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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickych véd

Kandidat: Bc. Petra Rudolfova
Skolitel:  Prof. RNDr. Lenka Skalova, Ph.D.

Nézev diplomové prace: Vliv katechinl na toxicitu vybranych 1é¢iv

Katechiny se fadi mezi flavonoidy a jsou hlavnimi polyfenolickymi slou¢eninami
zeleného cCaje. Katechiny jsou povazovany za velmi prospé$né pro lidsky organismus.
Pozitivné pisobi na kardiovaskularni systém a snizovani hladiny cukru v krvi, maji
antikancerogenni U¢inky, zabranuji tvorb& zubniho kazu, maji antibakteridlni, antivirové
a antioxida¢ni ucinky. Katechiny vSak také mohou inhibovat nebo indukovat vyznamné
biotransformacéni enzymy a tim mohou ovliviiovat jak zZadouci, tak i nezddouci Gc¢inky
fady lécCiv.

V této praci byl zkouman in vitro vliv n€kolika katechinii (katechin, epikatechin,
epigallokatechin, epikatechin-3-gallat a epigallokatechin gallat) a extraktu zeleného caje
Polyfenonu E na toxicitu 1é¢iv. Pro nasi studii byly zvoleny doxorubicin a paracetamol
a jeho toxicky metabolit. Experimenty byly provedeny na stfevni nddorové linii HCT-8
a na primarni kultufe izolovanych potkanich hepatocytl. K sledovani vlivu katechint
byly vyuZity tfi riizné testy bunééné viability a méfeni tvorby reaktivnich forem kysliku
(ROS).

Vysledky ukazaly, ze katechiny nemaji vliv na proliferaci stievni linie HCT-8,
zvySuji vSak viabilitu izolovanych hepatocytii. Katechiny neovliviiuji antiproliferativni
ucinek doxorubicinu na stfevni nadorovou liniit HCT-8 ani toxicitu doxorubicinu na
hepatocyty. V nizsi koncentraci katechiny zvySuji toxicitu paracetamolu pro hepatocyty,
ve vys$i koncentraci ji naopak snizuji. Epigallokatechin gallat a Polyfenon E vykazuji

dobré antioxidacni vlastnosti, snizuji tvorbu ROS vyvolanymi testovanymi léCivy.
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Catechins belong to the flavonoids and they are the main polyphenolic
compounds of green tea. Catechins are considered to be very beneficial for the human
organism. They have positive effect on the cardiovascular system and reduction of
blood sugar levels. Also they have anticancer, antibacterial, antiviral, and antioxidant
effects and prevent tooth decay. Catechins, however, also may inhibit or induce
important biotransformation enzymes and thus can affect both desirable and undesirable
effects of many drugs.

In our study, in vitro effect of several of catechins (catechin, epicatechin,
epigallocatechin, epicatechin-3-gallate and epigallocatechin gallate), and green tea
extract Polyfenonu E on toxicity of drugs was tested. Doxorubicin and acetaminophen,
and its toxic metabolite were chosen for our study. Experiments were conducted in
intestinal tumor line HCT-8, and in the primary culture of isolated rat hepatocytes. For
monitoring the effects of catechins, three different cell viability tests and measurements
of reactive oxygen species (ROS) were used.

The results showed that catechins have no effect on the proliferation of intestinal
line HCT-8, however, they increase the viability of isolated hepatocytes. Catechins
don’t affect the antiproliferative effect of doxorubicin on intestinal tumor line HCT-8 or
toxicity of doxorubicin into hepatocytes. The lower concentrations, catechins increase
toxicity of acetaminophen for hepatocytes, but in higher concentrations, they decrease
it. Epigallocatechin gallate and Polyfenon E possess good antioxidant properties and

they reduce the formation of ROS induced by the tested drugs.
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1 UVOD

Caj, konzumovany téméf 50 stoleti, je jednim z nejpopularnéjsich napoji na
celém svété. Produkcee kolem 3 biliontd kilogramil ro¢né ho tadi, hned za vodu, na druhé
misto. Surovinou pro jeho vyrobu jsou listy ¢ajovniku ¢inského (Camellia sinensis).
Jeho zpracovana podoba je znama jako zeleny, Cerny, bily a oolong ¢aj (Khan and
Mukhtar 2007).

Listy cajovniku obsahuji tfi zadkladni sloZzky: kofein, polyfenoly (nespravné
nazyvané taniny) a éterické oleje neboli silice. Kofein podavany v malych davkéach
stimuluje krevni ob¢h a centralni nervovy systém. Usnadiiuje vylu€ovani a piisobi jako
diuretikum, napomahajici ¢innosti ledvin. Silice se tvofi v listech ¢ajovniku béhem
ristu. Vytvari aroma napoje a napomahaji také zazivani a emulgaci tukt (Chow and
Kramerova 1998).

Katechiny, hlavni polyfenolické slouceniny zeleného ¢aje, tvoii 10-30 % suSiny
¢ajovych listd. In vitro studie dokazuji jejich prospésnost na lidsky organismus. Pitim
zeleného caje lze predchazet rakoving, preventivné piisobi proti diabetu mellitu,
napomahd snizit riziko kardiovaskularnich chorob, usnadiiuje redukovat vahu, ptsobi
antioxidacné, inhibuje klicové enzymy zapojené do biosyntézy lipidi. Ptiznivé
zdravotni uCinky ¢aje jsou rozsdhle studovany a v poslednich letech ziskavaji velkou
pozornost (Velayutham 2008, Khan 2007).

Katechiny jsou schopny modulovat aktivitu a expresi né€kterych enzymi
metabolizujicich 1éCiva. Tato schopnost katechini miZze byt pficinou jejich
chemoprotektivnicho plsobeni, na druhé stran¢ by vSak mohla zpiisobit nezadouci
zmény v ucinku ¢i chovani 1é¢iv v organizmu. V ptedlozené diplomové praci, ktera je
pokracovanim mé prace bakalaiské, jsme se zaméfili na sledovani vlivu katechinl na
toxicitu 1é¢iv doxorubicinu a paracetamolu ve 2 riznych modelovych systémech. Jako
zastupci katechinll byly zvoleny katechin, epikatechin, epigallokatechin, epikatechin-3-
gallat a epigallokatechin gallat, které se v zeleném €aji vyskytuji nejvice. Soucasné byla

pouzita i komercné dostupné smes katechind ze zeleného caje (Polyfenon E).



2  TEORETICKA CAST

2.1 VYROBA A DRUHY CAJU

Existuje mnoho druhti ¢ajt, avSak rostlina, z niz pochézeji, je jen jedna - ¢ajovnik
¢insky (Camellia sinensis, Theaceae). RUzné druhy caji vznikaji rozdilnym
zpracovanim c¢ajovych listki po jejich sklizeni (Mitscher and Dolby 2006). Proces
vyroby Caje je zaloZen na zabrdnéni nebo umoZnéni oxidace cajovych polyfenola
oxidasami obsaZenymi v €ajovych listech. V zavislosti na stupni oxidace mizeme caj
rozd¢lit do 3 typii: zeleny - neoxidovany, oolong Caj- ¢aste¢né oxidovany a ¢erny — plné
vysledny obsah polyfenoll a vyssi obsah kofeinu (Sharangi 2009).

Oxidace je Casto nepfesné¢ oznacovana jako proces fermentace. Pojem oxidace
vsak presné vystihuje chemicky d¢j, kterym latky obsazené v Cajovych listech
prochazeji. V zadném ptipad¢ se nejednd o pravou fermentaci Cili chemicky proces
vyvolany Zivymi organismy (Chow and Kramerova 1998).

U vsSech druhti ¢aji se at’ po oxidaénim nebo neoxidaénim zpracovani Cajové
listky svinuji, aby doslo k vytlaceni $§t'avy na povrch listl, a susi se v horkém vzduchu,
aby se snizila jejich vlhkost. Zpracované listky se postupné prosévaji né¢kolika rizné
hustymi sity, aby se rozttidily podle velikosti. Do nejlepSich ¢ajii se vybiraji nejvétsi

listky, niz8i tfidy obsahuji mensi ulomky (Mitscher and Dolby 2006).

ZELENY CAJ

Zeleny €aj prochazi nejjednodussim zplisobem zpracovani. Tradi¢né proto, aby se
uchovala jeho sv€zi chut’ a viin€, z moderniho hlediska i proto, aby v ¢aji pokud mozno
zlstalo co nejvice chemickych slouc¢enin obsazenych v cerstvém listu. Mirnym
napafenim nebo zahtatim listkii se zabrani oxidaci, nasledkem ¢ehoz si listy uchovaji
dilezité pfirozené antioxidanty (Mitscher and Dolby 2006). Zeleny ¢aj je bohaty na

slouceniny, které maji pozitivni G€inky na lidsky organismus (Sharangi 2009).
CERNY CAJ

Cerny ¢aj ma vyraznéjsi vini a chut’ a je tmavsi nez zeleny &aj. Listky Gerného
Caje se zpracovavaji déle. Soucasti zpracovani je proces autooxidace (kdy se Cajové
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listky nechéavaji zavadnout za pisobeni enzymi pifitomnych v ¢ajovych listech), kterd
zpusobuje tmavé hnédou az naclervenalou barvu listkidi. Timto procesem se vSak,
bohuzel, zna¢n¢ snizuje obsah polyfenoli, které se v ¢ajovych listech pfirozené
vyskytuji. Pfestoze prospivd zdravi méné¢ nez caj zeleny, je zatim ve svéte

nejoblibenéj$im druhem c¢aje (Mitscher and Dolby 2006).

PU-ERH CAJ

Pro ptipravu ¢aje Pu-erh je vyuzivdna drasticka fermentace a dlouhé uskladnéni
(50-100 let) ve vlhkych podminkach, kdy se tohoto procesu mizou castnit rizné typy
bakterii a hub. Bioaktivni produkty mikroorganismi maji vliv na vysledné biologické

vlastnosti tohoto Caje. (Janega and Babal 2007).
BILY CAJ

Pupeny a mladé listky se sbiraji kratce pted tim, nez se pupeny zcela oteviou. Poté
jsou listy napafeny a ususSeny s minimalnim zpracovanim. Z tohoto diivodu si bily ¢aj

zachovava nejvice antioxidantli a zaroven obsahuje nejméné kofeinu ze vSech druht

Caje vyrabénych z ¢ajovniku (Sharangi 2009).

OOLONG CAJ

Oolong ¢aj je Cinsky vyraz pro ,.Cerného draka“. Je ptipraven z Céstecné
zoxidovanych ¢ajovych listki, takze ma o néco vyraznéjsi chut’ nez ¢aj zeleny, je vSak
jemné;jsi nez plné zoxidovany Cerny ¢aj. Diky ¢astecné oxidaci je vSak obsah polyfenol
v oolongu niz§i nez v zeleném caji (Mitscher and Dolby 2006). Piesto obsahuje dostatek
antioxidantl, které chrani zdravé kozni buniky a zpomaluji proces starnuti (Sharangi

2009).

Pokud bychom srovnaly obsah kofeinu a katechinli v riznych druzich ¢aje, bylo

by potadi nasledujici:
Obsah kofeinu: ¢erny ¢aj > oolong ¢aj > zeleny ¢aj > Cerstvé ajové listky

Obsah katechinii: zeleny ¢aj > oolong ¢aj > cerstvé Cajové listky > Cerny caj

(Sharangi, 2009).
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2.2 CHEMICKE SLOZENI

Cajové listky obsahuji polyfenoly (flavonoidy, theaflaviny, thearubiginy),
purinové alkaloidy (kofein, theobromin, theofylin), éterické oleje, aminokyseliny,
polysacharidy, lipidy, vitaminy (vitamin C), anorganické prvky a mnoho dalSich

slouc¢enin (Sharangi 2009).

2.2.1 Polyfenoly

Rostlinné polyfenoly jsou nejrozsifenéjSimi slouceninami s redukénimi ucinky
vnasi straveé. Zaroven jsou primarné zodpoveédné za prospésné vlastnosti Caje. Na
celkovém piijmu polyfenold se asi ze dvou tfetin podili flavonoidy, pfiblizné jednou
tietinou fenolové kyseliny a ostatni polyfenoly (lignany a stilbeny) tvoii minoritni podil

(Slanina and Téaborska 2004, Sharangi 2009).

