v hustych trsoch [49]. Na
Rebrovke roziSujeme dva typy listov. Neplodné listy, ktoré previsuju k zemi, su
naplosko rozlozené a dokazu prezimovat’ do nasledujuceho roku a plodné listy, ktoré
naopak vyrastaju vzpriamene. Na ich spodnej strane vyrastaji vytrusnice, ktorych
vytrusy dozrievaju v priebehu leta (jin — jil). Po dozreti vytrusov tieto listy odumieraju
[43].

Vyskyt Rebrovky sa viaze na kyslé pddy s dostato¢nou nielen pddnou, ale aj
vzdusnou vlhkost'ou. M6Zeme ju najst’ v biotopoch od smrekovych lesov, raselinnych
borin, cez bukové lesy az po hlboké skalné rokliny s klimou inverzného charakteru.
Jedn4 sa o druh tienistych stanovist, ktory sa vyskytuje v Eurépe, vychodnej Azii,
Severnej Amerike, Afrike, na Kanarskych ostrovoch ¢i v krajinach Blizkeho vychodu.

V Ceskej republike sa vyskytuje predovietkym v montannych oblastiach [49].

Obr. 10 Blechnum spicant [44]



3. CIEL PRACE

Ciel'om mojej diplomovej prace bolo:
1) Stanovit’ antiproliferativny ucinok vybranych extraktov z papradi na nadorovu
liniu SW480
2) Stanovit’ vplyv extraktov z papradi na tvorbu reaktivnych foriem kyslika (ROS)
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4. EXPERIMENTALNA CAST

4.1. Material a chemikalie

e Bunkova linia SW480 — (ATCC, UK)

e DMEM high glucose (Dulbecco’s Modified Eagle’s médium) — (Sigma-Aldrich,
CR)

e FBS — fetalne bovinné serum - (Lonza, CR)

e HEPES - 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-ethanesulfonic acid - (Sigma-
Aldrich, CR)

e Penicilin/Streptomycin — (Lonza, CR)

e PBS - fosfatovy pufr — (Sigma-Aldrich, CR)

e Trypsin-EDTA — (Lonza, CR)

e Trypanova modra — (Biotech, CR)

e DMSO — dimethylsulfoxid - (Sigma-Aldrich, CR)

e  WST(s)-1 - Water-soluble Tetrazolium salts - (Sigma-Aldrich, CR)

e H,DCF-DA - 2,7-dichlorodihydroflourescein diacetat - (Sigma-Aldrich, CR)

e HBSS - Hanks' Balanced Salt Solution - (Sigma-Aldrich, CR)

e TBHP - terc-butyl hydroperoxide - (Sigma-Aldrich, CR)

e Bezné chemikalie Cistoty p.a.

4.2. Pomocky a pristroje

Pomocky

Sterilné (plastové) kultivacné nadobky, jednorazové pipety sterilné (5, 10 ml),
manuélne a automatické pipety (jedno a multikanalové), Spicky (sterilné a nesterilné),
pipetova¢, 96-jamkové dosticky, vanic¢ky, kadicky, mikroskimavky, Biirkerova

komorka, jednorazové rukavice, stojan na skimavky, kahan.

Pristroje
Laminarny box (BioAir AURA 2000 M.A.C.), CO2 inkubator (Heraeus Heracell

150), mikroskop (Nikon Eclipse TS 100), vodna ldzen (Memmert), dostickovy reader
(Tecan Infinite M 200).
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4.3. METODY

4.3.1. Bunkové linie

V experimentalnej Casti diplomovej prace bola pouzita bunkova linia SW480
(Obr. 11), pdvodne izolovand z nadorového tkaniva 50 roéného muZza s
diagnostikovanym kolorektdlnym adenokarcinomom. Od tejto linie bola neskor
odvodend d’alSia, a to SW620 bunkova linia, ziskana z metastatick¢ho depozita, ktorym
boli lymfatické uzliny rovnakého muza.

V sucasnosti sa pre experimentalne ucely vyuziva banka bunkovych kultar
ATCC (American Type Culture Collection), odkial’ sa bunky ziskavaju a kde su tieto

bunky pestované za presne stanovenych podmienok nevyhnutnych pre ich rast [50].

ATCC Number: CCL-228
Designation: SW 480

i ]

Low Density Scale Bsr! 100pm Hh Density ] Scale Bar = 100um

Obr. 11 Nadorova linia SW480 [51]

4.3.2. Kultivacia buniek

Na kultivaciu buniek SW480 boli pouzité sterilné kultivaéné nadobky, priCom
samotna kultivacia prebiehala v inkubatore za presne stanovenych podmienok — teplota

37°C, minimalne 5% obsah CO; a 90% relativna vlhkost’.
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4.3.3. Kultiva¢né médium

Vo vseobecnosti plati, Ze pre pracu s bunkovymi kultirami je vel'mi doélezité
nastavenie kultivaénych podmienok takych, aby co najviac napodobnovali prostredie
fyziologické (in vivo). Tieto podmienky mozno docielit vyberom spravneho
kultivaéného média. Vyber je vzdy empiricky, priCom sa vychadza bud’ zo sktisenosti,
alebo z idajov publikovanych inymi laboratoériami. Spravnost’ vyberu je nutnostou pre
dosiahnutie spravnej kultivacie.

Kultivaéné médium je substrat poskytujici vyzivu a vhodné podmienky in vitro.
Jedna sa o vodny roztok obsahujuci mnoho, niekedy aj niekol’ko desiatok latok, ktoré st
potrebné pre rast a delenie buniek. Medzi tieto latky radime napr. anorganické soli,
ktoré sa podiel’aju na udrziavani osmotického tlaku a pH, d’alej puft, ktorého ulohou je
udrzat’ stale pH. Okrem toho st vel'mi dolezité aj latky sluziace ako zdroj energie pre
bunky. K takymto latkam patri glukéza, lipidy a mastné kyseliny, proteiny a takisto aj
vitaminy, stopové prvky. Mozny je aj pridavok antibiotika ¢i krvného séra, ktoré vedia
vylepsit’ zloZenie média. NajpouZzivanejSie krvné sérum je fetdlne bovinné sérum (FBS).
Toto sérum predstavuje zdroj rastovych faktorov a bielkovin. Obsahuje tiez inhibitory
proteaz, vitaminy a stopové prvky. FBS ma vSak aj svoje nevyhody, ako napriklad
vysSie riziko prenosu infekcii na bunky. Tato problematika sa preto rie$i vyuzitim
bezsérovych kultivaénych médii, ktoré st sice drahSie, no maji komplexnejsie zloZenie
oproti médiu klasickému. Ich nevyhodou je vSak horsi rast bunkovych kultar [52].

V nasich experimentoch bolo pouzité kultivaéné médium DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s médium) s vysokym obsahom glukézy (4,5 g/l) a L-glutaminu. Pred
pouzitim sa vSak muselo spravne pripravit. K 450ml DMEM high glucose sa pridalo
50ml FBS, 5ml HEPES pufra a Sml ATB penicilin/streptomycin. Hotové médium sa
dokladne premieSalo a ulozilo na tmavé a chladné miesto, do chladnicky pri teplote od

2-8°C.