2.2.1.1 Flavonoidy

Flavonoidni latky neboli flavonoidy se fadi mezi velice rozsdhlou skupinu

rostlinnych latek odvozenych od fenoli (VelisSek (3) 1999). Vyznacuji se

~~~~~

Flavonoidy jsou odvozeny od kyslikaté heterocyklické slouceniny, 2H-chromenu
(Obr 1.) substituovaného v poloze C-2 fenylovou skupinou, nazyvané flavan (Obr. 2)

(Veligek (3) 1999).
0
()

Obr. 1: Struktura 2H-chromenu Obr. 2: Struktura flavanu

flawan

Flavanovy skelet se skladd ze dvou benzenovych kruhti (A a B) a kruhu
odvozeného od 2H-pyranu (C). Kruh B je spojen s pyranovym kruhem C v poloze C-2.
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Bézn€ byvaji vSechny 3 kruhy substituovany hydroxylovymi nebo methoxylovymi
skupinami. Jednotlivé derivaty se liSi stupném oxidace a substituci heterocyklu
obsahujiciho atom kysliku, podle ¢ehoz je mizeme rozdélit do Sesti strukturnich tiid

(Obr.3) (Velisek 1999, Slanina and Téborska 2004):

= flavony

= flavonoly

= flavanony

= flavanonoly

= katechiny (3-flavanoly)
= anthokyanidiny

Hayony flavonoly flavanony
=+
1 ‘ (I‘
u
CH OH s
8]
flavanonoly kakchiny anthokyanidiny

Obr. 3: Obecna struktura flavonoidnich latek (Velisek 1999)

V rostlinach se flavonoidy vyskytuji pievazné jako B-glykosidy. Sacharidovou
slozkou je nejcCastéji glukosa nebo rhamnosa, ale miize to byt také glukuronova
kyselina, galaktosa nebo jiny sacharid. Nej¢astéji je pfipojen jeden glykosyl, nékdy jsou
vSak substituovany dva nebo tfi hydroxyly polyfenolu. V potravé se z flavonoidi
nejcastéji vyskytuji oligomerni proanthokyanidiny a flavanoly (katechiny) (Slanina and

Taborska 2004).
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2.2.1.2 Katechiny

Katechiny nebo také 3-flavanoly jsou hlavni polyfenolické slouceniny zeleného
¢aje, kde tvoti 10-30 % suSiny Cajovych listl. Zptsobuji trpkost a hotkost ¢aje a svymi
ucinky ptsobi ochranné na cévni systém téla (VeliSek (2) 1999, Velayutham et al.
2008). V nékterych ptipadech mohou byt zastoupeny az 30% podilem vSech fenolovych
sloucenin v ¢aji (Augustin 2001).

Jejich kruh B je odvozen od protokatechové (3,4-dihydroxybenzoové) kyseliny.
Znamé jsou taktéz gallokatechiny odvozené od gallové (3,4,5-trihydroxybenzoové)
kyseliny (Velisek (2) 1999).

Jak katechiny tak 1 gallokatechiny jsou slou€eniny majici v molekule dva chirdlni
atomy uhliku (C2 a C3), mohou se tedy vyskytovat ve ¢tyfech isomerech. Tzv. (+,-)-
katechiny a (+,-)—gallokatechiny. V pfirod¢ se vyskytuji pouze (+)-katechiny a (+)-
gallokatechiny (isomery 2R, 3S) a (-)-epikatechiny a (-)-epigallokatechiny (isomery 2R,
3R) (Velisek (2) 1999).

V jednotlivych ptipadech je kruh B substituovan dvéma (EC, ECG) nebo tfemi
(EGC, EGCG) hydroxylovymi skupinami. Kruh A je u vSech typt katechinli
substituovan dvéma hydroxylovymi skupinami v poloze 5 a 7. Strukturni vzorce Ctyf
hlavnich katechinii [epigallokatechin-galldt (EGCG), epigallokatechin (EGC),
epikatechin-gallat (ECG) a epikatechin (EC)] jsou uvedeny na obrazku 4 (Khan and
Mukhtar 2007). U struktur je taktéz uvedeno znaménko optické rotace (+) nebo (-).

OH OH

@/DII OH
HO 0 - HO 0 ; -
“~OH ~o—cC OH

1
OH OH 0

. . OH
(-)-Epicatechin (=)-Epicatechin gallate
OH OH
i OH OH
HO 8] HO 0
OH on OH
“~oH “‘0—~Ic_|' OH
OH OH O
e : 5 2 OH
(-)-Epigallocatechin (-)-Epigallocatechin gallate

Obr. 4: Struktury ¢ty hlavnich katechint (Velayutham a kol., 2008)
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Béhem fermentace ¢ajovych listkli jsou katechiny oxidovany oxidoreduktasami na
ptislusné o-chinony. Ty kondenzuji s pfitomnymi katechiny na barevné pigmenty.
Tradi¢né se rozeznavaji dvé zékladni skupiny takto vzniklych pigmentl caje (diive

souhrnné nazyvané oxytheotanniny) (Velisek (3) 1999) :

= thearubiginy

* theaflaviny

Thearubiginy (Obr. 5) jsou velmi heterogenni smési Cerveno-zlutych az oranzovo-
hnédych rozpustnych aZz nerozpustnych produktli oxidace a dalsi transformace flavanola

(Veligek (3) 1999).

Thearubigin, R=Galloyl

Obr. 5: Predpokladana struktura thearubiginu (Liang et al. 2011)

Theaflaviny jsou dobfe rozpustné dimerni flavonoidy zafivé oranzové az Cervené barvy
obsahujici sedmiclenny tropolonovy kruh. Obrazek 6 wukazuje struktury
nejvyznamngjSich theaflavini theaflavin-3-gallatu, theaflavin-3'-gallatu a theaflavin-

3,3"-digallatu (Velidek (3) 1999).
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Theaflavin Theaflavin-3-gallate

Theaflavin-3'-gallate Theaflavin-3,3'-gallate

Obr. 6: Struktury nejvyznamné;jsich theaflavinii (Free patents online 2011)

Mimo theaflaviny a thearubiginy vznikaji také bezbarvé bisflavanoly, cervené
epithiaflavinové kyseliny, Zluté theacitriny a hnédé theafulviny. Na tmavé barvé Caje se
vyrazné podileji také feofytiny vznikajici z chlorofyli v pribéhu fermentace (VeliSek

(3) 1999).
2.2.2 Purinové alkaloidy

Alkaloidy jsou bazické dusikaté slouceniny, které vznikaji jako sekundarni
metabolity rostlin a vykazuji v zavislosti na konzumovaném mnozstvi rtizné biologické
G¢inky. Rada alkaloidd a jim piibuznych sloudenin vznikd béhem termického
zpracovani potravin ze zakladnich zivin (Velisek (3) 1999).

Nejcast€jSimi alkaloidy v potravinach, a zaroven i v €aji, jsou alkaloidy odvozené

od purinu (Obr. 7), resp. xanthinu (Obr. 8), tzv. purinov¢ alkaloidy (Velisek (3) 1999).
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Obr. 7: Struktura purinu Obr. 8: Struktura xantinu
(Wikimedia 2010) (Wiktionary 2011)

Purinové alkaloidy jsou methylderivaty xantinu. Methylxanthiny jsou velmi
stabilni slouCeniny, u kterych s vyjimkou reakeci pii fermentaci Cajovych listkii a
kakaovych bobl k dal$im reakcim b&hem technologického zpracovani surovin a
skladovani prakticky nedochazi. Pfi vyrobé cerného a zelen¢ho Ccaje vznikaji
dimethylxanthiny a dal$i puriny jako produkty katabolismu kofeinu (Velisek (3) 1999).

NejrozsifenéjSim purinovym alkaloidem je kofein, ktery byva doprovazen
dimethylxanthiny theobrominem, theofylinem a paraxanthinem (Velisek (3) 1999).

Kofein (Obr. 9), jehoz systematicky nazev je 1,3,7-trimethylxanthin, byl poprvé
izolovan vroce 1821 némeckym chemikem Ferdinandem Rungem zkévovych zrn
(Oppliger 2000, Sneader 2005). Dfive pouzivany ndzev pro kofein obsazeny v €aji byl
thein. V soucasnosti se uz toto oznaceni v odborné terminologii nepouziva, nebot” je
chemicky stejny jako kofein obsaZzeny v kavé, pouze jeho vazby na jiné latky jsou
odlisné (Oppliger 2000, Teufl 2000). Kofein je vSeobecné povazovan za jednu

z nejrozsitenéjsich tolerovanych navykovych drog na svéte (Augustin 2001).

O CHs

Obr. 9: Chemicka struktura kofeinu (Kozék 2010)

Za prumérnou hodnotu obsahu kofeinu v ¢aji mizeme povazovat 4-4,5 % (Valter
2000). Zeleny ¢aj vSak obsahuje méné kofeinu nez Cerny ¢aj (Chow and Kramerova

1998). Dale bylo zjisténo, Ze v zavislosti na druhu ¢aje zistava 10-15 % celkového
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kofeinu v listech tak pevné vazéano, Ze se uvolni az ptilhodinovym varem (Valter 2000).
Obsah kofeinu v ¢aji 1ze ovlivnit délkou louhovéni i typem &aje. Cajové sacky, které
obsahuji drcené listy, uvolnuji pfi louhovani vice kofeinu nez ¢aje sypané (Chow and
Kramerova 1998).

Prokézalo se, ze kofein urychluje reakce, zvySuje bdélost a napomahd soustiedéni.
Po poziti kofeinu zacind télo ve zvySené mife vytvaret hormony katecholaminy, které
pusobi jako neurotransmitery v centralni nervové soustaveé. Kromé povzbuzujiciho
ucinku na CNS kofein stimuluje i vylu€ovani travicich $tav, napoméha metabolismu a
zvySuje schopnost ledvin odstraniovat toxické latky (Chow and Kramerova 1998).

Zastoupeni kofeinu a polyfenoll v €aji je uvedeno v tabulce 1. Obsah jednotlivych
substanci se udava pro tii gramy caje. To odpovida mnozstvi pfipadajicimu na jeden

vats salek aje (Teufl 2000).

Tab. 1: Obsah kofeinu a polyfenoll v zeleném a ¢erném ¢aji (Teufl 2000)

Obsahova lstka Zeleny &aj Cerny &aj

kofein 1,5az4 % 1,5az4 %
flavonoidy 33% 31%
flavanoly 3% 3%
katechiny 30% 9%

Vyznamnymi latkami v ¢aji, které se fadi mezi purinové alkaloidy, jsou 1
theobromin (3,7-dimethylxantin) a theofilin (1,3-dimethylxanthin). Ob¢ tyto slouceniny
se vyskytuji v minoritnim podilu. Cajové listy obsahuji méné nez 0,2 % theobrominu a
asi 0,02 % theofilinu (Augustin 2001, Velisek (3) 1999). Jejich obsah je zpravidla o

néco vyssi v cerném nez v zeleném ¢aji (Oppliger 2000).

2.2.3 Trisloviny

Vyznamnou skupinu latek pfitomnych v ¢ajovnikovych listech tvoifi fenolové
slouceniny, které¢ interaguji s proteiny. Nazyvaji se tfisloviny nebo také taniny (VeliSek
(2) 1999, Augustin 2001).
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Ttisloviny se déli na dvé skupiny, a to na hydrolyzovatelnéné a kondenzované
taniny (Obr. 10). Hydrolyzovatelnéné taniny jsou polymery esterli kyseliny gallové ¢ili
polygalloylestery. Kondenzované taniny nebo také flavolany jsou polymery nékterych
flavonoidnich latek se strukturou 3-hydroxyflavanu. Vyskytuji se vSak také libovolné
kombinace kondenzovanych a hydrolyzovatelnych tfislovin, které se nazyvaji

komplexni tfisloviny (Velisek (2) 1999).

(A) Condensed tannin

(B) Hydrolyzable tannin
CH Q== C

Dn\ 00— c =

HO HO

D
|
S Gallic acid
HO OH
HO OH

OH

Obr. 10: Strukturni vzorce kondenzovaného (A) a hydrolyzovatelného (B) taninu

Obsah tfislovin v ¢ajovnikovych listech se 1isi podle typu zpracovéani. Nejvice
tanin obsahuji zelené ¢aje (10-27 %), méné jich je v Cernych a tmavych cajich (5-12
%). Listy Cajovnikidi péstovanych ve vysokohorskych polohdch maji vyssi obsah
ttislovin nez listy ¢ajovnikli z niz§ich oblasti (Augustin 2001).

MnozZstvi tfislovin v ¢ajovém napoji je mozné ovlivnit zpisobem piipravy nalevu.
Pokud zkratime extrakci na 2 az 3 minuty, vylouhuji se zpravidla jen aromatické latky.
Pti prodluzovéani doby extrakce na 5 az 7 minut je mozné vylouhovat znacné mnoZzstvi
tiislovinnych latek (Augustin 2001).

Vylouhované ttisloviny zptisobuji trpkost ¢aje. Cim déle ponechame ajové listky
louhovat v horké vodég, tim vice tfislovin se z nich uvolni a ¢aj tak ziskéd trpci chut.
Jelikoz zeleny caj obsahuje vétsi mnozstvi ttislovin nez Cerny, nemél by se louhovat
déle nez 2 minuty (Wachendorfova 2007).

Predpoklada se, ze ttisloviny, spole¢né s katechiny, maji pfimy vliv na syntézu

aromatl pfitomnych v ¢ajovnikovych listech (Augustin 2001).

19



2.2.4 Silice

Silice jsou slozité smési tékavych latek obsazené v ptirodnich rostlinnych
materialech. Jelikoz se beze zbytku vypaftuji, jsou nékdy oznacovany jako éterické oleje
nebo tekavé latky. V listech cajovniku se tvoii béhem riistu (Chow and Kramerova
1998).

Vétsina silic obsahuje zna¢ny podil terpenovych uhlovodikid (obecny vzorec
(CsHs)n) a to jak monoterpent, tak seskviterpenll. Nejvyznamnéjs$i acyklické
monoterpenové alkoholy, at’ volné nebo ptitomné jako estery, jsou linalool (3,7-
dimethyl-1,6-oktadien-3-o0l), geraniol (3,7-dimethyl-trans-2,6-oktadien-1-ol), jeho
isomer nerol (3,7-dimethyl-cis-2,6-oktadien-1-o0l) a citronellol (3,7-dimethyl-6-okten-1-
ol) (Obr. 11) (Velisek (2) 1999).

OH
| CH,OH OH
| |

Linalool Nerol Geraniol citronellol

Obr. 11: Strukturni vzorce nejvyznamnéjSich acyklickych monoterpenovych alkoholi

silic (Cyberlipid center 2011)

vvvvvv

Upravami, a ma proto také mén€ vyrazné aroma. Silice vytvafeji aroma napoje,

napomahaji zazivani a emulgaci tuklli (Chow a Kramerova 1998).
2.2.5 Enzymy a vitaminy

Vyznamnou ulohu pfi technologickém zpracovani listli ¢ajovniku hraje skupina

ptislusnych enzymi. Bez latek tohoto typu by oxidace fenolickych latek za ptistupu
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vzduchu probihala pomérné zdlouhavé, takze enzymy pusobi jako urychlovace tohoto

N 24

V cajovnikovych listech se nachédzeji i vitaminy. Vitaminy skupiny B (B; a B)
zUstavaji zachovany i1 po technologickém zpracovani (fermentacni procesy) a i po
dlouhodobéjsim skladovani. Ve stopovych mnozstvich jsou pfitomné i vitaminy E, A, C
a P, ale pravé disledkem fermentac¢nich procesii (pii vyrobé ¢ernych a tmavych ¢aji) se
rozkladaji, hlavné kyselina askorbova (vitamin C) (Obr. 12). Protoze zeleny caj
fermentacnim procesem neprochazi, obsahuje az desetkrat vice vitamind nez caj

fermentovany (Augustin 2001).

CH,OH
HO-C-H
0

HO OH

Obr. 12: Struktura kyseliny askorbové (King 2011)
2.2.6 Aminokyseliny

Zeleny i Cerny €aj obsahuji 1-2 % volnych aminokyselin. Pfedevs§im se jedna o N-

ethylglutamin, neboli theanin (Obr. 13) (Velisek (1) 1999).
NH
. H
HO K“/YNV/
O O
L-Theanin

Obr. 13: Chemicka struktura L-theaninu (Gruentee)

2.2.7 Anorganické latky

Vyznamnou skupinu obsahovych latek v ¢ajovnikovych listech predstavuji

anorganické latky, které jsou pfitomny ve forme soli a jsou zastoupeny asi 5 % podilem.
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K nejdtlezitéjSim patii draslik 0,5-0,7 %, vapnik 0,46 %, fosfor 0,32 %, hotc¢ik 0,225
%, zZelezo 0,15 % a fluér 0,14 % (Augustin 2001, Arcimovicova and Valicek 1998).

2.3 RESORPCE A PREMENY POLYFENOLU V TRAVICIM
TRAKTU

Mnozstvi pfijimanych polyfenoli ovliviiuje hlavni misto jejich biotransformace.
Velké davky polyfenoli jsou metabolizovany pievazné v jatrech, mald mnoZstvi jsou
pfeméiovana jiz stfevni mukozou. Mozné pozitivni G€inky katechinl zévisi nejen na
spotiebovaném mnozZstvi, ale také na jejich biologické dostupnosti v organismu, kterd se
zda byt velmi variabilni. Studie, kterd porovnavala farmakokinetiku ¢istych katechinti
EGC, ECG a EGCG u zdravych dobrovolniki uvadi, Ze po poziti jedné davky 1,5 mmol
jednotlivého katechinu byly koncentrace v plazmé nésledujici: EGC Sumol/l, ECG
3,1umol/l a EGCG 1,3umol/l. Z uvedeného vyplyva, ze biologicka dostupnost se lisi
mezi jednotlivymi katechiny (Cabrera 2006, Slanina and Téborska 2004). Zaroven
studie na potkanech ukézaly, ze EGCG je vylu€ovan ptfevazné zluci, zatimco EGC a EC
jsou vylucovany moc¢i a zlu¢i, coZz naznacuje, ze katechiny jsou rychle a rozsédhle
metabolizovany.

Hlavnim mistem resorpce polyfenoll v travicim traktu je tenké a tlusté stievo.
Existuji vSak dilkazy, Ze n¢které polyfenoly pfijimané v napojich se mohou c¢aste¢né
resorbovat jiz v dutin¢ ustni. Po vypiti zeleného caje byla koncentrace katechin ve
slinach o dva fady vyssi nez v plazmé, ale zaroven byla jejich eliminace ze slin mnohem
rychlej$i nez zplazmy. Ve slindch je také piitomna esterasa hydrolyzujici
epigallokatechin gallat na epigallokatechin. Pfestoze se nckteré flavonoidy
pravdépodobné resorbuji z traviciho traktu ve formé glykosidl, odStépeni polarni slozky