4.3.4. Pasizovanie buniek

Preciznost’ a doslednost’ pri starostlivosti o bunkové kultary st kl'ucom
k tspechu kazdého jedného experimentu. Kultivaéné podmienky by mali ¢o najviac

kopirovat’ prostredie in vivo a bunky by mali byt pravidelne pasaZzované.
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Pasdzovanie je nariedenie a prenos buniek na nové kultivaéné médium. Tento
proces sa uskutociiuje v lamindri zaistujicom aseptické podmienky, aby nedoslo ku
kontaminacii a vykonava sa pravidelne (my 2x tyzdenne), aby sa bunky udrzali pri
zivote. Ak by sa nechali v nddobke prilis dlho bez pasaze, doslo by k ich premnoZeniu,
ziviny v médiu by sa vycerpali a bunky by odumierali. Podstata spoc¢iva v odobrati Casti
buniek, ich zmiesenie s novym médiom a prenesenie do novej kultivacnej nadobky.

Pred samotnou pracou bolo vzdy potrebné vopred si prichystat’ pracovisko. Ako
prvé sa umyli ruky anasledne pripravil laminar — vysvietil sa UV lampou, ¢im sa
zabezpecila sterilita prostredia, v ktorom cely proces prebiehal. Medzitym sa vybralo
médium, PBS a trypsin a vSetko sa vlozilo do 1dzne vytemperovanej na teplotu 37°C. Po
15min sa UV vyplo, zaplo sa laminarne pradenie, vybrala sa UV lampa a do lamindara sa
umiestnili vSetky potrebné pomdcky a latky. Do lamindara sa vlozilo (vSetko vystriekané
liechom): odpadna kadicka, 2x5ml a 1x10ml pipeta, pipetova¢, médium, PBS, trypsin,
pripadne aj nova kultivacnd nadobka. Tymto sa skoncila pripravna faza a mohlo sa
prejst’ k samotnej pasazi.

Bunky sa vytiahli z inkubatora a pod mikroskopom sa skontrolovalo, ¢i ich je
dostatok. Nasledne sa preniesli do lamindra, kde sa z kultiva¢nej nadobky zlialo
médium a bunky sa 2x oplachli 7ml PBS. Oplachom sa odstranilo médium so sérom
a vSetkymi sol'ami, ktoré by mohli trypsin inhibovat’. Rovnakou pipetou sa pridali 1,2ml
uz spominaného trypsinu. Jemnym kriZivym pohybom nadobky sa zaistilo, Ze sa
trypsin rozprestrel po celom dne, aby mohol rovnomerne pdsobit’. Nadobka sa opit’
vlozila do inkubatora a trypsin sa nechal pdsobit’ priblizne 5Smin (37°C, 5% CO»), kym
sa vic¢Sina buniek neuvolnila od kultiva¢ného povrchu a aj od seba navzdjom. Po Smin
sa pod mikroskopom skontrolovalo, ¢i sa bunky pustaju a ¢i maju gulovity tvar. Ked uz
drviva vicsina mala tvar gul'ovity, bunky sa eSte sklepli uderom z boku na nadobku.

Aby sa zabréanilo natraveniu buniek poOsobenim trypsinu, bolo potrebné ho
nariedit’, a to pridanim 4ml kultivacného média s obsahom FBS. Vzniknuta suspenzia sa
pomocou pipety niekolkokrat nasdvala a vypustala, aby sa zaistila homogenita.
Pasézovalo sa podl'a potreby do kultivacnych nadob — suspenzia sa pipetou vysala tak,
aby tam zostal 1ml, ku ktorému sa nasledne pridalo 12ml c¢istého média, ¢im sa
pasazovanie ukoncilo. Nadobkou sa potriaslo, aby sa suspenzia rovnomerne rozprestrela
avlozila sa do inkubatora s pootvorenym vrchom. Zbytok vysatej suspenzie sa bud’

odstranil, alebo pouzil na nasadzovanie buniek.
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4.3.5. Poclitanie buniek

NajjednoduchSou metdédou pocitania buniek, resp. urCovania koncentracie
bunkovej suspenzie je vyuzitie Biirkerovej komorky. Jedna sa o Specidlne podlozné
sklicko s 2 meracimi polickami, ktoré je tvorené sustavou velkych Stvorcov (9),
ohranic¢enych trojitymi ¢iarami a sustavou malych Stvorcov (16), vlozenych do Stvorcov
vel'kych a ohrani¢enych dvojitymi ¢iarami.

Do mikroskimavky sa napipetovalo 10ul bunkovej suspenzie, ziskanej
predchodzou pasazou a 10ul trypanovej modrej. Po dokladnom pretrepani sa odobralo
10ul nariedenej suspenzie a napipetovalo sa do oboch polovic komorky. Naplnena
komoérka bola vlozena pod mikroskop apocitali sa vSetky bunky v 5 Stvorcoch
uloZenych v diagondle, priCom bunky leziace na ¢iarach sa pocitali len z dvoch stran

(horna a l'ava) (Obr. 12).

Obr. 12 Pravidlo pre pocitanie buniek v Biirkerovej komorke [53]

Bunky ¢iernej farby sa pocitaju, svetlé bunky nie.

Vypocet koncentracie buniek v 1ml podla vzorca:

X
=2 2.10%
€= 3

C.......pocet buniek v Iml
x/5....poc¢et buniek napocitanych v 1 Stvorci Biirkerovej komorky
2......riedenie

10*...prepocet mnozstva na 1 ml
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4.3.6. Nasadzovanie buniek

Po vypocitani koncentracie buniek za pomoci Biirkerovej komorky sa nasledne
pripravila bunkova suspenzia. Pripravila sa v objeme 10ml (vratane rezervy pre
multikanalov pipetu), kedze do kazdej jamky 96-jamkovej dosticky je treba
napipetovat’ 100ul buniek.

Potrebny objem bunkovej suspenzie sa vypocita zo vztahu:

Cy .Uy
V1=

C1

v1... objem bunkovej suspenzie, ktory potrebujeme

c1... spocitana koncentracia buniek

Vv2... objem potrebny na celd (96j) dosticku = 10ml

c2... koncentracia buniek, ktoru na experiment potrebujeme; zavisi od doby expozicie

danou latkou (pouZivala sa koncentracia 2.10%)

Vypoctom sa zistilo, aky objem bunkovej suspenzie je potrebny na experiment. Ziskana
hodnota sa potom doplnila takym mnoZstvom média, aby celkovy objem suspenzie
predstavoval 10ml. Z tohto objemu sa nasledne napipetovalo 100ul do kazdej jamky.
Hotova dosti¢ka bola vo finale oznacend a ulozena do inkubétora na 24h. Pripravovali

sa vSak 3 dosticky, na 3 casové intervaly — 24, 48 a 72h.

4.3.7. Ovplyviiovanie buniek testovanymi latkami

Expozicia buniek testovanymi latkami sa uskutoctiuje po 24h od nasadenia
buniek na dosticku. Samotnej expozicii vSak predchadza eSte priprava zasobnych
roztokov. Cely tento proces musi prebiehat’ v sterilnom prostredi laminarneho boxu.