je nezbytné pro prostou difizi vétSiny polyfenolii pres kartdCovy lem tenkého stieva.
Pro pfeménu glykosidi v tenkém stfevé ma nejvétsi vyznam enzym laktasa. Tento
enzym je lokalizovan na vnéjsi stran¢ membrany kartdCového lemu enterocytl, mize
tedy pusobit na polyfenoly v lumen tenkého stieva. Laktasa je pomerné nespecificka [3-
glukosidasa, ktera je predev§im zodpovédna za hydrolyzu mlééného cukru, disacharidu
laktosy, ale je také schopna Stépit flavonoidni monoglukosidy i diglukosidy. Polyfenoly,
které nejsou resorbovany v tenkém stfevé, se dostavaji do tlustého stfeva, kde jsou

metabolizovany stfevnimi bakteriemi. Typickymi pfeménami jsou redukéni nebo
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hydrolytické reakce. Aglykony flavonoidi jsou rozStépeny v misté pyranového cyklu a
obvyklymi produkty jsou fenolové kyseliny, které tvofi znacnou cast (30-60 %)
metabolitl potravou piijatych flavonoidi. Fenolové kyseliny podléhaji v tlustém stieve
dehydroxylaénim reakcim, nejcastéji je redukovdn hydroxyl v para poloze
aromatického jadra. Po resorpci z traviciho traktu jsou polyfenoly dale metabolizovany
enzymy piitomnymi v tkénich ¢lovéka. Pfemény jsou velmi podobné metabolismu 1é¢iv
a jinych xenobiotik. Podléhaji methylacim, konjugacim s kyselinou glukuronovou a
kyselinou sirovou. Metabolity jsou vylucovany zluc¢i do stolice, ledvinami do moce
nebo podléhaji zpétné reabsorpci. Fenolové kyseliny podléhaji konjugaci s glycinem
nebo mohou byt odbourdny na hydroxyderivaty kyseliny benzoové, piipadné na
kyselinu benzoovou. Kyselina benzoova poskytuje konjugaci s glycinem kyselinu
hippurovou. Znacna c¢ast hippurdtu vyluCovaného moci je produktem odbourdni

fenolovych kyselin, pfipadné flavonoidii (Slanina and Téborska 2004).

2.4 BIOLOGICKE UCINKY CAJE NA LIDSKY ORGANISMUS

Holandsky l¢kat Nicolas Diveks ve své knize ,,Lék* hodnoti ¢aj témito slovy:
,,Caj nemiZe byt ni¢im prekonan. Piti ¢aje vzdaluje Glovéka od viech moznych chorob a
prodluzuje mu Zivot. Caj dodava energii a pomaha viem, ktefi studuji nebo pracuji
dlouho do noci.“ (Oppliger 2000).

Zeleny ¢aj byl povazovan za 1ék a zdravy napoj jiz od staroveku (Cabrera et al.
2006). Z hlediska tradi¢ni ¢inské mediciny piisobi €aj na drahy srdce, jater, Zlu¢niku,
tlustého stieva a Zaludku. Né&které prameny uvadéji i jeho plsobeni na drahu plic.
Osvézuje mysl a o¢i, ulevuje od zizn€, pomaha traveni, je mo¢opudny a ma detoxikacni
ucinky (Arcimovicova and Vali¢ek 1998).

Zeleny c¢aj obsahuje tfi hlavni slozky, které ovliviiuji lidské zdravi: purinové
alkaloidy (kofein a theofylin), éterické oleje a predevsim, polyfenolické latky. Kofein
piisobi na centralni nervovou soustavu. Eterické oleje podporuji traveni a polyfenolické

latky jsou dulezitymi antioxidanty (Cabrera et al. 2006).
2.4.1 Utinek ¢aje proti kardiovaskularnim onemocnénim

Vyzkumy naznacuji, Ze ¢aj pomahd proti srde¢nim infarktim, mrtvicim a
trombdze. K prevenci srdecnich onemocnéni ptitom ptispiva nékolikerym zplisobem.

V prvé fad¢ piisobi na srdce a obéhovy systém jako mirny povzbuzujici prostiedek. Za
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druhé posiluje stény cév a zvySuje jejich pruznost. Déle existuji dikazy, ze Cajové
polyfenoly zabranuji vstfebavani cholesterolu ze zaZivaciho traktu, coZ sniZzuje obsah
cholesterolu v krvi. A v neposledni fadé mulze ¢aj plsobit proti vytvareni krevnich
srazenin. Na prevenci proti vzniku cévni mozkové piihody a infarktu myokardu se
obvykle podili n€kolik téchto faktorti najednou (Chow and Kramerova 1998).

S onemocnénim kardiovaskuldrniho systému souvisi i1 jiZ jmenovany cholesterol,
coz je slou€enina, ktera je pfitomna v téle vSech Zivocichi. Je nezbytny pro vytvéieni
bunéénych membran a udrzeni soudrznosti bun¢k (Arcimovi¢ova and Valicek 1998).
Cholesterol je krevnim ob&hem roznasen pomoci dvou druhti lipoproteinti: HDL (High
Density Lipoproteins) — pod timto oznac¢enim se rozumi lipoproteiny o vysoké hustoté —
a LDL (Low Density Lipoproteins), tedy lipoproteiny o niz$i hustoté. Zatimco LDL
lipoproteiny zasobuji periferni tkdn¢ cholesterolem a mohou se podilet na jeho
usazovani ve sténach cév, HDL lipoproteiny odvadgji cholesterol z perifernich tkani a
krevniho obéhu do jater a ty zajisti jeho vylouceni z téla stolici. Zeleny ¢aj sniZuje
hladinu cholesterolu i LDL lipoproteinti, a tim zmenSuje riziko spojené s uklddanim
cholesterolu v cévach. Zaroven zvySuje mnozstvi lipoproteinit HDL, jejichz funkci je
chranit cévy (Teufl 2000). V Sedesatych letech bylo prokézéno, Ze piti caje pied
tuénymi jidly a po nich zabrailuje zvySovani ,tukotvornych® lipidd. Vyzkumy tak
potvrdily, Ze vSechny druhy caje snizuji hladinu cholesterolu a druh oolong doséhl
v této oblasti nejlepsSich vysledkt (Pratt and Rosen 1999).

Mechanismus tohoto plisobeni zlstava nejisty. Je vSak pravdépodobné, ze cajové
polyfenoly majici antioxida¢ni ucinky, zejména EGCG, inhibuji oxidaci LDL
cholesterolu, ktera ptispiva ke vzniku ateroskler6zy (Cabrera et al. 2006, Dufresne and
Farnworth 2001). Ateroskler6za vznika obvykle teprve v pokroc¢ilém véku usazovanim

nanosti cholesterolu na cévnich sténach (Liibeck 2007).
2.4.2 Utinek ¢aje na diabetes mellitus

Cukrovka neboli diabetes mellitus je chronické onemocnéni charakterizované
poruchou latkové vymény cukri (Sindelka 2000). Diabetes mellitus je definovan jako
hodnota glykémie na lacno vys$si nez 7,0 mmol/l (Svacina and Bret$najdrova 2003).
Insulin, hormon produkovany beta-buitkami slinivky bfiSni, se vytvaii v zavislosti na
mnozstvi glukosy v krvi. Insulin zastdva dvoji funkci: snizuje hladinu krevniho cukru a

zvySuje schopnost bunék tento cukr vyuzivat ke své normalni funkci. V souvislosti se
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zvySenim hladiny krevniho cukru po jidle zacne slinivka produkovat insulin, ktery
povzbuzuje ptechod cukru zkrve do bunc¢k. U diabetikii vSak slinivka na zvySeni
hladiny krevniho cukru reaguje produkci jen malého mnozstvi insulinu (diabetes
mellitus 1. typu). Pfipadné insulin neprodukuje vitbec nebo jej produkuje v normélnim
mnozstvi, ale buniky na néj nereaguji (diabetes mellitus II. typu) (Mitscher and Dolby
20006).

cukrovky, mize urcitym zptisobem podpofit 1écbu pomoci diety a farmak. Studie na
zvitatech ukazaly, Zze zeleny €aj miZe zabranit vyvoji diabetu I. typu a zpomalovat
postup onemocnéni, pokud se jiz rozvinulo. Bylo zji§téno, Ze epikatechin byl schopen
normalizovat vysokou hladinu krevniho cukru u zvifat stizenych cukrovkou. Cajové
polyfenoly také snizily mnozstvi glukosy v séru tim, ze inhibovaly aktivitu enzymu
amylasy, ktery $tépi Skrob. Navic stimulovaly neaktivni beta-buiiky téchto zvifat
k produkci insulinu. Jini védci dosli k zavérim, ze epikatechin v téle plisobi v souladu
s latkami insulinovych vlastnosti, tedy témi latkami, které podporuji vstup glukosy do

tkani (Mitscher and Dolby 2006, Sharangi 2009).

2.4.3 Caj a rakovina

Rakovina je nejcastéjsi pfi¢inou umrti jak u muzi, tak u Zen. Pod timto oznacenim
se skryvéa skupina chorob, pro néz je charakteristicky nekontrolovatelny rist a Sifeni
abnormalnich bunék. Normalni, zdravé bunky jsou pfi napadani okolni tkané
abnormalnimi buiikami poSkozovany a nic¢eny (Mitscher and Dolby 2006).

V roce 1985 se do vyzkumné prace zapojil tym vedeny dr. Fujikim s ukolem najit
latku zabranujici vzniku rakoviny. Této védecké skupiné se podatilo ze zeleného Caje
izolovat epigallokatechingallat jako pravdépodobné nejucinnéjsi antikancerogenni
substanci. V pokusech na laboratornich zvifatech potvrdili pfedpoklad, Ze EGCG brani
vzniku nadorového bujeni v kiiZi, zabratiuje karcinogenezi v travici soustavé a jinych
organech a zéaroven 1¢é¢i jiz existujici nddory ve stfevé. Pozdéji byl potvrzen
antikancerogenni vliv EGCG také u c¢lovéka, kdy doslo k prevenci rlistu rakovinovych
bunék v plicich, stfeve, jatrech, zaludku i pokozce, snizeni rizika rozvoje rakoviny prsu

a zmirnéni toxického ucinku koufeni (Oppliger 2000). EGCG je navic schopen se
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navdzat na urokinazu, kterd ma prokazatelné¢ souvislost se vznikem metastdz, a tim
pusobit preventivné proti jejich vzniku (Arcimovicova and Vali¢ek 1998).

Cinsky védec dr. Han Chi zjistil, Ze ¢aj zcela zastavuje vznik nitrosaminii, které
v organismu vyvoldvaji rakovinné bujeni. Japonsti védci dale prokazali, ze zeleny caj
brani vzniku karcinogenu MNNG (N-methyl-N"-nitro-N-nitrosoguanidinu) a také
pusobeni aflatoxinu, coz je vyrazny karcinogen vznikajici plisobenim plisni Aspergillus
spp. ve skladovanych potravinach. Antioxida¢né piisobici polyfenoly brani oxida¢nimu
poskozeni DNA ve zdravych bunkdch a tim i mutaci téchto bunék (Pratt and Rosen
1999).

Cela tada epidemiologickych studii (zejména japonskych a ¢inskych) potvrzuje,
ze dlouhodobé a pravidelné piti Caje se spolupodili na podstatné niz§im riziku
onemocnéni rakovinou. VEédecti pracovnici tuto skutecnost pfipisuji aktivnimu ucinku
polyfenolickych latek ptfitomnych v ¢ajovych listech (Augustin 2001, Mitscher and
Dolby 2006, Cabrera et al. 2006). Nové¢jsi studie vSak vétSinou nepotvrdily vztah mezi

konzumaci zeleného ¢aje a sniZenim rizika rozvoje rakoviny (Cabrera et al. 2006).

2.4.4 Antibakteridlni a antivirové Gcinky Caje

Cajové katechiny ptisobi antibakteridlnimi a antivirovymi Géinky tim, Ze na sebe
vazi pro organismus Skodlivé latky a odvadéji je z téla (ArcimoviCova and Vali¢ek
1998). Uspésné bojuji i s akutni gastroenteritidou (zanét zaludku a stfev) a enteritidou
(zénét tenkého stfeva), kdy napomahaji obnovit ¢innost sttevni mikroflory (Pratt and
Rosen 1999, Arcimovicova and Valicek 1998).

Katechin, obsaZeny v zeleném ¢aji, je ucinnou latkou proti chfipkovym virtim,
pivodcim chiipkového onemocnéni. Podobné dobie ucinkuje i theaflavin, obsazeny
v ¢erném caji, ktery ovSem neni ni¢im jinym nez zoxidovanym katechinem (Liibeck

2007). Zelené €aje maji siln€jsi ucinky nez Caje cerné (Pratt and Rosen 1999).

2.4.5 Caj a kontrola télesné hmotnosti

Sélek Gaje (bez cukru a mléka) obsahuje pouze Gtyfi kalorie, takZe je vhodnym
napojem pii redukéni dieté. Odbornici se domnivaji, ze zeleny ¢aj snizuje rychlost

vstiebavani cukrii. Polyfenoly obsazené v zeleném caji ovliviiuji ¢innost amylasy (viz.
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vyse). Pomalé uvoliiovani cukrii do krve v disledku konzumace zeleného caje brani
nahlym vykyvim hladiny insulinu v krvi, coZ napomaha i lepSimu spalovani tuki, které
se diky tomu v téle neukladaji (Mitscher and Dolby 2006). Za to, Ze zeleny caj
napomaha ubytku hmotnosti, ¢astecné odpovida i obsah kofeinu, ktery zrychluje bazalni

metabolismus (Mitscher and Dolby 2006).

2.4.6 Caj a imunita

Bylo prokazano, ze ¢ajové polyfenoly zvySuji pocet bilych krvinek, které jsou
dillezité v boji proti infekcim. V Ciné se Cajovy extrakt vyuziva v lékaistvi jako
prostiedek k normalizaci poctu leukocytli, ktery byl snizen pfi radioterapii. Zeleny caj
upravuje hyperfunkei Stitné zlazy a brani vzniku leukemie po ozatreni (Pratt and Rosen
1999). U izolovaného gallokatechingallatu byla zjiSténa i antialergickd ucinnost

(Augustin 2001).

2.4.7 Caj jako 1€k proti zubnimu kazu

Zubni kaz zpusobuji bakterie (napf. Streptococcus mutans), které vytvareji
z cukru a jinych zbytkd potravy ve vodé nerozpustné glukany, které se usazuji na
zubech v podobé tvrdého povlaku (Teufl 2000, Arcimovi¢ovd and Valicek 1998,
Liibeck 2007).

Ukazalo se, ze €aj zabranuje tvorb& zubniho kazu dvojim zptsobem: jednak diky
obsahu polyfenoll, které vazi bakterie v Gstech dfive, nez se mize vytvofit zubni plak.
A také diky obsahu fluoridu, ktery posiluje zubni sklovinu a €ini ji odolnéjsi proti
zubnimu kazu (Chow and Kramerova 1998). Zeleny ¢aj navic osvézuje dech, nebot’ nic¢i

bakterie, které jsou pfi¢inou zapachu ustni dutiny (Teufl 2000).

2.4.8 Nepriznivé ucinky ¢aje na lidsky organismus

Skodlivé u¢inky &aje pii jeho vysoké konzumaci jsou zptsobeny tfemi hlavnimi
faktory: obsahem kofeinu, pfitomnosti hliniku a t¢inkem polyfenolti na dostupnost

zeleza v organismu.
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Predavkovani kofeinem vyvolava nervozitu, poruchy spanku, zvraceni, bolesti
hlavy, bolest v epigastriu a tachykardii. Nicméné pravdépodobnost naruseni kvality
spanku je mensi v ptipadé¢ zeleného Caje nez kavy a to diky niz§imu obsahu kofeinu.

Cajovnik ma vysokou schopnost akumulovat hlinik. Tato skute¢nost je vyznamna
zejména pro pacienty s rendlnim selhdnim, protoze mulze dojit k hromadéni hliniku
v jejich télech s naslednym rozvojem neurologickych poruch.

Nékteré studie poukdzaly na vyrazné snizeni biodostupnosti nehemového zeleza z
potravy (o 79 az 94 %) pti soucasné konzumaci cerného Caje. Tento ucinek, ktery je
zfejmé zpusoben vychytanim Zeleza pfitomnymi polyfenoly, byl zavisly na piijmu
Zeleza potravou a na mnozstvi Zeleza v organismu. Podobny efekt mél i ¢aj zeleny. Lze
tedy doporucit, aby jedinci trpici anemii nekonzumovali ¢aj (Cabrera et al. 2006,

Oppliger 2000).

2.5 ANTIOXIDACNI EFEKT CAJOVYCH POLYFENOLU

Reaktivni formy kysliku (ROS) jsou chemicky velmi reaktivni molekuly
obsahujici kyslik a alesponi jeden volny nepéarovy elektron. Jsou schopni, tfeba jen
kratké, ale samostatné existence. ROS vznikaji jako vedlejsi produkt aerobniho
metabolismu a hraji vyznamnou roli v bunécné signalizaci a homeostaze. V dobé
zatizeni Zivotniho prostfedi (napf. UV nebo plisobenim tepla) miizou hladiny ROS
dramaticky vzrlst, coz miize mit za nasledek znacné poskozeni bunéénych struktur.
Tento jev je zndm jako oxidacéni stres. Volné radikaly vznikaji tfemi riznymi zplisoby:
homolytickym §tépenim kovalentni vazby, redukci (pfijmutim elektronu) nebo oxidaci
(ztratou elektronu). Antioxidanty jsou definovany jako latky, které pii piisobeni v
nizkych koncentracich vyznamné inhibuji nebo zpomaluji oxidac¢ni destrukci tkani tim,
ze snizuji pravdépodobnost vzniku volnych radikalt nebo jiz vzniklé radikaly preménu;i
do méné reaktivnich nebo nereaktivnich stavli. V poslednich letech jsou antioxidacné
ucinné latky podrobeny velkému zdjmu z divodu jejich 1é¢ebného vyuziti (Koleckar
2012).

Cajové polyfenoly jsou povazovany za dulezité antioxidanty. Nékolik klinickych
studii prokazalo, ze jedna davka caje zlepSuje plazmatické antioxidacni schopnosti
dospélych zdravych lidi béhem 30 az 60 minut po poziti. Nejvyssi antioxidacni aktivita

plazmy byla pozorovana asi 1 az 2 hodiny po pozZiti ¢aje a poté rychle klesala, coz by
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mohlo byt zplsobeno rychlou absorpci, metabolismem a vylu¢ovanim katechinli z
organismu. Antioxidacni schopnost caje a cCajovych polyfenoli byla hodnocena
nékolika zplisoby. Pomoci Oxygen Radical Absorbance Capacity (ORAC) testu, bylo
zjiSténo, ze zeleny a Cerny c¢aj maji mnohem vys$8i antioxidacni aktivitu proti
peroxylovym (ROO-¢) radikdlim nez zelenina jako je Cesnek, Spenat a rtzickova
kapusta. Opakované piti ¢aje a uzivani ¢ajovych extraktl po dobu jednoho az ¢tyt tydnti
se projevilo snizenim biomarkert oxida¢niho stresu (Khan 2007, Cabrera 2006).

Studie ukazuji, Ze cajové polyfenoly jsou schopny vychytavat reaktivni
kyslikové radikaly superoxid (O,e-), singletovy kyslik ('0,), hydroxylovy radikal
(HOe), peroxyl (ROO¢), oxid dusnaty, oxid dusicity a peroxynitrit (ONOO-), coz vede
ke snizeni poskozeni lipidovych membran, proteind a nukleovych kyselin. Zakladem
zhdSeciho plsobeni je schopnost antioxidantu poskytnout elektron radikalu za
soucasného vytvoreni stabilnéj$i, méné reaktivni radikélové struktury. Obecné plati, Ze
zhéSeci aktivita roste s poctem hydroxylovych skupin v molekule, obzvlasté jsou-li v
ortho-uspotadani kruhu B, kam se ROS pfevazné navazuji. Aktivita roste i s poctem
fenolovych skupin a s pfitomnosti kyseliny gallové ve struktufe. Vzhledem k
uspofadani a poctu fenolovych a hydroxylovych skupin, jsou katechiny vynikajicimi
donory elektronti a efektivni zhaSeci volnych radikalt (Khan 2007).

Piechodné kovy, naptf. Zelezo nebo méd’, maji v organismu fadu funkci.
Dulezitou fyziologickou roli maji napt. jako kofaktory antioxida¢nich enzymu. Obvykle
jsou navazany na proteiny, napf. ferritin nebo ceruloplazmin. Vyskytuji-li se volng,
mohou katalyzovat radikalové reakce. Jedna se napf. o znamou Fentonovu reakci: Fe*
+ H,O, — Fe>* + OH + HOe. Pro chelata¢ni aktivitu je dulezitd ptitomnost
hydroxylovych a fenolovych skupin, obzvlasté v ortho-poloze B-kruhu. Existuje fada
studii, které prokdzaly chelatacni plisobeni polyfenolli, zejména flavonoidd. Stejnym
mechanismem piisobi ¢ajové katechiny (Koleckar 2012).

Mezi zpusoby antioxidacniho pilisobeni se tadi také inhibice prooxidacnich
enzymilt NOS a XO. Katechiny mohou snizovat tvorbu oxidu dusnatého (NO) inhibici
synthas oxidu dusnatého (NOS). Zatimco endotelidlni synthasa (eNOS) je dllezita pro
udrzeni cévniho tonu a homeostdzy, vysSi koncentrace NO vyrobené z iNOS,
z imunitnich bun¢k jako jsou makrofagy, mohou zplsobit oxidacni poSkozeni. NO
reaguje s volnymi radikaly, a tim produkuje vysoce Skodlivé peroxynitrity, které mohou
pfimo oxidovat LDL (lipoproteiny s nizkou hustotou), coz vede k nezvratnému

poskozeni bunécnych membran. EGCG inhibuje aktivitu iNOS tim, Ze brani vazbé
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jaderného transkripéniho faktoru kB (NF-kB) k promotoru RNA polymerazy II a tim
ovliviiuje expresi genu iNOS. Xantinoxidasa (XO) je klicovy enzym katabolismu
purinovych metaboliti. U savci se piirozené vyskytuje v jatrech a tenkém stieve.
Fyziologicky pfeménuje hypoxantin na xantin a kyselinu mocovou. Pfi nadmérné
produkci XO dochézi k tvorbé velkého mnozstvi kyseliny mocové a u pacienti se
projevuje onemocnéni dna. XO velmi ochotné reaguje s molekulou kysliku, coz vede k
uvolnéni superoxidu, silného oxida¢niho ¢inidla. Ve studii in vitro bylo prokazano, ze
katechiny jsou inhibitory XO, a EGCG je stejné ucinny v inhibici XO jako allopurinol,
1€k uzivany k potlaceni tvorby XO u pacientli s dnou (Velayutham 2008, Koleckar
2012).

Peroxidace lipidii patii mezi zavazné patologické pochody. Tento proces se
podili naptiklad na oxida¢ni pteméné LDL a nasledné tvorbé aterosklerotickych 1ézi.
Obecné se da fici, Ze latky, které zabranuji lipidové peroxidaci plisobi mechanismem
(peroxyl, alkoxyl). Uplatiiovat se mize i chelatace ionti pfechodnych kovii. Rozsahlé
studie uvadéji, ze katechiny inhibuji oxidaci LDL in vitro i ve studiich na zvitatech v
pofadi EGC <EC <ECG <EGCG. Konzumace caje a cajovych polyfenolid pfispiva
k prevenci aterosklerdzy a jinych kardiovaskularnich chorob (Koleckar 2012).

Mysi, které byly napajeny 0,2% roztokem katechinli v pitné vodé vykazovaly
vyznamné zvySené aktivity enzymi superoxiddismutasy, katalasy a glutathion
peroxidasy, které hraji klicovou roli v inhibici ROS. Katechiny se rovnéZ podileji na
recyklaci vitaminu E a glutathionu.

Za urcitych podminek mohou cajové katechiny pii zhaSecich reakcich vytvaiet
o-chinonové struktury, které mohou v dalSich redoxnich reakcich pisobit jako
prooxidanty. B¢hem reakce s volnymi radikdly mulZe byt generovano nékolik
oxidacnich produktii napt. superoxidy a hydroxylové radikaly.

Ackoli mnoho studii uvadi, ze EGCG je nejsilngjsi antioxidant mezi katechiny,
studie prokazaly, ze ECG ma stejné antioxidacni ucinky. Studie rovnéz ukazuji, ze
metabolity katechinll a epikatechint (-)-Epikatechin-5-O-B-glukuronid a (+)-katechin-5-
O-B-glukuronid, maji podobné antioxida¢ni Uc¢inky jako jejich matefské slouCeniny.
Nicméné, antioxidacni schopnost katechini prokdzana in vitro je zévisld na druhu
pouzit¢ metody a neodrazi faktory biologické dostupnosti a metabolismu. Autofi
poukazuji, Ze méfeni oxida¢niho poskozenim s pomoci biomarkeri musi byt dale

prokazano (Koleckar 2012, Cabrera 2006, Velayutham 2008).
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2.6 UCINKY CAJOVYCH POLYFENOLU NA ENZYMY

Z dalSich zajimavych farmakologickych ucinkl fenolickych latek obsazenych v
¢aji je tfeba zminit schopnost stimulovat ¢innost enzymd, a to cytochromii P450 a UDP-
glukuronosyltransferas. Tyto enzymy jsou klicové pifi metabolizmu néekterych
endogennich substratil, ale zejména pfi metabolizmu cizorodych latek, tzv. xenobiotik.
Metabolizmus xenobiotik probihd ve tfech fazich. Cytochromy P450 jsou hlavnimi
enzymy zodpovédnymi za [. fazi biotransformace, kterd zahrnuje predevsim
oxidoreduk¢ni a hydrolytické rekce. UDP-glukuronosyltransferasa je enzym ucastnici se
II. faze biotransformace xenobiotik. Za III. fazi je povaZovan transport xenobiotik,
jejich metabolitii a konjugéati pfes membrany. Slouceniny, které jsou substraty
takovychto enzymi, jsou biotransformovany za vzniku polarnéj$ich produktu, které pak
mohou byt vylouceny a nedochézi tak k akumulaci piislusnych xenobiotik v organismu.
Tyto enzymy se podili na metabolizmu vice neZ 50 -ti % prodavanych 1é€iv, Casto jsou
také zodpovédné za tzv. 1ékové interakce (Stiborova 1999, Young 2006, Arcimovicova
and Valicek 1998).

Cajové polyfenoly maji schopnost inhibovat enzym 5-alfa-reduktasu, ktery
v tkanich katalyzuje pfeménu testosteronu na dihydrotestosteron, ktery je odpovédny za
vypadavani vlast a nahlé ztraty ochlupeni (Augustin 2001).

Katechiny mohou inhibovat proteolyticky enzym urokinasu, jehoz hlavni ulohou
je preména neaktivniho plazminogenu na aktivni plazmin. Jednd se o enzym, ktery je ve

velké mife produkovan nddorovymi bunikami.

2.7 MOZNE INTERAKCE CAJE S LECIVY

Chemoterapeutika (doxorubicin, tamoxifen): Soub&ézné uzivani téchto I&ki a
zeleného ¢aje mize zvysit efektivitu 1éCby.

Beta-laktamova antibiotika: Kombinace zeleného ¢aje a beta-laktamovych antibiotik
mize zvysit efekt 1é¢by a snizit pocet rezistentnich bakterii na antibiotika.
Benzodiazepiny: Léky, které se béZné uZzivaji k 1é€bé anxiety jako napt. diazepam nebo

lorazepam, mohou v kombinaci s kofeinem zmirnit své G¢inky.
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Beta-blokatory (propranolol, metaprolol): Léky, jez 1é¢i vysoky krevni tlak a uzivaji
se pii srdeCnim selhani, mohou v kombinaci s kofeinem zvysit krevni tlak (Mackova

2010).

2.8 PARACETAMOL A JEHO TOXICKY PRODUKT

Derivat p-aminofenolu paracetamol (acetaminofen) (Obr. 14) je centralné
pusobici latka, kterda ma dobry analgeticky a antipyreticky tc¢inek, nema vSak ucinek
protizanétlivy. Inhibuje cyklooxygenazu 2 (COX-2) v hypotalamu (antipyreticky
ucinek) a nepiimo pisobi na serotoninové receptory v mise (analgeticky tcinek). Pti
normalnim davkovani je paracetamol pacienty dobfe snaSen, pouze velmi vzacné se
mohou objevit alergické reakce, které se vyznacuji pfedevsim koznimi projevy. Ve
vysokych ddvkach mize paracetamol plsobit toxicky, zvlasté na jaterni buniky. Toxicky
je viak az pii extrémnim preddvkovani, ke kterému dochizi zfidka. Cast&jsi je
pfedavkovani paracetamolem v kombinaci se stimulujicimi latkami jako napf.
s kofeinem nebo alkoholem, u kterého dochdzi k poSkozeni jater (Liillmann 2002,
Martinkova 2007). Predavkovéani paracetamolem je nejcastéjsi pfi¢inou akutniho
jaterniho selhani u lidi v rozvinutych zemich. Chronicky pfivod nadmérnych davek
samotného paracetamolu se objevuje zfidka, a zda zhorSuje funkci ledvin je stale ve

zkoumani.
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Obr. 14: Paracetamol, N-acetyl-p-benzochinonimin (NAPQI) (Wikimedia 2012)

Biotransformace paracetamolu v organismu se ubird tfemi cestami, které
znazornuje obrazek 15. Hlavni biotransformaéni cesta vede ke vzniku glukuronidu,
druhd ke vzniku sulfatu paracetamolu. VétSina paracetamolu v organismu se konjuguje
na hydroxylové skupin¢ fenolového jadra s kyselinou glukuronovou nebo kyselinou

sirovou a v podob¢ konjugatu se eliminuje ledvinami (Liillmann 2002, Liillmann et al.
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2001). Oxidacni cesta, kterou se preméfiuje zhruba tfetina mnozstvi latky, vede ke
vzniku vysoce reaktivni slouceniny N-acetyl-p-benzochinoniminu (NAPQI) (Obr. 14).
V jatrech je NAPQI tvofen reakci zprostfedkovanou cytochromy P-450 (isoformy
CYP2EIL, CYP1A2 a CYP3A4 ), v ledvinach pak analogicky za ucasti cyklooxygenazy
(Patocka 2004). Za normalnich okolnosti se NAPQI okamzité detoxikuje konjugaci
s glutationem. Jestlize se vSak zdsoba glutationu v jatrech vycerpa, jak je tomu po
nadmérnych davkach paracetamolu, toxicky metabolit se kumuluje, vaze se na bunétné
makromolekuly a vyvolavd nekrozu jaternich bunék. Pokud dojde k predavkovani
paracetamolem, je nutné podat co nejdiive (do 10 hodin po poziti latky) donatory SH-

skupin, které spotiebovany glutation nahradi, napft. acetylcystein (Liillmann 2002).
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Obr. 15: Metabolismus paracetamolu (Montana Whole Health 2013)
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2.9 DOXORUBICIN

Zhoubné néadory se vyznacuji infiltranim a destruktivnim rlstem a nebezpecim
tvorby metastdz. Pfi¢inu selhani regulovaného riistu lze ve zkratce vyjadiit jako
,kumulace Cetnych genetickych poruch®. Muze pfitom jit o genetické defekty, které
indukuji zvySenou proliferaci a/nebo o genetické poruchy, které zpusobuji
nedostate¢nou eliminaci bunék s chybnou reduplikaci DNA. Léciva proti zhoubnému
bujeni potlacuji rozvoj a mnozeni rychle rostoucich bunék. Pouzivaji se proto k inhibici
rustu nadorti. Bézné se tyto latky oznacuji jako cytostatika. Protoze se nadorové zvrhla
tkann veétSinou deli obzvlast rychle, cytostatika ji také nejvic postihuji. Spolecné s ni
vSak trpi 1 zdravé tkan¢ s vysokou frekvenci bunééného déleni a vznikaji nezadouci
ucinky, jako Utlum kostni dfen€, poskozeni sliznic traviciho tstroji a dalsi (Liillmann
2002).

Doxorubicin (adriamycin), jehoZ struktura je zndzornéna na obrazku 16, je jednou
z nejvice vyuzivanych protinadorovych latek a stale pfedstavuje kdmen v terapii mnoha
typt karcinomui. Doxorubicin je antibiotikum s protinddorovou aktivitou produkované
Streptomyces peucetius. Podava se jako hydrochlorid i.v. rozpustén ve fyziologickém
roztoku. Po peroralnim podani se vstiebava velmi malo (Liillmann 2002, Martinkova et
al. 2007).

Doxorubicin patii mezi tzv. antracykliny, jejichZ hlavni cilovou strukturou pro
cytostaticky ucinek je jak DNA v jadie butiky, tak mitochondridlni DNA. Antracykliny
maji schopnost interkalace, tj. schopnost vmezefovat se mezi pary bazi DNA a tim
zplisobovat jejich zlomy, které davaji signal k apoptdze bunky. Antracykliny jsou také
schopny blokovat funkci topoizomerazy II. Dusledkem je zastaveni bunécného cyklu
mezi fazemi G; a G,. Tim dojde k inhibici replikace a transkripce DNA a RNA a buiika
dostava signdl k apoptoze. Dalsim dulezitym mechanismem doxorubicinu
v cytotoxickém pilisobeni na nadorové bunky je schopnost uvoliiovat cytochrom c
z mitochondrii a tim tak dat rovnéZ signél k programované bunééné smrti. Na druhé
stran¢ doxorubicin piisobi jako silny cheldtor zeleza, dostupného zhemoglobinu a
myoglobinu, kdy vznika vysledny komplex DOX-Fe®'. Tento komplex katalyzuje
pfeménu peroxidu vodiku na hydroxylovy radikal, coz mliZze mit za nasledek peroxidaci
lipidi, poskozeni struktury DNA nebo poskozeni funkénich proteint. PoSkozeni

myokardu a s tim spojend kardiotoxicita je velkym problémem pti podavéani vysokych
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davek doxorubicinu. Ve snaze ziskat méné kardiotoxické slouCeniny byl vyvinut

epirubicin, idarubicin a mitoxantron (Martinkova et al. 2007, HanuSova 2011).

Obr. 16: Doxorubicin (Wikimedia 2013)

2.10 POLYFENON E

Polyfenon E je oznaceni pro extrakt zelen¢ho Caje, ktery obsahuje katechiny, ale
neobsahuje kofein. Podle Narodniho ustavu pro vyzkum rakoviny je Polyfenon E
zkouman za Gc¢elem prevence rakoviny. Podle vyzkumu prezentovaného na konferenci
v Kalifornii inhibuje Polyfenon E vaskularni endotelidlni riistovy faktor a hepatocytovy
rastovy faktor. Oba tyto riistové faktory podporuji rlist, migraci a invazi nadoru. Tato
studie vSak byla pfili§ mala na to, aby z ni védci mohli s jistotou potvrdit, Ze Polyfenon

E zabratiuje nadorovému bujeni (Gate2Biotech 2013).

2.11 BUNECNE LINIE

Nédorové bunécné linie jsou vhodnym modelem pro studium. Jejich pozitivum je
vlastnost neomezeného poctu dé€leni a s tim spojeny neomezeny pocet pasazi. U téchto
typll bun€k nedochazi ke zkracovani telomer a tim ke starnuti kultury. Pfi dodrzeni
nezbytnych podminek pro rist (optimélni pH, Ziviny, teplota 37°C, ptivod vzduchu a
vlhkosti), tvofi nadorovd linie obnovitelny zdroj biologického materidlu pro
experimenty. Nékteré rysy bunééné linie se mohou pii vyS$Sim poctu pasazi meénit, ale
obecné dochdzime pti opakujicich se pokusech ke stejnym zavérim. Bunéénou linii 1ze

rozmrazit, rozpasdzovat a znovu zamrazit, ¢imz se zachovava obnovitelnost zdroje
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bunééného materidlu. Oproti tomu normalni buiiky maji omezenou Zivotnost, tedy i
omezeny pocet pasazi (Shay and Wright 2001, Volkova 2010).

Mezi zékladni vlastnosti nddorovych bunék patii ztrata diferenciace a apoptdzy,