Zahriat¢ médium a rozmrazené testované latky sa vlozili do laminara spolu
s d’al$imi potrebnymi pomockami. V ivodnom screeningu na SW480 bolo pouzitych 16
vzoriek, vyhodnotenych po 72h (Obr. 14 — vysledky). Na zaklade vysledkov z tohto
screeningu boli pre d’alSie experimenty pouZité uz len niektoré vzorky - 2, 12, 13 a 40,

kazda vzorka v dvoch koncentraciach (10 a 100pg/ml).
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V prvotnom experimente boli pouzit¢ vSetky tieto vzorky v oboch
koncentraciach (spolu 8), pricom cielom bolo zistit, akd vzorka ma najvacsi efekt.
Tento efekt sa sledoval vtroch casovych intervaloch - 24, 48 a72h, preto sa
pripravovali 3 dosticky (suvisia s tym aj jednotlivé objemy roztokov). Do vanicky sa 8x
napipetovali 3ml média a 3ul z kazdej vzorky, ktoré boli zoradené vzostupne. Ako
kontroly sa pouzili 10% DMSO amédium s pridavkom 0,1% DMSO (K) — ¢o
odpovedalo koncentracii DMSO vo vzorkach. Po priprave expozic¢nych roztokov sa
tieto roztoky dokladne premiesali a nasledne nanésali na 3 kultivacné dosticky potom,
¢o sa odsavackou vysali vSetky jamky. NandSalo sa 100ul do kazdej jamky a to

nasledovne (Tab. 3):

Tab. 3 Sposob nanaSania vzoriek na dosti¢ku

1]2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

T Q| m| =™ I al W >

K | 2/10 | 2/100 | 12/10 | 12/100 | 13/10 | 13/100 | 40/10 | 40/100 | DMSO

Po tivodnom screeningu sa d’alej dokladnejsie testovali uz len tie latky, ktoré
mali na bunky nejaky efekt. V tomto pripade to boli vzorky 13 a 40, ktorych spektrum
sme si ale rozsirili o d’alSie koncentracie (50 a 200pg/ml), aby sme ziskali presnejSie
vysledky. Tieto koncentracie vSak bolo nutné pripravit. 50pg/ml sa pripravilo zriedenim
100pg/ml s DMSO v pomere 1:1. 200ug/ml nebolo nutné pripravovat’, stacilo pouzit
dvojnasobné mnozstvo koncentracie 100pg/ml (kontrola mala nasledne takisto
dvojnasobnu koncentraciu DMSO). Postup pripravy jednotlivych roztokov vo vanicke
bol identicky s predchodzim (3ml média + 3ul vzorky), okrem 200ug/ml koncentracie —
pri ktorej sa pouzilo 6ul vzorky (100pg/ml) + 3ml média. Opédt sa nanaSalo na 3
kultiva¢né dosticky, 100ul do kazdej jamky (Tab. 4). Pripravené dosticky sa nakoniec

vlozili do inkubatora a nasledne sa vyhodnocovali po uplynuti 24, 48 a 72h.
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Tab. 4 Sposob nanaSania vzoriek na dosti¢ku

1|2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

T Q ™| m| O o al W o>

K| 13/10 | 13/50 | 13/100 | 13/200 | 40/10 | 40/50 | 40/100 | 40/200 | DMSO

4.3.8. Vyhodnocovanie — metoda WST-1

WSTs (Water-soluble Tetrazolium salts) su kvartérne amoniové soli so Sirokym
vyuzitim. Pouzivaji sa pri enzymatickych testoch, imunotestoch ¢i na monitoring
zivotaschopnosti buniek [54].

Existuje viacero spdsobov, ako hodnotit’ antiproliferativnu aktivitu exogennych

agens na vitalne bunky. Jednym z nich je aj metéda nazyvand WST-1. Vyhodu tejto
metddy je, Ze je citlivejSia nez ostatné, napr. MTT ¢i XTT. WST-1 je oznacenie pre
stabilnu tetrazoliovua sol’, ktora sa na povrchu Zivotaschopnej bunky Stiepi komplexnym
bunkovym mechanizmom pomocou enzymu sukcinat-tetrazolium reduktaza.
Enzym je aktivny len v metabolicky intaktnych bunkach, pricom jeho posobenim
vznikd vo vode rozpustny, oranzovo sfarbeny formazan. Tento dej zavisi od produkcie
koenzymu NAD(P)H, ktory sa tvori vo vitalnych bunkach. To znamend, Ze mnoZstvo
vzniknutého formazanu zavisi od toho, kol’ko buniek je metabolicky aktivnych [55].

Nase vyhodnocovanie prebiehalo prave touto metédou. Po tom, ¢o boli bunky
ovplyvnen¢ testovanymi latkami sa kultivaéné dosticky ulozili do inkubatora, kde ¢akali
na svoje vyhodnotenie po 24, 48 a 72h. Na to vSak bolo potrebné pripravit’ si v laminari
prislusny roztok. WST vybraté z mraznicky sa nechalo zahriat’ na par minat vo vodne;j
lazni. Potom sa pripravil samotny roztok. Pouzilo sa 20x nariedené WST, tzn. 1ml WST
+ 19ml média sa zmieSalo vo vanicke. Z inkubdatora sa potom vybrala dosticka, ktorej

obsah sa kompletne vysal pomocou odsavacky a nasledne sa do vSetkych jamiek
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napipetovalo 100ul tohto roztoku multikanalovou pipetou. Dosticka sa opédtovne vlozila
do inkubdatora a po 1h bola zmerana absorbancia spektrofotometrom (Tecan Infinite M
200), pri vlnovej dizke 440nm a referenénej vinovej dizke 600nm. Po hodinovej
inkubacii boli zmeny nie len meratel'né, ale aj volnym okom viditelné (oranzovo
sfarbené jamky). Intenzita sfarbenia odpovedala mnozstvu pritomnych zivych buniek

(malo zivych buniek = malé mnozstvo formazanu).

4.3.9. ROS detekcia na bunkovej urovni

Reaktivne formy kyslika (ROS) sa vyznacuju kratkodobou zivotnostou. Ich
stanovenie je pomerne naro¢né, avSak nie nemozné.

Na detekciu ROS v bunkach sme vyuzili fluorescenénti sondu H,DCF-DA (2',7'-
dichlorodihydrofluorescein diacetat). Jednd sa o latku, ktord ma schopnost’ prestupovat’
cez bunkovi membranu pasivnou difiziou do bunky vo forme diacetatu. Po preniknuti
do bunky sa acetatové skupiny Stiepia pdsobenim esterdz a nasledne vplyvom
pritomnych ROS dochadza k oxidécii, za vzniku vysoko fluorescencnej zluceniny
dichlorfluoresceinu (DCF). Plati, Ze intenzita fluorescencie je priamo imernd mnozstvu
ROS v bunke. DCF mozno detekovat® fluorescenénou spektroskopiou pri vinovej dizke

485/525nm a teplote 37°C (Obr. 13).

P o
o, Penetrates . ,:_,_,L.

I COOH into the cells H l COOH
cl N e R Cl L Cla ." o N Cl
i | | | Cellular esterases ]7 |I 'i ‘l

0" N N N HO™ = \."O"’.\'““-':'-'."-'.‘DH
! b
0" "CH 07 "CH,
| YA r FH
! I ) I 1on-rluorescer
Reactive o E
- \ "D #/ species (ROS
C )~
—
Cls, o~ 25 o~ O
i
HO™ " g7 F o

Obr. 13 Tvorba fluorescencnej zluceniny DCF posobenim ROS [56]
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Bunky SW480 (nasadené v mnozstve 100ul/jamka na 2 kultivacné dosticky
o koncentracii buniek 2.10*) sa nechali 24-48h rast v inkubatore, aby sa dosiahla

konfluencia cca 90%.