zvySend invazivita a schopnost zakladat vzdalena loziska, Cili metastaze. MnozZeni
nadorovych bun¢k probiha bez jakékoliv regulace. Rychlost riistu nddoru je predevsim
zavislad na poctu délicich se bunék, dobé bunécného déleni a na Ubytku bunék diky
jejich odumirdni. V nédorovych tkanich je obvykle snizena strukturni a funkéni
specializace. V pocatku vzniku nadoru dochazi k exponencidlnimu rastu. Déle dochézi
ke zpomaleni ristu v disledku odumirajicich bunék. Nakonec muZze byt riist zastaven
uplné (Petruzelka and Konopasek 2003).

Bunéénd linie prochazi pii rastu tfemi fazemi. Pro desintegraci narostlé
monovrstvy se pouziva proteolyticky enzym trypsin. Buiiky se po pasézi musi reparovat
a pfisednout k podkladu. Buniky nartistaji pomérné pomalu a jejich kulovity tvar se méni
na charakteristicky protdhly. Tato faze se nazyva lag faze. Nasleduje faze log, kdy
bunky jsou jiz pfisedlé a aktivné se déli, az do dosazeni tzv. saturacni koncentrace.
Buiikky po vytvofeni monovrstvy nemaji dost mista pro dalsi déleni, nardstaji proto
vdalsi vrstvé a jejich tvar se castecné méni. Tato faze se nazyva plato a je
charakterizovana pomalym naristem bun¢k. Bylo vypozorovéano, Ze ¢im déle trva faze
plato, tim déle pak trva lag faze (Volkova 2010).

V naSich experimentech byla vyuZzita bunétnd linie HCT-8. Tato linie byla
odvozena z lidského adenokarcinomu ilea. Je pravdépodobné stejné¢ho genetického
zakladu jako linie DLD-1, HCT-15 a HRT-18. Tato shoda byla dokdzdna metodou tzv.
DNA otisku prstu, ktery se pro tyto linie ukazal byt identicky (Volkova 2010).

2.12 HEPATOCYTY

Jatra jsou hlavnim biotransformacnim orgénem téla. Podileji se vyznamnou mérou
na metabolizmu vétSiny endogennich i exogennich latek vcetné 1ékd, coz je jednou
zhlavnich pfi¢in jejich castého toxického postizeni. Jatra jsou pro Zivot
nepostradatelnym organem. Mezi jejich hlavni funkce patfi udrzeni stdlého vnitiniho
prostiedi. Maji nezastupitelnou ulohu v metabolismu sacharidd, lipida a bilkovin resp.
aminokyselin. Jako jediny organ jsou schopny tvorby urey z amoniaku v mocovinovém

cyklu. Tvofi se v nich vétSina plazmatickych bilkovin vetné koagulaénich faktort a
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nékterych slozek komplementového systému. Podileji se na tvorbé a biologickych
premeénach cholesterolu, fosfolipidi a triacylglyceroli. Jatra jsou jedinym organem
schopnym tvorby ketolatek. Tvoii se v nich zlu¢, kterd je nezbytnd pro traveni a
vstiebavani lipidd a do které jsou vyluCovany degrada¢ni produkty nékterych
endogennich a exogennich latek. Z vySe uvedeného je ziejmé, Ze zadvazné poSkozeni
funkci jater vede velmi rychle k rozvratu vnitfniho prostiedi s ohroZenim Zivota jedince
(Kucera 2006).

Hepatocyty, jaterni buiiky, jsou zdkladem jaterni tkdn¢€ a jsou zodpovédné za
vétSinu metabolickych pochodll probihajicich v jatrech. Hepatocyty (Obr. 17) jsou
polyedrické, 25-30 um velké buiiky se svétlym jadrem a vyraznymi jadérky. Pti velkém
zatizeni jater se mohou vyskytovat i vicejaderné bunky. Povrch jaternich bunck je

prevazné hladky, bunky jsou k sob¢ tésné ptilozené.

Obr. 17: Hepatocyty (Ustav lékaiské chemie a biochemie 2010)

Neustale se zvysujici pocet noveé syntetizovanych latek klade velké naroky na
testovani jejich toxicity. Zin vitro modeli se nejCastéji pouzivaji izolovana
perfundovand jatra, jaterni fezy, izolované jaterni buiiky, rizné subcelularni frakce a
dalsi. Zdrojem jaternich bun€k byvaji obvykle hlodavci, zejména potkani. Mén¢ se

vyuzivaji jiné biologické druhy napt. prasata, jejichz hepatocyty vSak vykazuji
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metabolické vlastnosti bliz§i bunikdm lidskym ve srovnani s hepatocyty hlodavcl
(Kucera 2006).

Objev vysokovytéznych izolaci buné€k jater potkana byl prvnim dtlezitym krokem
pro zavedeni, rozvoj a rozsifeni modeli bunéénych suspenzi a zejména primdrnich
kultur hepatocytli do farmakologickych, metabolickych a toxikologickych studi. Z jater
lze dvoustupiiovou kolagendzovou perfuzi ziskat vysoky pocet viabilnich jaternich
bunék s relativné vysokym zastoupenim hepatocytli. V priibéhu izolace prochézi buiiky
izolatnim stresem, pii kterém dochdzi k proteolyze membranovych bilkovin,
k poskozeni struktury plazmatické membrany a ke ztrat¢ diferenciace hepatocytli na
krevni a zlu€ovy po6l. Na izolacnim stresu se zejména podili pouziti proteolytickych
enzymu, naruseni bunécného mikroprostfedi a ztrata intercelularnich kontaktii. Pro
omezeni izola¢niho stresu je nutné dodrzovat ptesné protokol izolace (optimalni aktivita
kolagendzy, dostate€né syceni izolaniho roztoku kyslikem, pH a iontové sloZeni

izolacnich roztokd, délka izolace, podminky centrifugace, atd.) (Kucera 2006).
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3 CILE PRACE

Cilem piedlozené diplomové prace bylo zjistit vliv vybranych jednotlivych

katechinll a smési katechinl v potravinovém doplitku (Polyfenon E) na:

e proliferaci nadorové buné¢né linie HCT-8

e antiproliferativni €¢inek doxorubicinu v bunééné linii HCT-8
e viabilitu primarni kultury izolovanych potkanich hepatocytt
e cytotoxicky ucinek doxorubicinu v izolovanych hepatocytech
e cytotoxicitu paracetamolu a jeho metabolitu na hepatocyty

e tvorbu reaktivnich forem kysliku v hepatocytech vyvolanou toxickym

metabolitem paracetamolu

39



4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 MATERIAL, PRISTROJE, POMUCKY, CHEMIKALIE

4.1.1. Biologicky material

Bunécéna linie HCT-8 (odvozeno z lidského adenokarcinomu ilea)

Potkani hepatocyty

4.1.2. Pristroje

e Lamindrni box BioAir AURA 2000 M.A.C

e (O, inkubator HeraCell

e Vodni lazeit Memmert

e Stolni centrifuga Eppendorf

e Ttepacka mikrotitracnich desticek Thermomixer Comfort
e Mikroskop Nikon Eclipse TS 100

e Multifunkéni snima¢ Tecan

e Mrazici box Heraeus

e Analytické vahy Scaltec SBC 22

e Digitalni pH metr Sartorius CP225D

e Ultrazvukova ¢isticka Bandelin Sonorex

4.1.3. Pomiicky

Sterilni kultivagni lahve 75 cm’, sterilni pipety, sterilni pipetovaci §picky, sterilni
nadobky, multikanalové pipety, elektrické pipety, stojanky na zkumavky, sterilni
zkumavky, zkumavky, pipetovaci §pi¢ky, mikrozkumavky 0,5ml, 1ml, 2ml, stojanky na
mikrozkumavky, sterilni vaniCky, lihové fixy, nlzky, parafilm, kadinky, sterilni
kadinky, Biirkerova komtrka, sterilni mikrotitra¢ni desticky s plochym dnem pro
bunécné kultury, odsdvaci banky, Erlenmeyerovy baiiky, falkonky, navazovaci lodicka,

latexové rukavice, pinzeta, odmérné baiky, odmérné valce, l1zicka, vézenky,
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Spachtlicky, magnetické michadlo, lahve pro uchovani roztoki, sklenénéd tycinka,

bunic¢ina

4.1.3.1 Pomiicky pro izolaci hepatocyti

Nadoby na led, miska na jatra, skalpel, nizky, pinzeta, miska na vyklepavani
hepatocytli, 400 ml kadinka, 2 x 150 ml kédinka, sitovina na filtrovani hepatocytt, sitko
na filtrovani hepatocytii, Biichnerova nalevka, hadicky, pipetovaci Spicka, 500 ml
odsavaci baiikka na odpad, stopky, igelitovy sacek na zbytky jater, 400 ml kadinka
(s redestilovanou vodou na proplachnuti hadicek), véazenky, Spachtlicky, 1zicky,

bunicina, kyvety, stojany na kyvety

4.1.4. Chemikalie

MTT (Sigma-Aldrich Praha, CR), Catechin (Extrasynthetase, FRA), Epikatechin
(Extrasynthetase, FRA), Epigallokatechin (Extrasynthetase, FRA), Epigallokatechin
gallat (Extrasynthetase, FRA), Epikatechin-3-gallat (Extrasynthetase, FRA), sterilni
roztok neutralni ¢ervené 3,3 mg/ml v DPBS + MgCl, + CaCl, (Sigma-Aldrich Praha,
CR), paracetamol (Sigma-Aldrich Praha, CR), kofiské sérum inaktivované (Sigma-
Aldrich Praha, CR), RPMI 1640 médium (Sigma-Aldrich Praha, CR), Trypsin-EDTA
(Lonza, Svycarsko), penicilin/streptomycin (Lonza, Svycarsko), tablety na fosfitovy
pufr se solemi (PBS) (Sigma-Aldrich Praha, CR), sodium pyruvéat (Sigma-Aldrich
Praha, CR), Polyfenon E (Sigma-Aldrich Praha, CR), dimethylsulfoxid (Sigma-Aldrich
Praha, CR), doxorubicin (Upjohn, Italy), albumin (Ustav sér a ockovacich pud),
kolagenasa C5138 from Clostridium histolyticum (Sigma-Aldrich Praha, CR), EGTA
(Sigma-Aldrich Praha CR), Kit pro LDH cytotoxicitu (Roche Diagnoster), bezsérové
médium, 2°,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetat (Sigma-Aldrich Ptaha, CR), N-

acetyl-p-benzochinoniminu (Santa Cruz Biotechnology)
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4.2 METODIKA

4.2.1 Kultivace bunéénych linii HCT-8

4.2.1.1 Rozmrazovani bunék HCT-8

Do 15 ml zkumavky bylo napipetovano 12 ml nezahtatého kultivaéniho média. Po
dobu 1- 2 minut byla ve vodni lazni (37°C) zahtivana zamrazovaci zkumavka
s buikkami. RozmraZzen4 suspenze byla pfenesena do piipravené 15 ml zkumavky
s kultivaénim médiem a pomoci pipety byla postupnym nasdvanim a vypousténim
zhomogenizovana. Suspenze se nechala centrifugovat pfi laboratorni teploté 5 minut pfi
70 x G. Supernatant byl odsian a sediment resuspendovan v 15 ml cerstvého
kultiva¢niho média. 15 ml suspenze bylo pfeneseno do kultiva¢ni lahve T- 75, a ta byla
umisténa do CO, inkubatoru pti 37°C a 5 % CO,. Druhy den bylo vyménéno médium a

nasledovala rutinni kultivace.

4.2.1.2 Priprava fosfatového pufru se solemi (PBS), roztoku Trypsin-EDTA a
média pro kulturu HCT-8

Tableta pro piipravu PBS byla rozpusténa v 200 ml redestilované vody. Takto byl
ziskan 0,01 M fosfatovy pufr s 0,0027 M KCl a 0,137 M NaCl o pH 7.4.

Zakoupeny roztok Trypsin-EDTA byl rozpipetovan po 10 ml do sterilnich
nadobek a do kazdé z téchto nadobek bylo ptidano 90 ml PBS. Vysledné roztoky byly
rozdéleny po 10 ml do sterilnich 15 ml nddobek a uchovany pii -18°C. Takto byl ziskan
roztok Trypsin-EDTA (0,25%).

Bunky byly kultivovany v médiu RPMI-1640, obsahujici L - glutamin. Ze
zakoupeného RPMI-1640 média bylo odebrano 50 ml do sterilni lahve, které byly
nahrazeny: 25 ml 5% inaktivovaného fetdlniho bovinniho séra, 25 ml 5%
inaktivovaného konského séra, 2,5 ml 0,5% penicilinu/streptomycinu a 5 ml 1%

pyruvatu sodného.

4.2.1.3 Kultivace bunééné linie

Kultivace bun€k HCT-8 probihala v CO, inkubatoru, kde lahev méla povoleny

uzavér. Dle potieby byla lahev uzaviena a vyjmuta z CO, inkubétoru. Podle rtstu
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bunék, pii dosazeni 90 % konfluence, byla provadéna, obvykle jednou az dvakrat tydné,

pasaz bunék.
4.2.1.4 Pasazovani bunék (linie HCT-8)

Dlivodem pasazovani je nafedéni konfluentnich bunck tak, aby mély dostatek
mista pro dal$i déleni. K pozadovanému dilu bunék v lahvi se ptidava kultivacni
médium. Pasézi se rozumi ta ¢ast bun€k, kterd je ponechdna v lahvi, nikoliv pomér
bunécné suspenze a média.

Kultiva¢ni lahev byla uzaviena, vyjmuta z CO, inkubatoru a ptenesena do
laminarniho boxu. Kultivaéni médium bylo slito a bunky byly steriln¢ dvakrat
oplachnuty 7 ml PBS, ¢imZ se odstranil vapnik z bunéénych spoji. Odstranéni vapniku
je dtilezité pro spravnou funkci trypsinu. Cim dikladngji jsou buiiky oplachnuty PBS,
Trypsin-EDTA (0,25 %) byla lahev ponechana v klidu. Po pill minutové inkubaci bylo
odstranéno 2/3 objemu (1,2 ml) Trypsin-EDTA a lahev byla uzaviena. Lehkym
kyvavym pohybem byl objem kultivaéni lahve rovnomérné rozprostien po celém
povrchu dna. Bunky byly premistény do CO, inkubatoru, kde byly ponechany po dobu
8- 15 minut pfi teploté 37°C, pii které mohl enzym dobfie pisobit. Doba inkubace zavisi
na dikladnosti oplachnuti a na konfluenci bun¢k. Zhruba po 8 minutach byly buiiky pod
mikroskopem zkontrolovany, zda jiz vétSina neméla kulovity tvar. Pokud ne, byly zpét
umistény do inkubatoru, ne vSak déle, nez na 7 minut. Ve chvili, kdy méla vétSina
bun¢k kulovity tvar a volné putovaly po dné, byl obsah kultiva¢ni lahve prudkym
pohybem sklepnut do spodni ¢asti lahve. Timto se zamezuje vzniku shlukd a udrzuje
jednobunééna suspenze. Nasledné byly buiiky sterilné splachnuty 4 ml kultivacniho
média, ¢imz se zastavilo enzymatické pisobeni, a postupnym napousténim a
vypousténim pipety byla bunécna suspenze homogenizovana. Bunécna suspenze byla
pfenesena do 15 ml zkumavky ke 4 ml kultivaéniho média a znovu homogenizovana.
Bunky byly centrifugovany pti 100g pii 25°C po dobu 5 minut. Po centrifugaci byl
odebran ze zkumavky supernatant a byly pfidany 4 ml cist¢tho média a opét byla
suspenze homogenizovana. Nakonec bylo 0,5 ml suspenze pfeneseno do Cisté sterilni
lahve a sterilné¢ doplnéno médiem do 13 ml. Lahev byla umisténa do inkubatoru a byl

povolen uzavér. Zbyla suspenze byla pouzita na experimenty.
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4.2.2 Test cytotoxicity- barveni neutralni ¢erveni (Neutral Red uptake

test)

Neutral red uptake (NRU) test je test zivotnosti bunc¢k. Zakladem je schopnost
inkorporace a navazani neutralni ¢ervené do zivych bunék. U bun€k poSkozenych nebo
mrtvych tato schopnost klesa. Toto supravitalni barvivo penetruje bunéénou membranu
neionizovanou diftizi a akumuluje se prevazné v lyzosomech, kde je nizs§i pH nez okolni
cytoplasmy. Barvivo neutralni cervené je pti fyziologickém pH bez naboje a prostupuje
do lysozymu. Zde vSak ziskdva naboj a jiz nemiiZze prostupovat zpét. Buniky se jevi jako
syté Cervené. Udrzovani protonového gradientu na membrané lysozomu je energeticky
naro¢né. Ztrata gradientu pH pii poSkozeni buniky nebo bunéné smrti zplisobi zvySeni
propustnosti membrany a uvolnéni zadrZzené neutralni cervené. Buniky se pak jevi jako
svétle zbarvené. Dojde k poklesu absorbance, ktera se zméii spektrofotometricky a tak
lze rozliSit buiky zivé, poSkozené nebo mrtvé. Cytotoxicita je vyjadiend jako
koncentrace zdvisld na poklesu absorbance po chemické expozici neutralni Cerveni

(Riddell et al, 1986).

4.2.2.1 Priprava roztoku neutralni ¢ervené, fixacniho a lyza¢niho roztoku
Neutralni ¢erven

Zakoupeny roztok neutrdlni ¢ervené o koncentraci 3,3 mg/ml byl natedén médiem
na vyslednou koncentraci 40 pg/ml (0,5 ml roztoku neutralni ¢ervené + 39,5 ml Cistého
média)
Fixac¢ni roztok

1g/100 ml CaCl, v 0,5 % roztoku formaldehydu

Lyzaéni roztok

1 % CH3COOH v 50 % etanolu
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4.2.2.2 Priprava roztoku testovanych latek

Testované roztoky byly pfipraveny zroztoki zasobnich, jejich nafedénim
v médiu. Pfipravované roztoky byly dvakrat koncentrovanéj$i, nez je pozadovana
vysledna expozi¢ni koncentrace, protoze byly pfidavany v mnozstvi 100 ul do jamek

s bunikami, kde jiz 100 ul média bylo.

4.2.2.3 Nasazeni bunécné suspenze na mikrotitra¢ni desticky

KdyZ buiiky dosahly konfluence cca 80-90 % byly bézné zpasdzovany a 4 ml
bunécné suspenze byly odpipetovany do sterilni kddinky. Sterilni pipetou bylo odebrano
100 pl suspenze do 0,5 ml mikrozkumavky, pfidano 100 pl trypanové modii a nechano
pii pokojové teploté inkubovat zhruba 3 minuty. Do obou polovin pfipravené
Biirkerovy komurky bylo napipetovdno mnozstvi 9 pl suspenze (do kazdé poloviny
vzdy novy ndbér). Pod mikroskopem bylo pocitdno mnozstvi bunék lezicich uvnitt
deseti Ctverct. Pfi pocitdni se braly v ivahu jen 2 strany stfedniho ¢tverce. Pocitaly se
vSechny bunky lezici nebo se dotykajici levého a horniho okraje (Cervené tecky
v obrazku 18), bud’ zevnitf, nebo vné Ctverce. Nepocitaly se buiky dotykajici se
protilehlych stran, tedy buiiky lezici v dolnim a pravém rozhrani (modré tecky

v obrazku 18).

Obr. 18: Pocitani bunék v Biirkerové komurce

Pomoci Biirkerovy komurky bylo zjisténo mnozstvi bunck v 100 pl a podle

potieby byla suspenze natfedéna na koncentraci 5 000 bun¢k/100 pl.
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Koncentrace bun¢k v nefedéné suspenzi byla pocitana podle vzorce:
c=x*4*10"*10

(c — pocet bun¢k ve 4 ml nefedéné suspenze, x — prumérny pocet bunék v 1 ctverci,

4*10* — ptepodet na 4 ml, 10 — fedéni)

Do kazdé z vnitinich jamek 96- ti jamkové destiCky bylo pipetovano 100 pl
nafedéné homogenni bunécné suspenze. Do postranich jamek byla pipetovana sterilni
voda, z diivodu udrZeni dostatecné vlhkosti, kterd zabranuje vysychani jamek v prubéhu
kultivace. Desticky byly vlozeny do termostatu a buiiky se nechaly 24 ¢i 48 hodin

kultivovat.

4.2.2.4 Expozice bunék

Bunky by mély za dobu kultivace dosahnout 70 % konfluence a pod mikroskopem
se jevit jako protdhlé¢ a jednojaderné. Testované latky byly pfipraveny v médiu do
pozadovanych koncentraci a po 100 pl byly pfidany do jamek k bunkdm. Kazda
koncentrace latek byla pipetovana do 6 jamek pod sebou, tedy 6 paralelnich vzorki.
Dulezita je kontrola, kde misto testovanych latek bylo pouzito 0,1 % DMSO, ve kterém
byly latky rozpusStény. Kontrola byla pipetovana taktéz v 6 paralelnich vzorcich. Smés
v destickdch byla promichédna prudkym pohybem a nechala se 48 hodin inkubovat

v termostatu.

4.2.2.5 Stanoveni zivotnosti bunék

Pro zjisténi Zivotnosti bylo pouzito barveni neutralni Cerveni (NRU test).
Z desticek bylo vyklepnutim odstranéno expozicni médium a do kazdé jamky
s buiikami bylo pfidano 200 pl roztoku neutrdlni ¢ervené rozpusténé v médiu. Vysledna
koncentrace neutrdlni cervené byla 40 pg/ml. Desticky byly opét umistény do
inkubétoru, kde byly 2-3 hodiny inkubovéany.

Po inkubaci bylo vyklepnuto veSker¢ médium a k buitkkdm ptidano 100 pl
fixa¢niho roztoku. Buiiky se nechaly v klidu pfi pokojové teploté 15 minut.

Fixacni roztok byl slit rychlym pteklopenim desticky a bylo pfidano 200 pl
lyzacniho roztoku. Desticka byla umisténa na 20 minut na tfepacku mikrotitracnich

desticek, kde doslo pti pisobeni lyzacniho ¢inidla k rozruseni bunck a vyliti neutralni
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cervené. Zabarveni roztoku v jednotlivych jamkéach odpovida poctu zlyzovanych zivych
bungk.

Vyhodnoceni bylo provedeno na multifunkénim snimaci mikrotitracnich desticek
Tekan Infinite M200 programem Magellan. Absorbance byla odectena pii 540 nm. Pro
vyhodnoceni byla pouZita hodnota absorbance minus hodnota blanku (jamka s médiem
bez bunck), vysledné hodnoty byly vyjadieny jako procenta kontroly, ktera

pfedstavovala Zivotnost 100 %.

4.2.3 Hepatocyty

4.2.3.1 Priprava zasobnich roztoki pro izolaci hepatocyti

Roztok soli
NaCl 80,0g
KCI 4,0g
MgSOs . 7 H,O 2,0g

Navazené mnozstvi bylo doplnéno redestilovanou vodou do 1 1 a uchovavano

zmrazené v plastikovych lahvich po 200 ml.

Fosfatovy pufr
Na,HPO, . 12 H,O 2,4g
KH,PO, 0,4g

Navazené mnozstvi bylo doplnéno redestilovanou vodou do 200 ml a uchovavano
zmrazené v plastikovych lahvich po 20 ml.
1 M roztok NaHCO3
NaHCOs3 16,8g

Navazené mnozstvi bylo doplnéno redestilovanou vodou do 200 ml a uchovéavano

v zmrazené v plastikovych lahvich po 37,5ml.
Eurocollins
roztok na transport a promyti jater
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KH2P04 2,05 g/l

K>HPO4 7,40 g/1
KCl 1,12 g/
NaHCO; 0,84 g/
glukosa 35,00 g/1
Roztok CaCl,
CaCl, 4,0g/ 50 ml redestil. vody

Roztok byl uchovavan v lednici.
Sterilni roztok CaCl,

Ptipraveny roztok CaCl, (4,0g CaCly/50ml redestil. vody) byl vyklavovan a po

vychladnuti utésnén parafilmem a uskladnén v lednici.

4.2.3.2 Priprava roztoki a kultivaéniho média na izolaci hepatocyti

Schéma pfipravy pracovnich roztoku

Veskeré nadobi pted pouzitim bylo 2x oplachnuto redestilovanou vodou!

Odmérna baiika (2 litry) zasobniho roztoku (ZR) :

e redestilovana voda (zahtata ve vodni 1azni) 1780 ml
e roztok soli 200 ml

o fosfatovy pufr 20 ml

ZR » 800 ml ZR+ 1,6 ml CaCl, + tprava pH na 7,4
(0,1 M HCI, 0,1 M NaOH)

+ mikrobialni filtrace = roztok C
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1200 ml ZR + 31,2 ml 1M NaHCO; — rozmichano na michacce a nechano probublat na
vodni 14zni pfi teploté¢ 37°C pneumoxidem po dobu 7 minut a nasledné bylo upraveno

pH na 7.4 (IM HCI, 1M NaOH)

500 ml + 1, 0 ml CaCl, = roztok B 700 ml + 0,1 g EGTA = roztok A

l

2x200 ml bylo pfemisténo do Erlenmeyerovy baiiky

+ 2 g albuminu, rozmichéno v
a umisténo do lednice = roztok Bv

roztok byl dikladné
promichan a ptelit do

odsavaci baiiky o objemu 0,5

I, a byl umistén do vodni

lazn¢ (37°C)
2x25 ml bylo pteneseno do 50 ml nadobek, ty
byly umistény do vodni lazn¢ (37°C), a tésné pred
promyvanim jater bylo pfidano 15 mg
kolagenasy/25 ml = roztok Bk
Kultivaéni médium ISOM
Nejdulezitéjsi slozky jsou: WILIAMS, NaHCO;, HAM F12, insulin a ATB-

PEN/STREP

A) WILIAMS: 10,93 g WILIAMS + 2,2 g NaHCOs + 10 ml PEN/STREP, pfipravena

mnozstvi latek byla doplnéna ve sterilni lahvi redestilovanou vodou na objem 1 litr
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B) HAM F12: 10,64 g HAM F12 + 1,2 g NaHCO; + 10 ml PEN/STREP, pfipravena

mnozstvi latek byla doplnéna ve sterilni lahvi redestilovanou vodou na objem 1 litr

Roztoky WILIAMS a HAM F12 byly smichdny v poméru 1:1 do dvou lahvi na
vysledny objem 1 litr. Smichané roztoky se nechaly po dobu 7 minut probubldvat
pneumoxidem a nasledné jim bylo upraveno pH na 7,2 pomoci 1 M HCI. Upravené
roztoky byly filtrovany pfes bakteridlni filtr. Prvni litr média byl piefiltrovan a pfendan
do nov¢ sterilni lahve a nechal se znovu probublat pneumoxidem po dobu 7 minut.
Ptefiltrované a probublané médium bylo rozplnéno po 200 ml do 5 sterilnich lahvi. Do
druhého litru média bylo pted filtraci pfidano 29 mg insulinu. Médium se zfiltrovalo,
nechalo se probublat 7 minut pneumoxidem a bylo rozplnéno do 2 sterilnich lahvi po
500 ml. VSechny lahve byly uzavieny vickem, utésnény parafilmem a uchovavany

v lednici.

4.2.3.3 Izolace hepatocyti

Celd neposkozena jatra byla pfenesena do Biichnerovy nélevky umisténé nad
odpadni nadobou. Perfize jater byla provadéna postupnou, opakovanou ,kanylaci“
vSech cév vstupujicich do jater. Jatra byla promyvana perfiznim roztokem bez vapniku
(roztok A) vzdusnénym pneumoxidem, pii teploté 37°C bez recirkulace. Promyvani se
provadélo az do uplného odkrveni jater, po dobu 5-10 minut, pii kterém se spotiebovalo
cca 200 ml roztoku A. Nésledné bylo nutné jatra promyvat mediem s kolagenasou a
vapnikem (roztok Bg), pfi teploté 37°C, po dobu cca 5-7 minut. Za tuto dobu doslo
k dostate¢nému natraveni jaterni tkdn¢ pisobenim kolagenasy. Jatra byla pifendana do
sklenéné misky umisténé v ledové lazni, byl pfidan roztok By, ktery obsahoval vapnik a
albumin a neobsahoval kolagenasu. Pomoci pinzety byly z jater uvolnény hepatocyty do
roztoku Bv. Suspenze hepatocyti a zbytkl jaterni tkané byla zfiltrovana pfes nylonové
sitko s definovanou velikosti ok. Ziskand suspenze byla nalita do 4-8 vychlazenych
centrifugacnich kyvet o objemu 50 ml. Kyvety se suspenzi se nechaly centrifugovat pfi
teploté¢ 4°C pii 40g po dobu 5- ti minut. Supernatant z kyvet byl odsan a peleta se
resuspendovala repipetaci (zpétnym pipetovanim) ve vychlazeném roztoku C, ktery
obsahoval vépnik. Suspenze se znovu stocila pfi 40g po dobu 5- ti minut. Tento
promyvaci postup byl proveden celkem dvakrat. Poprvé za nesterilnich podminek na

laboratornim stole, podruhé v laminarnim boxu, kdy byly hepatocyty pieneseny do
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sterilniho roztoku C. Po dokoncené centrifugaci byl v lamindrnim boxu supernatant
odsan. Peleta byla resuspendovdna zpétnym pipetovanim ve vychlazeném Zivném
mediu ISOM (bez insulinu, bez FCS). Nasledovala posledni centrifugace, ktera
probihala ve sterilnich vychlazenych kyvetach pii 40g taktéz po dobu 5- ti minut.
Supernatant byl opét odsan v laminarnim boxu, peleta resuspendovana zpétnym
pipetovanim ve vychlazeném Zivném mediu s FCS (bez insulinu). Pocet promyvacich
krokd mtze byt snizen nebo naopak zvySen podle Cirosti ¢i zékalu supernatantu nad
suspenzi hepatocytii. Suspenze byla pfenesena z kyvet do sterilni kadinky. Objem
suspenze by mél byt 50-100 ml (dle mnoZstvi hepatocytii= hustoty suspenze). Ze
suspenze ve sterilni kddince byl odebran vzorek o objemu 30 pl do mikrozkumavky.
K nému bylo pfidano 30 pl roztoku trypanové modii. Dobie promichand smés byla
nanesena do Biirkerovy komtrky a byla zjiSténa koncentrace hepatocyt v suspenzi.
Pocitanim Zivych a mrtvych hepatocytli byla zjiSténa Zivotnost bunck. Dle zjisténé
koncentrace hepatocytii byla suspenze zfedéna na koncentraci 0,8-1.10° Zivych
hepatocytli/ml (s ohledem na Zivotnost bun€k) pomoci zivného media s FCS (bez
insulinu). Tato kone¢nd suspenze byla nanesena na mikrotitracni desticky, které byly
vyuzity k experimentiim. Hepatocyty byly ponechany v CO, inkubatoru 3- 4 hodiny pfi
37°C, poté byly nasazeny k pokusu.

4.2.4 Test cytotoxicity- MTT test

Tato metoda je zaloZena na redukci ve vodé rozpustného, Zlutého solubilniho 3-
[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromidu (MTT), na ve vodé
nerozpustny formazan, ktery tvoii modré krystaly hvézdicovitého tvaru. Reakce probiha
na mitochondridlni membrané zivych bunék za ucasti dehydrogendzy. Formazan se
rozpusti pfidanim siln¢ho detergentu a zabarveni se vyhodnocuje spektrofotometricky

pti vinové délce 570 nm a 690 nm.

4.2.4.1 Priprava roztoku MTT a lyza¢niho roztoku

MTT roztok
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3 mg zakoupené¢ho MTT byly rozpustény v 1 ml fosfatového pufru 0,1 M pH 7.4

(k rozpousténi byl pouzit ultrazvuk)

Lyzaéni roztok

0,08 M HCl v isopropanolu- 2 ml 4 M HCIl byly ptfidany k 98 ml isopropanolu

4.2.4.2 Nasazeni bunécné suspenze na mikrotitra¢ni desticky

Suspenze izolovanych hepatocytt o hustoté cca 1x10° bunék/ml (zjisténo pomoci
Biirkerovy komirky, viz. vySe) byla pomoci multikandlové pipety nanesena na
mikrotitracni desticky s plochym dnem. Do kazdé z vnitinich jamek bylo sterilné
nasazeno 50 ul suspenze buné€k, kterou bylo nutné neustale michat z diivodu rychlého
usazovani bun€k ke dnu. Do okolnich jamek byla napipetovana sterilni destilovana
voda, z divodli udrZzeni dostate¢né vlhkosti. Desticky s hepatocyty byly nasledné
umistény do CO, inkubatoru, kde byly pii 37°C a 5 % CO, inkubovany po dobu 4
hodin.

4.2.4.3 Expozice bunék

Za dobu 4 hodin se hepatocyty uchytily ke dnu desticky. Proto bylo nutné
s destickami zachéazet opatrné, aby nedoslo k odtrzeni hepatocytii ode dna. Ptipravené
koncentrace testovanych latek byly ptfidany po 50 ul k hepatocytiim do 6 jamek pod
sebou, tedy 6 paralelnich vzorki. Testované latky byly pfipraveny ze zasobnich roztoki
ve dvojnasobné koncentraci, protoze byly pfidavany k 50 pl média, které jiz bylo
v destickach. V kontrolnich (neovlivnénych) vzorcich bylo k hepatocytim v jednom
sloupci na desticce ptidino médium s 0,1 % DMSO, které bylo pouzito k ptipravé
zasobnich roztokll testovanych substanci. A negativni kontrola, kdy bylo k hepatocytiim
napipetovano médium s 10 % DMSO nebo 2 % Tritonem X100, aby byly vSechny
buiky zabity, taktéz do 1 sloupec na desticce. Hepatocyty byly inkubovany v CO,
inkubétoru, pii 37°C a 5 % CO; po dobu 24 nebo 48 hodin.
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4.2.4.4 Odecitani cytotoxicity

Ptipraveny roztok MTT byl ptedehifdn na 37°C ve vodni lazni a pomoci
multikanalové pipety pfidavan k hepatocytiim v objemu 25 pl/jamku, vcetné kontroly,
s vyjimkou slepych vzorkll. Pipetovani se provadélo bez sliti média z jamek a to
opatrné, aby nedoSlo k odchlipnuti bunék ode dna destiCky. Hepatocyty se nechaly
inkubovat v CO; inkubatoru, pii 37°C a 5 % CO;, po dobu 1 hodiny. Po skonceni
inkubace bylo médium opatrné odpipetovano. Nasledné byl Setrné ptidan lyzacni roztok
(HCl-isopropanol) o objemu 50 pl/jamku, véetné slepych vzorkd. Opatrnym michédnim
na tiepacce po dobu 30 minut doslo k lyze bunck a rozpusténi vzniklého fialového
formazanu.

Vyhodnoceni bylo provedeno na multifunkénim snimaci mikrotitraénich desticek
Tekan Infinite M200 programem Magellan. Absorbance byla odectena pii 570 nm a 690
nm. Zivotnost hepatocytil inkubovanych s testovanymi substancemi byla vyjadiena jako

% absorbance, kdy absorbance kontroly piedstavovala 100 %.

4.2.5 Test cytotoxicity pomoci stanoveni LDH

K méfeni cytotoxicity je mozno vyuzit stanoveni aktivity LDH uvolnéné
z odumielych bun¢k do média. Pifi stanoveni aktivity se vyuziva zpiazené reakce.
V prvnim kroku katalyzuje LDH dehydrogenaci laktatu za redukce NAD" na NADH.
V druhém kroku reaguje vznikly NADH s barvivem pfidanym do reakce. Vznika
vysoce zbarveny formazan, ktery se méii spektrofotometricky pfti vinové délce 490- 520
nm. Aktivita LDH je pfimo Umérnd poctu rozpadlych bun€k v disledku piisobeni

toxickych latek.

Catalyst — zakoupeny lyofilizat byl rozpustén v 1ml redestilované vody a po dobu asi
10 minut byl dikladné protiepavan. Po rozpusténi byl uchovavan v lednici pfti teploté 2-
8°C.

Barvici roztok — po rozmrazeni byl uchovavan v lednici pii teploté 2-8°C.

4.2.5.1 Nasazeni bunécné suspenze na mikrotitraéni desticky

Suspenze izolovanych hepatocytt o hustoté cca 1x10° bunék/ml (zjisténo pomoci

Biirkerovy komirky, viz. vySe) byla pomoci multikandlové pipety nanesena na
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mikrotitra¢ni desticky s plochym dnem. Do kazdé z vnitfnich jamek bylo sterilné
nasazeno 100 ul suspenze bunék, kterou bylo nutné neustale michat z divodu rychlého
usazovani buné€k ke dnu. Do okolnich jamek byla napipetovana sterilni destilovana voda
z diivodl udrzeni dostatecné vlhkosti. Desticky s hepatocyty byly nésledn¢ umistény do