V prvom experimente bolo cielom stanovit’ koncentraciu TBHP, ktora by bola
vhodna ako pozitivna kontrola pre sledovanie prooxidacnych ucinkov. Dosticka
s nasadenymi bunkami sa vybrala z inkubatora, v lamindri sa odsal cely jej obsah
a nasledne sa jamky 2x preplachli pufrom HBSS (100ul). Druhy preplach sa na dosticke
nechal, aby bunky neboli vsuchu amedzitym sa do sterilnych mikroskumaviek
predpripravili — Cist¢ HBSS a taktiez roztoky TBHP v koncentraciach 50, 100, 200
a 300mM, ktoré sa nasledne riedili (Tab. 5).

Tab. 5 Sposob nanaSania vzoriek na dosti¢ku

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

HBSS

Iml HBSS + 1ul TBHP

Iml HBSS + 0,25ul TBHP
Iml HBSS + 0,5ul TBHP
Iml HBSS + 1,5u1 TBHP

T Q| | m| g o W >

100 | X | 200 [ X | 300 | X X

>
~
=
S
X

Ked boli roztoky hotové, nasledovalo riedenie sondy. Sondu je treba chranit’
pred svetlom, preto akakol'vek manipulacia s lou musi prebiechat’ za tmy. Sonda sa
vybrala z mraznicky a v lamindri sa vo vanicke 10 000x nariedila (2ul sondy + 20ml
HBSS). Nasledne sa z dosticky odsal druhy preplach HBSS a za tmy sa nanieslo 100ul
(riedenej) sondy do vyznagenych stipcov (Tab. 5). Dosticka so sondou sa zabalila do
alobalu a vlozila do inkubatora (37°C) na 30min. Po 30min sa sonda odsala a znova sa
jamky preplachli 2x 100ul HBSS (za tmy). Po druhom preplachu sa na dosticku naniesli
predpripravené roztoky (Tab. 5) a na zaver bolo fluorescen¢nou spektroskopiou (Tecan
Infinite M 200) pri vlnovej dizke 485/525nm a teplote 37°C, stanovené mnoZstvo
fluorescen¢ného DCF, ktory vznika posobenim ROS na pouziti sondu. Z tohto merania

bola vypocitand optimalna koncentracia TBHP, vhodnd ako pozitivna kontrola pre
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d’alie experimenty. Merania sa robili v ¢asovych intervaloch — 10, 30min, 1, 2, 3, 4, 18
a 24h. Zistilo sa, ze vSetky koncentracie zvySovali mnozstvo dichlorofluoresceinu DCF
(z povodnej sondy DCF-DA). Pre d’alSie experimenty, kedy sa sledoval prooxidaény
a antioxidacny efekt vybranych vzoriek, bola ako pozitivna kontrola nakoniec zvolena

koncentracia TBHP 200uM, ktora sa pripravovala.

4.3.9.1. Prooxida¢ny efekt

Po tom, ¢o bola zvolena pozitivna kontrola (TBHP 200uM) sa pokracovalo
v experimente so zameranim sa na prooxida¢né (negativne) ucinky jednotlivych vzoriek
— tvorba ROS. Postupovalo sa podobne ako pri prvom experimente, tzn. v laminari 2x
preplach pufrom HBSS (100ul), pricom druhy preplach sa na dosticke opét’ nechal,
zatial’Co sa pripravili expozi¢né roztoky a nariedila sa sonda.

Priprava latok: V 8-jamkovej vanicke sa nariedili vzorky papradi (4),
o koncentraciach 10 a 100ug/ml. Riedil sa 1ul vzorky s 1ml pufru HBSS.

Priprava kontrol: Do sterilnych mikrosktimaviek sa pripravili kontroly - 0,1%
DMSO (1ul 100% DMSO + 1ml HBSS) + pozitivna kontrola - 200uM TBHP (1ml
HBSS + 1ul 200mM TBHP).

Po priprave roztokov nasledovalo riedenie sondy zo zasobného roztoku
(100mM) za tmy (2ul sondy + 20ml HBSS), odsal sa druhy preplach HBSS a nanieslo
sa 100ul (riedenej) sondy na vSetky rady (6) naraz (za tmy!). Dosticka v alobale sa na
30min vlozila do inkubatora (37°C). Potom sa sonda odsala, jamky sa preplachli 2x
100ul HBSS (za tmy) a po druhom preplachu sa naniesli roztoky papradi + kontrola
(0,1% DMSO) + pozitivna kontrola (200uM TBHP) (Tab. 6). Vo findle sa po 10,
30min, 1, 2, 3, 4h inkubécii merala intenzita fluorescencie na pristroji Tecan Infinite M

200, pri vlnovej dizke 485/525nm a teplote 37°C.
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Tab. 6 Sposob nanasania vzoriek na dosti¢ku

| Q| m| o™ O Q) W »

K (0,1%
DMSO)
2/10
2/100
12/10
12/100
13/10
13/100
40/10
40/100
TBHP (200
HM)

4.3.9.2. Antioxidacny efekt

Okrem prooxida¢ného efektu sa tiez sktimal aj opacny, antioxidaény efekt
jednotlivych vzoriek — potlacenie tvorby ROS ich antioxidaénym pdsobenim. Postup
realizacie experimentu sa od predchadzajuceho l1iSil, pretoze sa postupovalo opacne.
Zacalo sa tzv. 18h pretreatmentom, ktorého cielom bolo indukovat tvorbu
antioxida¢nych enzymov a tym pripravit’ bunky na oxida¢ny stres. Sonda sa narozdiel
od predchadzajuceho experimentu pridavala aZz na konci. Cely proces prebiehal
v lamindri (so sondou sa pracovalo za tmy).

Pretreatment spocival v priprave jednotlivych roztokov aich naneseni na
dosticky. Ako prvé sa nariedili vzorky papradi (2, 12, 13, 40), s koncentraciami 10
a 100pug/ml v 8-jamkovej vani¢ke (1ul vzorky + 1ml média). Dalej sa pripravila
kontrola - 0,1% DMSO (2ul 100% DMSO + 2ml média) a na zaver roztoky Catechinu
(C) a Quercetinu (Q). Najprv boli pripravené ich zasobné, 1M roztoky, z ktorych sa
potom pripravili ich 10mM roztoky zriedenim s DMSO (10ul 1M roztoku C/Q + 990ul
DMSO). Tieto roztoky sa pouzili podobne ako vzorky papradi (Ipl vzorky + I1ml
média). Okrem toho sa nanésalo aj ¢isté médium a pufr HBSS. Pretreatment trval 18h

(inkubator) a vyzeral nasledovne (Tab. 7 a 8):
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Tab. 7 Sposob nanasania vzoriek na dosti¢ku

| Q| ™| ™ O Q] W »

X
médium
X
médium
K (0,1%
DMSO)
(HBSS)
2/10
2/100
12/10
12/100
X
médium
X
médium

o o >~

Tab. 8 Sposob nanaSania vzoriek na dosti¢ku

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

o © o

Po 18h pretreatmente sa jamky (2-11) odsali a 2x preplachli 100ul HBSS. Druhy

T Q —| o Ol Al =

X
médium
X
médium
K (0,1%
DMSO)
(HBSS)
13/10
13/100
40/10
40/100
X
médium
X
médium

preplach sa nechal (aby bunky neboli v suchu) a medzitym sa za tmy nariedila sonda
DCF-DA (3,2ul sondy + 32ml HBSS). Nasledne sa druhy preplach odsal a do vSetkych
jamiek sa napipetovalo 100ul riedenej sondy. Dosticka zabalena v alobale sa na 30min
vloZila do inkubatora (37°C). Pocas toho sa nariedilo 30ml 100uM TBHP (15ul 200mM
TBHP + 30ml HBSS) — roztok sa pridaval na konci. Po pol hodine sa sonda odsala
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ajamky sa znova preplachli 2x 100ul HBSS. Nakoniec sa pridalo 100ul TBHP
(100uM) a merala sa intenzita fluorescencie (Tecan Infinite M 200, 485/525nm, 37°C)
v Casovych intervaloch 0, 10, 30min, 1, 2, 3, 4h.

4.3.10. Statistick analyza dat

Statistick4 analyza dat bola spravena pomocou programu GraphPad Prism 9.1.0
(GraphPad Software, USA), metodou Ordinary OneWay ANOVA s post hoc Holm-
Sidak testem. Za Statisticky vyznamné boli povazované rozdiely hodnot od hladiny
vyznamnosti p < 0,05. Pre stanovenie teoretickych hodndt ICso boli data prelozené

nelinearnou krivkou (Nonlin fit) pomocou programu GraphPad.
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5. VYSLEDKY

5.1. Antiproliferativne posobenie papradi

5.1.1. Uvodny screening

V Gvodnom screeningu sa stanovoval antiproliferativny uc¢inok vSetkych
extraktov z papradi v dvoch koncentraciach (10 a 100pg/ml) na bunkovu liniu SW480
po 72h inkubdcii. Posobenie tychto latok sa hodnotilo za pomoci WST-1 metody, ktorej
podstata spociva v tvorbe formazanu v Zivych bunkdch posobenim mitochondridlnych
dehydrogendz. Vysledny formazan ma oranzové sfarbenie, absorbancia pri 440nm
odpovedad poctu zivych buniek (slaba oranzova — mélo formazanu = malo vitadlnych
buniek). Zivotaschopnost’ buniek sa vztahovala ku kontrole (médium s 0,1% DMSO),
kde vitalita predstavovala 100%. Z grafu je vidiet, Ze len niektoré extrakty posobili
antiproliferativne. Niektoré posobili naopak, pre bunky mierne podporne. Vybrané

extrakty boli pouzité v d’alich testoch (Obr. 14).
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Obr. 14 Grafické znazornenie zavislosti relativnej Zivotnosti buniek [%] na
koncentracii [ug/ml] jednotlivych latok; * statisticky vyznamny rozdiel oproti kontrole
(<005
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5.1.2. Testovanie vybranych latok pri réznych ¢asovych intervaloch

Uvodny screening nam pomohol vyselektovat potencialne antiproliferativne
latky. Pre d’alSie testovanie boli vybraté uz len niektoré z nich — vzorky 2, 12, ktoré
ziaden signifikantny Uc¢inok nevykazovali a vzorky 13 a 40, ktoré antiproliferativne
posobili. Toto meranie pre rozne Casové intervaly bolo opdt uskutocnené metddou

WST-1 alen v koncentraciach 10 a 100pg/ml (Obr. 15).

1 24h

150 5 . = 48h
< B 72h
» I } t I t 1
g 100 - } i, o . .. I
3] *
>
N * *
5 307 :
©
o

0

K 210 2100 12-10 12-100 13-10 13-100 40-10 40-100
Koncentrace (pug/ml)

Obr. 15 Zavislost’ relativnej Zivotnosti buniek [%] na koncentracii [ug/ml] Styroch
vybranych vzoriek v roznych casoch; * Statisticky vyznamny rozdiel oproti kontrole

»<0,05)

Styri vybrané vzorky boli podrobené d’al§iemu testovaniu (po 24, 48 a 72h), pri ktorom
sa sledovala opiat’ Zivotaschopnost’ buniek, resp. ich antiproliferativny efekt. Vysledky
merania poskytli opat’ o nieCo uzsi vyber. Dospelo sa k dvom vzorkam (13 a 40), ktoré
mali efekt vzhladom k tomu, Ze vitalita buniek s tymito vzorkami bola v porovnani
s kontrolou (vitalita 100%) znacne nizSia, tzn. Ze sa utychto vzoriek potvrdil

antiproliferativny efekt.
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5.1.3. Testovanie dvoch vzoriek vo vaéSom rozsahu koncentracii

Dalsie hodnotenie bolo venované uz len latkam, u ktorych bol v predchodzom
testovani spozorovany nejaky efekt na bunky. Uskuto¢nilo sa dokladnejSie testovanie
vzorieck 13 a40 vroznych casovych intervaloch, za pouzitia SirSiecho spektra

koncentracii (Obr. 16 a 17) pre stanovenie pribliznej hodnoty 1Cso.
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Obr. 16 Zavislost’ relativnej Zivotnosti buniek [%] na koncentracii [ug/ml] vzorky 13
(Dryopteris Borreri) v intervale 24, 48 a 72h; * Statisticky vyznamny rozdiel oproti
kontrole (p < 0,05)

Pri dokladnejSom testovani latky sme zistili, ze uz koncentracia 50pg/ml ma na bunky
antiproliferativny efekt, av§ak az po uplynuti minimalne 48h (s casom tento efekt silnie,
tzn. Ze po 72h je vyraznejsi). Podobne sa efekt prejavil aj u 100pg/ml, so zaciatkom az
po 48h. V case 72h je vidiet’ efekt slabsi, nez by mal byt’ (ocakava sa zvySujuici sa efekt
v Case). U koncentracie 200ug/ml je vidiet antiproliferativne pdsobenie uz po 24h, ktoré

postupne silnie.
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Obr. 17 Zavislost’ relativnej Zivotnosti buniek [%] na koncentracii [ug/ml] vzorky 40
(Blechnum spicant) v intervale 24, 48 a 72h; * Statisticky vyznamny rozdiel oproti
kontrole (p < 0,05)

Podrobnejsim testovanim tejto latky bol efekt zaznamenany az od koncentracie
100pg/ml po uplynuti 48h a viac. Koncentracia 200pg/ml mala efekt uz po 24h.

V oboch pripadoch efekt silnel s ¢asom a rastiicou koncentraciou.

Z uvedenych grafov vyplyva, ze s rasticou koncentraciou a dlh§imi ¢asovymi
intervalmi antiproliferativny efekt latok rastie. V tabulke 9 je uvedena vypocitana
s kontrolou, kde su vSetky bunky vitalne), ziskand extrapolaciou krivky. Vzhladom
k tomu, Ze nemame koncentraciu, ktora by vedela zabit' 100% buniek (je potrebna pre

vypocet spravnej sigmoidnej krivky), je tato hodnota iba teoreticka (Tab. 9).