CO; inkubétoru, kde byly pii 37°C a 5 % CO; inkubovany po dobu 3 hodin.

4.2.5.2 Expozice bunék

Za 3 hodiny se hepatocyty uchytily ke dnu desticky, proto bylo nutné s destickami
zachazet opatrné, aby nedosSlo k odtrzeni hepatocytli ode dna. Ze vSech jamek bylo
opatrné odsato veskeré médium, které bylo nahrazeno médiem s max. 1 % FBS. K 100
ul média byly do jamek pfidany testované latky POE, EGCG, NAPQI a DOX (vSe
nafedéné ve stejném médiu) tak, aby vysledny objem ve vSech jamkéach byl 200 pl.
Kazdy vzorek byl pipetovan do 6 jamek pod sebou, tj. v 6 paralelnich vzorcich.
Soucasné byla do druhého sloupce na desticce ptipravena kontrola (neovlivnéné bunky),
tj. k hepatocytiim bylo ptfidano médium s 0,1 % DMSO. Hepatocyty byly ponechany v
CO; inkubatoru, pii 37°C a 5 % CO; do druhého dne. Schéma rozmisténi vzorkii na

mikrotitracni desticce je znazornéno na obrazku 19.
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Obr. 19: Schéma rozmisténi testovanych latek na mikrotitrani desticce pro stanoveni

LDH

4.2.5.3 Stanoveni LDH

Po 24 hodinové inkubaci bylo opatrné, aby nedoslo k nasati bun¢k, odebrano
z kazdé jamky 10 pl média, které bylo pfeneseno do nové nesterilni 96- ti jamkové

desti¢ky s plochym dnem. K odebranému médiu bylo pfidano 100 ul reakéni smési,
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kterd byla tésné pfed pouzitim nafedéna v pomeéru 1: 45 — catalyst: barvici roztok.
Desticka, zakrytd alobalem, byla nechdna 30 minut k inkubaci pfi laboratorni teploté.
Vyhodnoceni bylo provedeno na multifunkénim snimaci mikrotitracnich desticek
Tekan Infinite M200 programem Magellan. Absorbance byla méfena pii 490 nm.
Vysledné hodnoty absorbanci byly vztazeny k hodnoté absorbance kontroly, ktera

pfedstavovala 100 %.

4.2.6 Detekce ROS

K detekci oxidacniho stresu v bunéénych liniich byla vyuzita fluorescencné
znacena sonda 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetat (DCFH,-DA). Struktura, ktera
obsahuje dvé acetatové skupiny, ma lipofilni charakter a umoznuje ptestup skrze
bunéénou membranu. Uvnitf buiiky jsou ob€ acetatové skupiny degradovany pomoci
esterdz a vznikd 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein (DCFH;). Struktura se tak stava
hydrofilni a neni ji umoznén ptestup pies bunécnou membranu zpét. Nasledné se
DCFH; oxiduje za tcasti ROS na fluoreskujici 2,7 -dichlorofluorescein (DCFH).
Nartst fluorescence je detekovan na Tecanu po dobu 60- 120 minut, pti 37°C, pii

excitaénim spektru 490nm a emismim spektru 530nm (Pourahmad 2008, Petit 2008).

4.2.6.1 Nasazeni bunécné suspenze na mikrotitracni desticky

Suspenze izolovanych hepatocytt o hustoté cca 1x10° bunék/ml (zjisténo pomoci
Biirkerovy komirky, viz. vySe) byla pomoci multikandlové pipety nanesena na
mikrotitraéni desticky s plochym dnem. Do kazdé z vnitfnich jamek bylo sterilné
nasazeno 50 pl suspenze buné€k, kterou bylo nutné neustale michat z diivodu rychlého
usazovani bun€k ke dnu. Do okolnich jamek byla napipetovana sterilni destilovana
voda, z divodli udrZzeni dostate¢né vlhkosti. Desticky s hepatocyty byly nésledné

umistény do CO; inkubdtoru, kde byly pii 37°C a 5 % CO, inkubovany do druhého dne.

4.2.6.2 Expozice bunék

Za dobu 24 hodin se hepatocyty uchytily ke dnu desticky, proto bylo nutné
s destickami zachdzet opatrné, aby nedoslo k odtrzeni hepatocytii ode dna. Opatrné bylo
ze vSech jamek odsato veskeré médium. Do jamek byly pipetovany piipravené

koncentrace testovanych latek POE a NAPQI po objemu 50 pl tak, aby v kazdé jamce
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byl vysledny objem 100 pl. To znamend, ze v nékterém sloupci byly pfitomny obé
testované latky a tam, kde byla pfitomna pouze jedna, byl objem doplnén pufrem.
Kazdy vzorek byl pipetovan do 6 jamek pod sebou. Testované latky byly pfipraveny ze
zasobnich roztokii ve dvojnasobné koncentraci, protoze byly ptidavany k 50 ul pufru
nebo k druhé testované substanci. Latky byly roziedény v ADS pufru a jejich vysledné
koncentrace byly 10 uM NAPQI a 0,5 uM a 5 uM POE. Do prvniho sloupce bylo
pfidino médium s 0,1 % DMSO. Soucasné¢ byla do jednoho sloupce na desticce
pfipravena pozitivni kontrola, kdy byl k hepatocytim ptidan H,O,, pii kterém tvorba
ROS vzdy stoupa. Schéma umisténi vzorkli na mikrotitracni desticce je znazornéno na
obrazku 20. U zvyraznénych policek byl POE 0,5 uM nebo POE 5 uM na desticky
pipetovan s 30- ti minutovym piedstihem nez zbytek testovanych substanci. Popisky
v grafech jsou pak odliSeny ,,pied” (30- ti minutova preinkubace) a ,,spolu® (POE i
NAPQI byly pfidany soucasn¢).
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Obr. 20: Umisténi vzorki na mikrotitrani desticce pro detekci oxidacniho stresu

4.2.6.3 Detekce narustu fluorescence

Po ptidani vSech substanci bylo do kazdé jamky jesté ptidano 100ul 10 uM 2°,7'-
dichlorodihydrofluorescein diacetatu roziedéného v ADS pufru. Z divodu rychlého
rozkladu DCFH,-DA na svétle je nutné provadét fedéni a pipetovani ve tmé.

Vyhodnoceni bylo provedeno na multifunkénim snimaci mikrotitra¢nich desticek
Tekan Infinite M200 programem Magellan. Narust fluorescence byl odecitan po dobu

60- ti minut pti 490 nm a 530 nm.
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5 VYSLEDKY

5.1 Testovani vlivu katechinii na buiiky HCT-8

K testovani antiprolifera¢niho u¢inku bylo pouzito 5 katechind: katechin (C),
epikatechin  (EC), epigallokatechin (EGC), epikatechin-3-gallit (EC-3-G),
epigallokatechin gallat (EGCG). Kazda testovand koncentrace jednotlivého katechinu
byla nanesena do jednoho celé¢ho sloupce na mikrotitra¢ni desticce tj. v Sesti paralelnich
vzorcich. Kontrola byla nanesena na desti¢ce do krajniho sloupku a obsahovala 0,1 %
DMSO, protoze testované latky byly v DMSO rozpustény. K vyhodnoceni bylo vyuzito
barveni neutrdlni Cerveni (NRU test). Test byl proveden podle ndvodu popsaného
v kapitole 4.2.2. s kazdou latkou dvakrat. Vysledné hodnoty absorbance vzorkl byly
vztazeny k primérné hodnoté absorbanci kontrol, kterd ptedstavovala 100 %. Vysledky

jsou uvedeny v tabulkach 2- 6 a na obréazcich 21- 25.
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Tab. 2: Antiproliferativni vliv C na bunécnou linii HCT-8. Vysledky jsou vyjadieny v

% kontroly + smérodatna odchylka v %. Doba expozice 24 hodin.

Viabilita HCT-8 (%) = SD (%)

C 1. experiment 2. experiment prumeér
1nM 102+1 102+2 102+2
SuM 96+2 103£2 100+2
10pM 97+1 101£2 99+2
25uM 94+3 100£2 97+3
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Obr. 21: Antiproliferativni vliv C na bunéc¢nou linii HCT-8

Z vysledki vyplyva, ze C neovliviiyje proliferaci bunééné linie HCT-8.
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Tab. 3: Antiproliferativni vliv EC na buné¢nou linii HCT-8. Vysledky jsou vyjadieny v

% kontroly + smérodatna odchylka v %. Doba expozice 24 hodin.

Viabilita HCT-8 (%) £+ SD (%)

EC 1. experiment 2. experiment prumér
1M 94+3 101£2 98+3
SuM 100+4 102+3 101+3
10pM 9143 99+2 95+3

25uM 100+1 97+2 99+1
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Obr. 22: Antiproliferativni vliv EC na buné¢nou liniit HCT-8

Z vysledki vyplyva, ze EC neovliviiuje proliferaci bunééné linie HCT-8.
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Tab. 4: Antiproliferativni vliv EGC na buné¢nou linii HCT-8. Vysledky jsou vyjadieny

v % kontroly + smérodatna odchylka v %. Doba expozice 24 hodin.

Viabilita HCT-8 (%) £+ SD (%)
EGC | 1. experiment | 2. experiment | primér
1M 93+2 86+2 89+2
SuM 90+1 92+1 91+1
10pM 10443 93+2 99+3
25uM 99+3 84+3 91+3
EGC
120
- 100
9
£ 80
£
X 60
=
= 40
o)
8
> 20
0
1 5 10 25
Koncentrace EGC (M)

Obr. 23: Antiproliferativni vliv EGC na buné¢nou linii HCT-8

Z vysledki vyplyva, ze EGC neovliviiuje proliferaci bunééné linie HCT-8.
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Tab. 5: Antiproliferativni vliv EC-3-G na bunécnou linii HCT-8. Vysledky jsou

vyjadieny v % kontroly + smérodatna odchylka v %. Doba expozice 24 hodin.

Viabilita HCT-8 (%) £+ SD (%)

EC-3-G | 1. experiment | 2. experiment | pramér
1M 104+1 95+1 100+1
SuM 10342 91+2 97+2
10pM 99+2 86+2 92+2

25uM 98+2 86+3 92+2
EC-3-G

120

= 100
o

£ 80
£

R} 60
S

= 40
Q2
8

> 20

0

1 5 10 25
Koncentrace EC-3-G (uM)

Obr. 24: Antiproliferativni vliv EC-3-G na buné¢nou linii HCT-8

Z vysledki vyplyva, ze EC-3-G neovliviiuje proliferaci bunééné linie HCT-8.
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Tab. 6: Antiproliferativni vliv EGCG na bunécnou linii HCT-8. Vysledky jsou

vyjadieny v % kontroly + smérodatna odchylka v %. Doba expozice 24 hodin.

Viabilita HCT-8 (%) £+ SD (%)

EGCG | 1. experiment | 2. experiment | primér
1pM 94+1 99+3 97+2
SuM 93+1 10043 97+2
10pM 86+2 96+6 91+4
25uM 93+2 91+2 92+2

EGCG

120

= 100
?

£ 80
g

X 60
=

= 40
o]
8

> 20

0

1 5 10 25
Koncentrace EGCG (uM)

Obr. 25: Antiproliferativni vliv EGCG na bunécnou linii HCT-8

Z vysledki vyplyva, ze EGCG neovliviiuje proliferaci bunééné linie HCT-8.
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5.2 Testovani vlivu katechini na antiproliferativni vliv DOX na

bunécnou linii HCT-8

Buiiky byly vystaveny jak samotnému vlivu doxorubicinu (DOX) o nékolika
koncentracich, tak soucasné vlivu katechini o koncentraci 5 pM a DOX o né€kolika
koncentracich.

Experiment byl proveden dvakrat a to jednou pii 24 hodinové expozici a jednou
pii48 hodinové expozici. Kontrola, obsahujici 0,1 % DMSO, byla nanesena na desticce
v prvnim sloupci. Kazda latka, nebo dvojice latek byly testovany v celém sloupci
mikrotitra¢ni desticky tj. v Sesti paralelnich vzorcich. K vyhodnoceni bylo vyuzito
barveni neutrdlni Cerveni (NRU test). Test byl proveden podle ndvodu popsaného
v kapitole 4.2.2. Vysledné hodnoty absorbance vzorkti byly vztaZzeny k hodnoté
absorbance kontroly, ktera predstavovala 100 %.

Vysledky pro 24 hodinovou expozici jsou uvedeny v tabulkdch 7- 11 a na
obrazcich 26-30.

Vysledky pro 48 hodinovou expozici jsou uvedeny v tabulkdch 12-16 a na
obrazcich 31-35.
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Tab. 7: Vliv C na antiproliferativni uc¢inek DOX na buné¢nou linii HCT-8. Vysledky

jsou vyjadieny v % kontroly + smérodatna odchylka v %. Doba expozice 24 hodin.

Viabilita HCT-8 (%) = SD (%)
DOX | experiment | DOX+C 5uM | experiment
0,5uM 9243 0,5uM 90+4
1uM 85+2 1uM 83+4
2uM 80+4 2uM 79+1
SuM 58+1 S5uM 56+3
DOX+ C
120
— k3
_; 100 "
£ 80 -
3 %
X 60 -
< m DOX
3 0 m DOX+C
g

N
o
I

o
1

1 2 5

Koncentrace doxorubicinu pM

Obr. 26: Vliv C na antiproliferativni u¢inek DOX na bunéc¢nou linii HCT-8

* statisticky vyznamny rozdil proti kontrole
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Tab. 8: Vliv EC na antiproliferativni i¢inek DOX na bunéc¢nou linii HCT-8. Vysledky

jsou vyjadieny v % kontroly + smérodatna odchylka v %. Doba expozice 24 hodin.

Viabilita HCT-8 (%) = SD (%)
DOX | experiment | DOX+EC 5uM | experiment
0,5uM 100+7 0,5puM 10445
1pM 99+4 1pM 97+4
2uM 88+3 2uM 86+4
SuM 59+1 SuM 6243
DOX + EC
120
< 100 -
8
g 80 - .
3
X 60 -
< m DOX
5 07 B DOX+EC
5 90 -
0 .

1 2 5

Koncentrace doxorubicinu (uM)

Obr. 27: Vliv EC na antiproliferativni u¢inek DOX na bunéénou linii HCT-8

* statisticky vyznamny rozdil proti kontrole
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Tab. 9: Vliv EGC na antiproliferativni G¢inek DOX na bunécnou linii HCT-8.
Vysledky jsou vyjadieny v % kontroly + smérodatna odchylka v %. Doba expozice 24
hodin.

Viabilita HCT-8 (%) + SD (%)
DOX | experiment | DOX+EGC S5uM experiment
0,5puM 94+5 0,5uM 9743
1pM 93+4 1M 9145
2uM 80+3 2uM 84+2
SuM 6043 SuM 61+4
DOX + EGC
120
%
—_O; 100 "
£ 80 -
g k
X 60 -
s m DOX
3 m DOX+EGC
g

N
o
I

o
1

1 2 5
Koncentrace doxorubicinu (uM)

Obr. 28: Vliv EGC na antiproliferativni t¢inek DOX na bunécnou linii HCT-8

* statisticky vyznamny rozdil proti kontrole
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Tab. 10: Vliv EC-3-G na antiproliferativni ti¢inek DOX na bunéc¢nou linii HCT-8.
Vysledky jsou vyjadieny v % kontroly + smérodatna odchylka v %. Doba expozice 24
hodin.

Viabilita HCT-8 (%) £+ SD (%)
DOX | experiment DOX+EC-3-G 5uM | experiment
0,5uM 9143 0,5uM 90+1
1M 80+3 1uM 87+2
2uM 77+4 2uM 7444
S5uM 54+4 S5uM 49+3
DOX+EC-3-G
120
= 100
°
£ 80 -
S *
X 60 -
s m DOX
3 40 B DOX+EC-3-G
g

20 -

1 2 5
Koncentrace doxorubicinu (uM)

Obr. 29: Vliv EC-3-G na antiproliferativni i¢inek DOX na bunécnou linii HCT-8

* statisticky vyznamny rozdil proti kontrole
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Tab. 11: Vliv EGCG na antiproliferativni G¢inek DOX na bunécnou linii HCT-8.
Vysledky jsou vyjadieny v % kontroly + smérodatna odchylka v %. Doba expozice 24
hodin.

Viabilita HCT-8 (%) £+ SD (%)
DOX |experiment| DOX+EGCG 5pM experiment
0,5uM 94+2 0,5uM 90+3
1uM 86+2 1M 82+2
2uM 74+3 2uM 79+2
S5uM 5443 5uM 5244
DOX + EGCG
120
= 100 *
°
£ 80 -
g *
X 60 -
s m DOX
3 40 m DOX+EGCG
g

N
o
I

o
1

1 2 5
Koncentrace doxorubicinu (uM)

Obr. 30: Vliv EGCG na antiproliferativni i¢inek DOX na bunécnou linii HCT-8

* statisticky vyznamny rozdil proti kontrole

Z vysledkll na obrazcich 26-30 vyplyva, Ze 24 hodinova expozice DOX jiz ptfi
koncentraci 1 uM snizuje proliferaci bunééné linie HCT-8. Se zvySujici se koncentraci
DOX proliferace bunék klesala. V jamkach s nejvyssi koncentraci DOX (5 uM) byl
pocet bun&k okolo 50 % ve srovnani s jamkami, kde buiiky nebyly ovlivnéné. Zadny

z testovanych katechinli nesnizuje antiprolirefativni vliv DOX na bunéénou linii HCT-8.
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Tab. 12: Vliv C na antiproliferativni uc¢inek DOX na bunécnou linii HCT-8. Vysledky

jsou vyjadieny v % kontroly + smérodatna odchylka v %. Doba expozice 48 hodin.

Viabilita HCT-8 (%) = SD (%)
DOX |experiment| DOX+C 5uM |experiment
1pM 77+1 1pM 73+6
3uM 41£2 3uM 37+7
SuM 15+4 S5uM 18+2
SuM 18+3 SuM 16+4
DOX + C
120
— 100
= *
£ 80
S
¥ 60
< m DOX
5 40 B DOX+C
8
>

N
o

o

1 3 5 8
Koncentrace doxorubinu (uM)

Obr. 31: Vliv C na antiproliferativni i¢inek DOX na buné¢nou linii HCT-8

* statisticky vyznamny rozdil proti kontrole
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Tab. 13: Vliv EC na antiproliferativni ii¢inek DOX na buné¢nou linii HCT-8. Vysledky

jsou vyjadieny v % kontroly + smérodatna odchylka v %. Doba expozice 48 hodin.

DOX | experiment | DOX+EC 5uM | experiment
1pM 80=+1 1pM 7943
3uM 3944 3uM 3945
SuM 20+4 SuM 20+2
SuM 21+2 SuM 19+3
DOX + EC
120
100
= *
e
€
2
_°>°_
S m DOX
3
S m DOX+EC
1 3 5 8
Koncentrace doxorubicinu (uM)

Obr. 32: Vliv EC na antiproliferativni u¢inek DOX na bunéénou linii HCT-8