Tab. 9 ICso

ICso 24h 48h 72h
f13 >200 138,0 121,6
40 >200 >200 141,5

43




5.2. ROS

5.2.1. Stanovenie koncentracie pozitivnej kontroly TBHP

Cielom prvého experimentu bolo stanovit, aké koncentracia TBHP je vhodna
ako pozitivna kontrola pre d’alSie experimenty (pouzité boli koncentracie 50, 100, 200
a300mM), svyuzitim metddy s fluorescencnou sondou H>DCF-DA (2',7'-
dichlorodihydrofluorescein diacetat). Ako kontrola bol pouzity roztok HBSS bez sondy.
Podstatou tejto metody je vznik vysoko fluorescencnej zluceniny dichlorfluoresceinu
(DCF) po pridani sondy, vplyvom pritomnych ROS. Meranie sa uskuto¢iiovalo vo

viacerych ¢asoch a na zdklade vysledkov bol zhotoveny graf (Obr. 18).
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Obr. 18 Zavislost’ relativnej fluorescencie (%) na koncentracii [mM] TBHP;
* Statisticky vyznamny rozdiel oproti kontrole (p < 0,05), *** (p < 0,001)

Z grafu vyplyva, Ze kazd4 zvolena koncentracia zvySuje mnozstvo DCF (z pdvodne;j
sondy DCF-DA). Vysledkom experimentu bolo zvolenie 200uM koncentracie TBHP

ako pozitivnej kontroly, ktord sa pripravila nariedenim zasobného, 200mM roztoku
TBHP.
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5.2.2. Prooxidacny efekt vybranych vzoriek

Po stanoveni vhodnej koncentracie pozitivnej kontroly (200uM TBHP)
experiment pokracoval scielom zistit, ¢i vybrané vzorky papradi vykazuju
prooxidacny, vysoko neziaduci efekt (podpora oxida¢nych procesov veduca k tvorbe

ROS). Pritomnost’ vol'nych radikalov sa zistovala opit’ pomocou fluorescencnej sondy
(Obr. 19).
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Obr. 19 Zavislost’ relativnej fluorescencie (%) na koncentracii [ug/ml] jednotlivych

vzoriek; *** Statisticky vyznamny rozdiel oproti kontrole (p < 0,001)

Z uveden¢ho grafu vyplyva, zZe latky neindukujui tvorbu ROS. V porovnani s pozitivnou
kontrolou TBHP, kde vidime ROS zvySujuce sa v Case, si hodnoty jednotlivych latok

v grafe podstatne niZsie.
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5.2.3. Antioxidac¢ny efekt vybranych vzoriek

Sledovanie potencidlneho antioxida¢ného efektu je vel'mi naroCny experiment
z viacerych hl'adisk: inakost’ kazdej latky, odhad potrebnej doby pdsobenia, vhodnost’
spravnej koncentracie, antioxida¢ny efekt mdze nastat’ spolu s tvorbou ROS, prislusné
latky m6zu bunky usmrtit’.

Vzhl'adom k doteraz pretrvavajicej pandémii ochorenia Covid-19 nebolo mozné
v Case vypracovavania experimentalnej cCasti uskutoCnit’ viacero réznych nastavni
experimentu. Z ¢asového hladiska bol mozny len tento jeden experiment.

Pri sledovani potencidlneho antioxida¢ného efektu boli jednotlivé extrakty
priddvané na zaciatku - iSlo teda o pretreatment latkami (18h), s cielom pripravit’ bunky
na mozny oxidaCny stres tym, Ze navodia tvorbu antioxidacnych enzymov. Okrem
skamanych latok sa pridavali aj d’alSie roztoky — kontrola 0,1% DMSO, roztoky
flavonoidov Catechinu a Quercetinu (pozitivne kontroly), ktoré funguju ako
antioxidanty. Po 18h nasledoval preplach, pridanie fluorescencnej sondy HoDCF-DA,
znova preplach a pridanie TBHP. Experiment sa vyhodnocoval zmeranim intenzity

fluorescencie vo viacerych casoch a nasledne boli zostrojené grafy (Obr. 20-25).
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Obr. 20 Celkovy prehl’ad vietkych vzoriek
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Obr. 21 Pozitivne kontroly Catechin a Quercetin
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Obr. 22 Athyrium filix-femina; * Statisticky vyznamny rozdiel oproti kontrole
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Obr. 23 Dryopteris dilatata; * Statisticky vyznamny rozdiel oproti kontrole
(p <0,05)
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Obr. 24 Dryopteris borreri; * Statisticky vyznamny rozdiel oproti kontrole
(p <0,05)
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Obr. 25 Blechnum spicant; * Statisticky vyznamny rozdiel oproti kontrole

(p <0,05)
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Prvy graf (Obr. 20) predstavuje celkové zhrnutie Cciastkovych vysledkov
experimentu zameraného na antioxidaény efekt extraktov z papradi. Z tohto grafu
vyplyva, ze vzniknut¢é ROS maja stipajucu tendenciu v Case, tzn. ze s rasticim ¢asom
sa zvySovalo mnozstvo pritomnych ROS a teda aj fluorescencia postupne narastala.

Daldim dolezitym zistenim je, Ze u pouZitych kontrol (roztoky Catechinu
a Quercetinu) je vidiet, Ze tieto latky maju zjavne iny mechanizmus popisovaného
mantioxidaéného* pdsobenia. U Quercetinu vidime pomals§i narast ROS v Case
v porovnani s Catechinom (krivka Quercetinu rastie pomalSie (Obr. 21)), na zaklade
¢oho mozno povedat’, ze Quercetin aspoii trochu dokazal pripravit' bunky na oxidac¢ny
stres, zatial'Co Catechin nie.

Podstatou experimentu bol pretreatment jednotlivymi latkami s cielom zistit’ ich
antioxidac¢né posobenie. Okrem vysSie spomenutého Quercetinu je moZné vidiet' mierny
antioxidac¢ny efekt aj u vzorky 12/100, pretoze v porovnani s kontrolou nemad tato
krivka tak prudky narast, ¢o znamena, ze tato konkrétna latka nevycerpala antioxidacny
aparat bunky narozdiel od ostatnych latok, ktoré sa s oxidacnym stresom vyrovnavali
zle a preto bol u niektorych z nich zaznamenany vysoky narast fluorescencie. V grafe
vSak vidime aj viacero latok, u ktorych pretreatment nemal na bunky ziaden efekt, tzn.
ze tieto latky nijako neovplyvnili vznikajice ROS — jedna sa o latky 2/10, 2/100 a
13/100.

Najvyssie hodnoty v grafe patria latkam, ktoré pravdepodobne vycerpali
antioxida¢ny aparat bunky atym bola aj intenzita fluorescencie vyrazne vysSia
v porovnani s kontrolou. K tymto latkam patria 12/10, 13/10, 40/10 a 40/100.

Ocakavany vysledok, ktory by preukazal antioxida¢né vlastnosti testovanych
extraktov, by bol pozorovany ako nizSia fluorescencia oproti kontrole. Pri pretreatmente
by mohlo dgjst’ k tvorbe antioxidanych enzymov, ktoré by nésledne zabranili tvorbe
ROS posobenim TBHP. Bohuzial’ bola tato hypotéza vyvratena, lebo ako je vidiet
z celkového grafu (Obr. 20), vdcSina latok ma v tomto nastaveni experimentu skor

prooxidacny efekt.
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6. DISKUSIA

Vztah medzi clovekom a rastlinami sa datuje uz od ¢ias I'udského pévodu. Cudia
uz od svojho vzniku boli zavisli na rastlindch ako na primarnych potrebach — potraviny,
krmivo, palivo, drevo apodobne. Neskor zacali rastliny vyuzivat aj pri rdéznych
ochoreniach, vd’aka ich potencidlnej schopnosti lieCit [57]. V poslednych rokoch
zaujem o rastliny eSte viac stupol, najmé co sa tyka ich obsahovych latok a ich mozného
pouzitia pri liecbe chronickych ¢i infekénych ochoreni. Rastlinné extrakty maju vela
sekundérnych metabolitov, ktoré moézu byt vyhodnejSou alternativou (z pohladu
vedlajSich Uc€inkov) k syntetickym lie€ivdm, pricom viaceré znich st uz aj
kategorizované ako bezpecné a v§eobecne uznavané latky [58]. K tymto rastlindm patria
aj paprade, ktoré si znovu ziskali pozornost’ odbornikov. Ich vytazky boli a doteraz su
Studované s cielom stanovenia nielen ich biologickej aktivity, ale aj s cielom
identifikovat’ zodpovedné chemické entity. Zistilo sa, Ze extrakty z papradi vykazuji
antioxida¢né, antimikrobidlne, antibakteridlne, antivirusové, protizapalové a
antiproliferativne ucinky [41,42] aze obsahuji mnoho fenolovych zlucenin,
glykozidov, flavonoidov, terpenoidov, karotenoidov, alkaloidov a mastnych kyselin
[40,41]. Ich potreba je cennd nielen z medicinskeho, ale aj vyZivového hladiska a preto
aj nas vyskum sa nimi zaoberal.

Prvotnym cielom naSich experimentov bolo stanovit’ antiproliferativny G¢inok
extraktov z papradi na naddorovu bunkovu liniu SW480. Antiproliferativny Uc¢inok sa
hodnotil metdédou WST-1 v troch ¢asoch — 24, 48 a 72h, kedy sa merala absorbancia. Zo
vSetkych skusanych latok sme sa nakoniec dopracovali k dvom extraktom (vzorka 13
a40), ktoré sa nasledne pouzili na detailnejSie testovanie, aby sme ziskali ¢o
najpresnejSie vysledky. O¢akavany antiproliferativny efekt sa potvrdil u oboch, pricom
sa postupne s narastajucou koncentraciou a ¢asom zvysoval.

Podobné vysledky dosiahli vo svojej $tudii aj Tsun-Thai Chai et al. (2013) [59],
ktori sktimali antiproliferativne Ginky extraktov (listy a oddenky) tropickej paprade
Phymatopteris triloba (Polypodiaceae), na nadorovych bunkach dvoch typov — Hela
(bunkova linia rakoviny krcka maternice) a K562 (myelogénna leukemicka bunkova
linia). Vyuzili vSak metédu MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromid). Podstatou tejto metddy je redukcia tetrazoliovej soli enzymami v metabolicky

aktivnych bunkdch za vzniku fialovych krystalikov formazanu, ktoré je potrebné
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rozpustit vo vhodnom rozpustadle (zvyc¢ajne DMSO), aby sa mohla zmerat
absorbancia. Plati, ze ¢im je silnejSie sfarbenie roztoku, tym viac zivych buniek je
pritomnych [60]. Tsun-Thai Chai et al. (2013) vystavili tieto dve bunkové linie
extraktom a 5-fluorouracilu (5-FU) o koncentraciach 125, 250 a 500ug/ml na 72h. 5-FU
je standardné chemoterapeutikum, ktoré slazilo ako kontrola (s maximalnym
antiproliferativnym efektom). Po zmerani absorbancie dospeli k rovnakému zaveru ako
my, ze antiproliferativny efekt oboch extraktov sa im potvrdil s tym, Ze tento efekt
narastd so zvySujucou sa koncentraciou extraktov, vich pripade u oboch bunkovych
linii. Samotné extrakty teda efekt vykazovali, avSak v porovnani s 5-FU so 100%-tnou
antiproliferativnou aktivitou, vyprodukovali (500pg/ml) len 40%-tna antiproliferativnu
aktivitu na HeLa bunky a 30%-tnt na bunky K562. Tym, Ze svoje vzorky vztahovali ku
kontrole, teoreticky mali moZnost’ vypocitat’ si hodnotu ECso (tj. koncentracia, ktora
navodi efekt poloviény (50%) oproti maximu). AvSak po tom co zistili, Ze
antiproliferativny efekt jednotlivych vzoriek nedosahoval ani 50% vo vztahu ku 5-FU
(maximum 100%), tito hodnotu nepocitali. V naSom pripade §lo o hodnotu ICso (4.
koncentracia, ktord znizi zivotnost’ buniek na 50% v porovnani s maximom, kde je
zivotnost’ stopercentnd), ktord sme ale stanovili len teoreticky, pretoZze sme nemohli
pouzit’” koncentraciu (kvoli obmedzenej rozpustnosti extraktu), ktora by vSetky bunky
zabila a ktora je potrebna pre vypocet sigmoidnej krivky (Tab. 9).

Dalsie metody, ktoré mozno pouzit' na hodnotenie antiproliferativneho u¢inku s
napriklad XTT a MTS. VSetky metody (WST-1, MTT, XTT a MTS) su kolorimetrické
a su zaloZen¢ na merani absorbancie jednotlivych farbiv pomocou spektrofotometra. Ich
podstata je rovnakd, no liSia sa v pocte krokov. Zatial'¢o pri WST-1, XTT a MTS
vznikaju Stiepne produkty rozpustné vo vode, vhodné hned’ na meranie, u MTT to tak
nie je a preto je potrebné najprv rozpustit’ vzniknuté kryStaliky formazanu vo vhodnom
rozpustadle (najcastejSie DMSO) a az potom je moZné merat absorbanciu [60]. Zo
vSetkych tychto metod je teda najvyhodnejSia t4, ktort sme pouzili aj my — WST-1.
Vyhodnejsia oproti ostatnym je z hl'adiska citlivosti, nizSej Skodlivosti (ziadne DMSO
ako pri MTT), menSej pravdepodobnosti vzniku chyb vd’aka tomu, Ze je to ,,one-step
postup* (nie ako MTT). Vyhodou je tiez rychlost’ [55].

Okrem vys$Sie spomenutych metdéd mozZno pouzit' aj iné, sinym principom
posobenia. Takou metédou je napriklad aj LDH test. Jedna sa o nerddioaktivny
kolorimetricky test, vhodny na vysokovykonnu kvantifikdciu bunkovej smrti a lyzy

buniek na zdklade merania aktivity laktdtdehydrogenazy (LDH), uvol'nenej z cytozolu
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poskodenych buniek do kultivaéného média, v dosledku poskodenia bunkovej
membrany. Indikatorom bunkovej smrti je prave td uvolnend, extracelularna LDH.
Koncentracia LDH mo6ze byt merana pomocou réznych kitov, napr. kit na detekciu
cytotoxicity od vyrobcu Roche [61].

Neutral Red Uptake test alebo test s Neutrdlnou cCervenou je dalSia mozna
metdda uréend na meranie cytotoxicity, na meranie poctu zivotaschopnych buniek. Test
je zalozeny na schopnosti zdravych buniek absorbovat’ a viazat’ vo svojich lyzozoémoch
vitdlne farbivo neutrdlnu Cervenu. Prijem neutrdlnej Cervenej zavisi od schopnosti
bunky udrziavat’ gradienty pH produkciou ATP. Pri fyziologickom pH mé farbivo naboj
neutralny, co mu umoziuje prestupovat’ bunkovi membranu. Vo vnutri lyzozémov je
protonovy gradient na udrzanie nizSej hodnoty pH, neZz je v cytoplazme. Takto sa
farbivo nabije a udrzi sa vo vnutri lyzozomov. Pri poskodeni bunky alebo bunkove;j
smrti sa gradient pH strati, ¢o spdsobi zvySenu priepustnost membrany a uvolnenie
zadrzanej neutralnej ¢ervenej [62].

Viabilita buniek modze byt detekovand aj pomocou pristroja, ktory pocita
a analyzuje castice. Prikladom je systém CASY (Cell Counter & Analyzer System),
fungujiici na principe prepustania elektrického pradu skrz membranu vitadlnych
a nevitalnych buniek. Neporusend membrana Zivych buniek je pre prad nepriepustnd,
vd’aka ¢omu su tieto bunky zobrazované v skuto¢nej velkosti. Naopak mftve bunky
s poskodenou membranou prad prepistaji a st zobrazované vo vel’kosti ich jadra [63].

Na meranie cytotoxicity a viability buniek moZno pouZit' aj resazurinovy test
s vyuzitim modrého farbiva resazurinu, ktoré sa pésobenim reduktaz meni na netoxické,
vo vode rozpustné, fluorescencné, ruzové farbivo resorufin. K tejto redukcii dochadza
predovsetkym v zdravych bunkach [64,65].

V tejto diplomovej praci sme okrem antiproliferativneho U¢inku pozorovali aj
antioxidacny, respektive prooxidacny efekt extraktov, ktoré si vel'mi dolezité vo vztahu
k vol'nym kyslikovym radikdlom (ROS). Vieme, Ze ROS vedia byt’ uzitocné aj Skodlivé
podla toho, v akom mnoZstve sa v bunkach nachadzaju. Idedlna je rovnovaha. Ak je
vSak ich percento v bunkach nizSie ¢i vysSie, moze to mat’ Skodlivé nésledky. Nizke
percento nie je schopné zabezpecit spravne fungovanie buniek z hl'adiska regulacie
biochemickych pochodov, naopak vysoké percento nie je schopné zabezpecit' riadent
regulaciu [66]. Prooxidacny aj antioxidacny efekt extraktov sme pozorovali metédou
s fluorescen¢nou sondou H>DCF-DA  (2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetat).

Podstatou tejto metddy je vznik vysoko fluorescencnej zluceniny dichlorfluoresceinu
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(DCF) po pridani sondy, vplyvom pritomnych ROS. Pri oboch experimentoch boli
samotné kroky rovnaké, liSilo sa len ich poradie. U prooxidacného efektu sme samotné
extrakty z papradi pridévali v poslednom kroku a sledovali sme, ¢i budi indukovat
vznik ROS. U antioxidacného efektu sme latky pridavali hned’ na zaciatku — iSlo
o pretreatment, ktory trval 18h ajeho ulohou bolo ochrénit’ bunky pred Skodlivym
pdsobenim volnych radikalov oxida¢ného ¢inidla TBHP, pridavaného do vSetkych
jamiek.

Okrem metody so sondou HoDCF-DA existuju aj d’alSie metody umoziujice
kvantifikdciu antioxidacnej aktivity rastlinnych extraktov, ako napriklad DPPH
a ORAC test. Metdda volnych radikdlov DPPH sa v zdsade pouziva na vyskum
celkovej antioxidacnej kapacity extraktov ¢i metabolitov a taktiez aj na hodnotenie
antiradikalovej aktivity prirodnych antioxidantov [67]. Tato DPPH analyza sa povazuje
za jednu z beznych a najvhodnejsich kolorimetrickych technik na zachytavanie vol'nych
radikdlov metabolitmi ¢i extraktmi rézneho pdvodu [68]. Je to metdda rychla a jej
podstatou je reakcia testovanej latky s volnym stabilnym dusikovym radikalom
tmavofialovej farby - difenylpikrylhydrazylom — DPPH (2,2-difenyl-1-picrylhydrazyl),
pri ktorej sa radikal redukuje, odfarbuje a vzniké difenylpikrylhydrazin - DPPH-H (2,2-
difenyl-1-picrylhydrazin). = Dana  reakcia  je  najcastejSie  vyhodnocovana
spektrofotometricky, zmeranim absorbancie [69,70].

Dalsou metédou, ktora by sa dala pouzit' na stanovenie antioxida¢nej kapacity
latok je test ORAC (oxygen radical absorbance capacity). Je to metéda hodnotiaca
eliminaciu kyslikovych radikalov. Stanovenie je zaloZzené na inhibicii peroxylradikéalne
indukovanej oxidacie, ktora je iniciovana tepelnym rozkladom AAPH (2,2’-azobis (2-
amidinopropan) dihydrochlorid). Tymto sposobom ORAC test vyuZiva biologicky
relevantny zdroj radikélov a kombinuje inhibi¢ny C€as a stupeni inhibicie do jednej
veli¢iny. AvSak posledné Upravy tohto testu zahfnaju aj pouzitie fluoresceinu ako
fluorescenc¢nej sondy, adaptaciu na vysokovykonny format a schopnost’ merat’ lipofilna,
hydrofilni a celkovll antioxida¢nu kapacitu. Tato modifikacia, s vynechanim krokov
premyvania, vyrazne zjednodusila tito metoédu, vd’aka ¢omu je teraz idedlna na meranie
antioxidacnej kapacity latok. Nazyva sa ORAC-FL, pricom ako Standard vyuZiva vo
vode rozpustny analdg vitaminu E — Trolox, s ktorym st vSetky ostatné testované latky

porovnavane [71].
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V naSej Studii bola pouzitd iba jedna metdda z dévodu vypuknutia pandémie
poCas vypracovavania praktickej Casti tejto prace. Z ¢asového hladiska tak nebolo
mozné otestovat’ viacero metéd apreto vysledky tohto experimentu nemozno
povazovat’ za smerodajné. Pre ziskanie presnejSich vysledkov je treba uskutoCnit’ eSte
dalSie experimenty s vyuzitim inych metdd a nastaveni, aby sa dali vysledky porovnat’
a stanovit’ tak ucinnost’ jednotlivych vzoriek [72]. Odporuca sa pouzit’ aspon dve rdzne
metody [73]. Pre Gplnt spravnost’ vysledkov by bolo vhodné okrem sledovania uc¢inku
latok sledovat’ aj ich vplyv v Iludskom organizme kedze vieme, Ze antioxidanty
prijimané potravou moézu pdsobit’ ako v gastrointestindlnom trakte, tak aj celkovo
v organizme po ich vstrebani. Prave tymto vstrebatelnym antioxidantom je treba
venovat pozornost, pretoze po vstrebani podliehaji metabolizmu v peceni a vo
vysledku m6Zzu mat ind ucinnost’ vzhladom k tomu, Ze po metabolizicii existuju

v podobe metabolitov [69].
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7. ZAVER

Vysledky, ku ktorym sme sa dopracovali v experimentoch pri rieSeni tejto diplomove;j

prace, mozno zhrnit’ nasledovne:

V uvodnom screeningu s koncentraciami 10 a 100ug/ml bol v bunkovej linii
SW480 preukazany antiproliferativny efekt viacerych latok, z ktorych boli
vybrané len niektoré pre d’alSie experimenty — vzorka 2, 12, 13, 40.

DetailnejSim testovanim vybranych Styroch vzoriek s koncentraciami 10, 50,
100 a 200pg/ml, sa antiproliferativny efekt prejavil len u vzorky 13 (Dryopteris
borreri) a40 (Blechnum spicant), pricom efekt narastal so zvysSujicou sa
koncentraciou a ¢asom; zvys$né dve vzorky nevykazovali signifikantny efekt.
Antioxidac¢ny Uc¢inok skimany na rovnakych Styroch vzorkéch s koncentraciami
10 a 100pg/ml, sa v porovnani s kontrolou (0,1% DMSO) mierne prejavil
uvzorky 12/100 (Dryopteris dilatata 100ug/ml), ktord zrejme nevycerpala
antioxida¢ny aparat bunky ako latky ostatné, u ktorych bol zaznamenany
vyrazny narast fluorescencie v dosledku pritomnych ROS.

Quercetin ako pozitivna kontrola dokéazal o nieco lepSie pripravit bunky na

oxidacény stres nez Catechin.
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