* statisticky vyznamny rozdil proti kontrole
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Tab. 14: Vliv EGC na antiproliferativni u¢inek DOX na bunécnou linii HCT-8.
Vysledky jsou vyjadieny v % kontroly + smérodatnd odchylka v %. Doba expozice 48
hodin.

Viabilita HCT-8 (%) £ SD (%)
DOX | experiment | DOX+EGC 5pM | experiment
1puM 64+6 1pM 71£3
3uM 3445 3uM 39+4
SuM 1945 SuM 2143
SuM 20+2 SuM 1943
DOX + EGC
120
__ 100
=
o
s 80 *
[=
g
] 60 -
S mDOX
Z 40 -
2 * B DOX+EGC
> 20 -
0 _
1 3 5 8
Koncentrace doxorubicinu (uM)

Obr. 33: Vliv EGC na antiproliferativni u¢inek DOX na buné¢nou linii HCT-8

* statisticky vyznamny rozdil proti kontrole
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Tab. 15: Vliv EC-3-G na antiproliferativni Gi¢inek DOX na bunéc¢nou linii HCT-8.
Vysledky jsou vyjadieny v % kontroly + smérodatnd odchylka v %. Doba expozice 48
hodin.

Viabilita HCT-8 (%) £ SD (%)
DOX | experiment | DOX+EC-3-G 5uM | experiment
1pM 79+2 1pM 75+4
3uM 4313 3uM 4343
SuM 2245 SuM 2344
SuM 2243 SuM 20+6
DOX + EC-3-G
120
100
= *
£ 80
c
)
X 60 -
-t m DOX
3 40 - m DOX+EC-3-G
8 *
S
20 -
0 -
1 3 5 8
Koncentrace doxorubicinu (uM)

Obr. 34: Vliv EC-3-G na antiproliferativni u¢inek DOX na buné¢nou linii HCT-8

* statisticky vyznamny rozdil proti kontrole
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Tab. 16: Vliv EGCG na antiproliferativni G¢inek DOX na bunécnou linii HCT-8.
Vysledky jsou vyjadieny v % kontroly + smérodatna odchylka v %. Doba expozice 48
hodin.

Viabilita HCT-8 (%) £+ SD (%)
DOX | experiment | DOX+EGCG 5uM experiment
1pM 80+1 1pM 73£3
3uM 3543 3uM 40+4
5uM 2345 S5uM 2442
SuM 2343 SuM 2244
DOX + EGCG
120
= 100 "
°
£ 80
2
¥ 60 -
= m DOX
5 07 B DOX+EGCG
g

N
o
I

o
I

1 3 5 8

Koncentrace doxorubicinu (uM)

Obr. 35: Vliv EGCG na antiproliferativni a¢inek DOX na bunécnou linii HCT-8

* statisticky vyznamny rozdil proti kontrole

Vysledky na obrazcich 31-35 ukazuji, Ze po 48 hodinové expozici DOX pii
koncentraci 1uM jiz vyrazné snizuje proliferaci bunééné linii HCT-8 (na 80 % oproti
kontrole). Se zvySujici se koncentraci DOX klesala proliferace bunék, pfi 8 uM
koncentraci DOX dosahovala pouze 20 % ve srovnani s kontrolou (bez DOX). Zadny
z testovanych katechini vyrazn€ nezvySuje antiproliferativni vliv DOX na bunécnou

linii HCT-8.
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5. 3 Testovani vlivu katechinti na viabilitu hepatocytu

K testovani viability byly pouzity: katechin (C), epigallokatechin (EGC),
epigallokatechin gallat (EGCG) a Polyfenon E (POE). Katechiny byly pouzity
v koncentracich 1 uM, 5 uM a 25 uM, POE v koncentracich 1 uM, 5 uM a 10 uM.
Kazda koncentrace byla nanesena do jednoho celého sloupce na mikrotitracni desti¢ce
tj. v Sesti paralelnich vzorcich. Kontrola byla nanesena na desticce do krajniho sloupku
a obsahovala 0,1 % DMSO, protoze testované latky byly v DMSO rozpustény.
Expozice trvala 24 hodin a pak nasledovalo vyhodnoceni pomoci testu MTT. Test byl
proveden podle ndvodu popsaného v kapitole 4.2.4. s kazdou latkou dvakrat. Vysledné
hodnoty absorbance vzorkil byly vztazeny k primérné hodnoté absorbanci kontrol, ktera
predstavovala 100 %. Vysledky jsou uvedeny v tabulkdch 17 a 18 a na obrazcich 36 a
37.
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Tab. 17: Vliv katechintl na viabilitu hepatocytt. Vysledky jsou vyjadieny v % kontroly

+ smerodatné odchylka v %. Doba expozice 24 hodin.

Viabilita hepatocytii (%) £ SD (%)
C experiment EGC |experiment| EGCG | experiment
1uM 93+3 1uM 90+6 1M 99+3
S5uM 96+7 S5uM 94+6 5uM 100+6
25uM 110+4 25uM 113+6 25uM 108+5
Katechiny
140
120 * " *
100
X
w 80 - B 1uM
:.‘_% 60 - m5uM
> 10 - 25uM
20
0 .

c EGC EGCG

Obr. 36: Vliv katechinll na viabilitu hepatocytii

* statisticky vyznamny rozdil proti kontrole
Testované katechiny o koncentraci 1 uM a 5 uM nemély protektivni vliv na

viabilitu hepatocytli. ZvySeni Zivotnosti se projevilo u vSech katechinti pii koncentraci

25 uM. Nejvétsi vliv vykazoval EGC, kdy se viabilita zvysila na 113 %.
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Tab. 18: Vliv POE na viabilitu hepatocyti. Vysledky jsou vyjadieny v % kontroly +

smérodatnd odchylka v %. Doba expozice 24 hodin.

Viabilita hepatocytti (%) £ SD (%)
Polyfenon E experiment
1pM 124+8
2,5uM 12947
SuM 13848
10pM 19345

Polyfenon E
P
200
= 160 *
S * i
c
El 120
8
S 80
%
S 40
0
1 2,5 5 10
Koncentrace Polyfenonu E (uM)

Obr. 37: Vliv POE na viabilitu hepatocytii

* statisticky vyznamny rozdil proti kontrole

[RA4

0,1 uM, pfi které doslo ke zvySeni viability o 24 %. Se zvySujici se koncentraci viabilita
stoupala. Nejvyssi vzestup viability byl pozorovan u koncentrace 10 uM, kde viabilita

stoupla az na 193 %.

76



5.4 Testovani vlivu EGCG a POE na cytotoxicitu DOX

Hepatocyty byly vystaveny jak vlivu samotného DOX o koncentracich 10 pM a
25 uM, tak soucasné vlivu DOX (o koncentracich 10 uM a 25 uM) a EGCG nebo POE.
Vyuzité koncentrace EGCG a POE byly 0,5 uM a 5 uM.

Vyhodnoceni viability bylo provedeno po 24 hodinové expozici. Kazda latka,
nebo dvojice latek byly testovany v celém sloupci mikrotitraéni desticky tj. v Sesti
paralelnich vzorcich. Pozitivni kontrola obsahovala 0,1 % DMSO a byla nanesena na
desti¢ce v prvnim sloupci. Jako negativni kontrola byl pouzit 2 % Triton X100 a na
desticku byl nanesen do druhého sloupce. K vyhodnoceni byl vyuzit test MTT. Test byl
proveden podle ndvodu popsaného v kapitole 4.2.4. Vysledné hodnoty absorbance
vzorkl byly vztazeny k hodnoté absorbance pozitivni kontroly, kterd predstavovala 100
%.

Vysledky jsou uvedeny v tabulkach 19 a 20 a na obrézcich 38- 46. Na obrazcich
38 a 40-43 a 45 a 46 jsou hepatocyty vyfoceny pod mikroskopem.

Obr. 38: Neovlivnéné hepatocyty (24 hod)
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Tab. 19: Vliv 0,5 uM a 5 uM EGCG na toxicitu DOX na hepatocyty. Vysledky jsou

vyjadieny v % kontroly + smérodatna odchylka v %. Doba expozice 24 hodin.

Viabilita hepatocytii (%) £+ SD (%)

DOX | experiment | DOX+EGCG 0,5uM | experiment

10pM 107+4 10pM 114+1

25uM|  100+6 25uM 107+9

DOX+EGCG 5pM | experiment

10uM 107+8
25uM 103+7
DOX+EGCG
140
*
120
__ 100 -
X
© 80 -
= mDOX
2 60 -
< m DOX+EGCG 0,5mikroM
> 40 -
1 DOX+EGCG 5mikrom
20
O -
10 25
Koncentrace doxorubicinu (uM)

Obr. 39: Vliv 0,5 uM a 5uM EGCG na toxicitu DOX na hepatocyty

* statisticky vyznamny rozdil proti samotnému DOX

78



Obr. 40: Hepatocyty + 10 uM DOX Obr. 41: Hepatocyty +10 uM DOX+
5 uM EGCG

Obr. 42: Hepatocyty + 25 uM DOX Obr. 43: Hepatocyty + 25 uM DOX+
5 uM EGCG

Vysledky ukazuji, ze DOX v koncentracich 10 uM a 25 pM plisobi na hepatocyty
toxicky. U koncentrace 10 uM DOX se projevilo zvySeni viability bun¢k na 114 % po
pfidani 0,5 uM EGCG. Po ptidéni 5 uM EGCG k hepatocytim ovlivnénych DOX se
projevil protektivni uc¢inek EGCG na toxicitu DOX na hepatocyty, jak je vidét na
obrazcich 40- 43.
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Tab. 20: Vliv 0,5uM a 5uM POE na toxicitu DOX na hepatocyty. Vysledky jsou

vyjadreny v % kontroly + smérodatna odchylka v %. Doba expozice 24 hodin.

Viabilita hepatocytii (%) £+ SD (%)
DOX+POE DOX+POE
DOX |experiment 0,5SpM experiment SuM experiment
10uM 106+8 10uM 96+6 10pM 107+8
25uM 97+7 25uM 86+7 25uM 93+6
DOX+POE
140
120
__ 100
X
© 80 -
= m DOX
'-‘l: 60 - .
S 20 B DOX+POE 0,5mikroM
1 DOX+POE 5mikroM
20
0 -
10 25
Koncentrace doxorubicinu (uM)

Obr. 44: Vliv 0,5uM a 5pM POE na toxicitu DOX na hepatocyty

* statisticky vyznamny rozdil proti samotnému DOX
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Obr. 40: Hepatocyty + 10uM DOX Obr. 45: Hepatocyty + 10uM DOX+
5uM POE

Obr. 42: Hepatocyty + 25 uM DOX Obr. 46: Hepatocyty + 25uM DOX+
5uM POE

Vysledky ukazuji, ze DOX v koncentracich 10 uM a 25 uM plisobi na hepatocyty
toxicky. Po pfidani 0,5 uM POE se viabilita snizila u obou koncentraci zhruba o 10 %
oproti samotnému DOX. Po pfidani 5 uM POE k hepatocytim ovlivnénych DOX se
projevil protektivni G¢inek POE na toxicitu DOX na hepatocyty, jak je vidét na
obrazcich 40, 42, 45 a 46.
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5.5 Testovani vlivu EGC, EGCG a POE na cytotoxicitu PARA

Hepatocyty byly vystaveny jak samotnému vlivu paracetamolu (PARA) o riznych
koncentracich, tak soucasn¢ vlivu PARA a EGC, EGCG nebo POE. Pouzité
koncentrace EGC, EGCG a POE byly 0,5 uM a 5 uM.

Expozice trvala 24 hodin. Kazda latka, nebo dvojice latek byly testovany v celém
sloupci mikrotitracni desticky tj. v Sesti paralelnich vzorcich. Pozitivni kontrola
obsahovala 0,1 % DMSO a byla nanesena na desticce v prvnim sloupci. Jako negativni
kontrola bylo pouzito 10 % DMSO a na desticku byl nanesen do druhého sloupce.
K vyhodnoceni byl vyuzit test MTT. Test byl proveden podle navodu popsaného
v kapitole 4.2.4. Vysledné hodnoty absorbance vzorkli byly vztazeny k hodnoté
absorbance pozitivni kontroly, ktera pfedstavovala 100 %.

Vysledky jsou uvedeny v tabulkach 21- 23 a na obrazcich 47- 49.

Tab. 21: Vliv EGC na cytotoxicitu PARA na hepatocyty. Vysledky jsou vyjadreny v %

kontroly + smérodatna odchylka v %. Doba expozice 24 hodin.

Viabilita hepatocytii (%) £ SD (%)

PARA+EGC PARA+EGC
PARA |experiment 0,5uM experiment SuM experiment
1,25mM | 120+9 1,25mM 11546 1,25mM 12949
2mM 128+6 2mM 99+6 2mM 137+7
3mM 117+4 3mM 100+7 3mM 14642
4mM 137+£5 4mM 11048 4mM 15748
SmM 13547 SmM 105+8 SmM 15616
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Obr. 47: Vliv 0,5uM a 5uM EGC na cytotoxicitu PARA na hepatocyty

* statisticky vyznamny rozdil proti samotnému PARA

Samotny PARA zplsobil zvySeni viability hepatocytl uz pii nejniz$i pouzité
koncentraci 1,25 mM, pii které byla viabilita 120 %. Po ptidani 0,5 uM EGC se
viabilita snizila v priméru o 15 % oproti samotnému PARA. Naopak po pfidani 5 uM

EGC se viabilita o 15 %, oproti samotnému PARA, zvysila.

Tab. 22: Vliv EGCG na cytotoxicitu PARA na hepatocyty. Vysledky jsou vyjadieny v

% kontroly + smérodatna odchylka v %. Doba expozice 24 hodin.

Viabilita hepatocytii (%) £ SD (%)
PARA+EGCG PARA+EGCG

PARA |experiment 0,5pM experiment SuM experiment

1,25mM | 120£9 1,25mM 10246 1,25mM 106+6
2mM 12846 2mM 11145 2mM 130+7
3mM 117+4 3mM 11348 3mM 14045
4mM 137+5 4mM 106+8 4mM 13949
SmM 13547 SmM 117+7 SmM 15244
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PARA + EGCG
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§ 140
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= 60 - 0,5mikroM
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S 40 -  PARA+EGCG
20 - 5mikroM
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Koncentrace paracetamolu (mM)

Obr. 48: Vliv 0,5uM a 5pM EGCG na cytotoxicitu PARA na hepatocyty

* statisticky vyznamny rozdil proti samotnému PARA

Samotny PARA zplsobil zvySeni viability hepatocytl uz pii nejniz$i pouzité
koncentraci 1,25 mM, pii které byla viabilita 120 %. Po pfidani 0,5 uM EGCG se
viabilita snizila v priméru o 15 % oproti samotnému PARA. Naopak po pfidani 5 uM
EGCQG se viabilita o 10 %, oproti samotnému PARA, zvysila. Pouze u 1,25 uM PARA
doslo po ptidani 5 uM EGCG ke sniZeni viability o 14 % na 106 %.
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Tab. 23: Vliv POE na cytotoxicitu PARA pro hepatocyty. Vysledky jsou vyjadieny v %

kontroly + smérodatna odchylka v %. Doba expozice 24 hodin.

Viabilita hepatocytti (%) £ SD (%)
PARA+POE PARA+POE
PARA |experiment 0,5pM experiment SuM experiment
1,25mM | 12049 1,25mM 131+6 1,25mM 74+6
2mM 128+6 2mM 139+8 2mM 75+£9
3mM 117+4 3mM 142+9 3mM 84+9
4mM 13745 4mM 1317 4mM 79+6
SmM 1357 SmM 132+10 SmM 92+8
PARA + POE
160 ¥
%

140 * - T

>

‘© 120 -

..‘é 100 1 . * HPARA

g . * i N l

X 80 - T —

< 1 1 W PARA+POE

£ 60 - B 0,5mikroM

| 40 - —

s PARA+POE

20 - B 5mikroM
0 -
1,25 2 3 4 5
Koncentrace paracetamolu (mM)

Obr. 49: Vliv 0,5uM a 5pM POE na cytotoxicitu PARA pro hepatocyty

* statisticky vyznamny rozdil proti samotnému PARA

Samotny PARA zplsobil zvySeni viability hepatocytli uz pii nejniz$i pouzité
koncentraci 1,25 mM, pfi které byla viabilita 120 %. Po ptidani 0,5 uM POE se viabilita
zvysila v priméru o 10 %, oproti samotnému PARA, u koncentraci 1,25 uM, 2 p a 3
puM. U 4 uM a 5 uM nedoslo k ovlivnéni viability. Naopak po pfidani 5 uM POE doslo
k vyraznému poklesu viability hepatocytl v priiméru o 40 % oproti samotnému PARA.
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5. 6 Testovani vlivu EGCG a POE na cytotoxicitu NAPQI

Hepatocyty byly vystaveny riznym kombinacim NAPQI, EGCG a POE. Pouzité
koncentrace byly NAPQI 0,5 uM a 10 uM, EGCG 0,5 uM a POE 0,5 uM. Nasazeni na
desticky bylo provedeno podle schéma uvedeného v kapitole 4.2.5.1. Kazda latka, nebo
dvojice latek byly testovany v celém sloupci mikrotitra¢ni desticky tj. v Sesti paralelnich
vzorcich. Jako kontrola bylo pouzito 0,1 % DMSO a na desticku byla nanesena do
druhého sloupce. Ke stanoveni cytotoxicity byla vyuzita metoda LDH. Test byl
proveden podle navodu popsaného v kapitole 4.2.5. Vysledné hodnoty vzorkii byly
vztazeny k hodnoté kontroly, kterd predstavovala 100 %.

Vysledky jsou uvedeny na obrazku 50 a v tabulce 24.
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Tab. 24: Vliv EGCG a POE na cytotoxicitu NAPQI

LDH aktivita (%)
NAPQI experiment | NAPQI+EGCG | experiment
0,5uM 103+0 0,5uM 8710
10nM 110+0 10pM 106+0
NAPQI+POE [ experiment
0,5uM 90+0
10nM 111+0
LDH
120 *
100
80 -
B NAPQ|

LDH aktivita (%)
Ey [e)]
o o

N
o
I

o
1

0,5
Koncentrace NAPQI (uM)

10

B NAPQI + EGCG
ENAPQI + POE

Obr. 50: Vliv 0,5uM EGCG a 0,5uM POE na cytotoxicitu NAPQI

* statisticky vyznamny rozdil proti kontrole

+ statisticky vyznamny rozdil proti samotnému NAPQI

NAPQI byl pro hepatocyty toxicky pii koncentraci 10 uM, kdy se hodnota
absorbance zvysila o 10 % oproti kontrole (bez NAPQI). Pfidani EGCG a POE k 0,5
uM NAPQI se projevilo zvySenim viability zhruba o 15 %. U koncentrace 10 pM

NAPQI nemél EGCG ani POE vliv na jeho toxicitu.
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5.7 Detekce oxidaéniho stresu

Hepatocyty byly vystaveny riznym kombinacim NAPQI a POE. Pouzité
koncentrace byly NAPQI 10 uM a POE 0,5 uM a 5 pM. Nasazeni na desticky bylo
provedeno podle schéma uvedeného v kapitole 4.2.6.2. Kazda latka, nebo kombinace
latek, byla testovana v celém sloupci mikrotitracni desticky tj. v Sesti paralelnich
vzorcich. Pozitivni kontrola obsahovala H>O, a byla nanesena na desticce v druhém
sloupci. Jako negativni kontrola byly pouzity hepatocyty pouze s 0,1 % DMSO. Test
byl proveden podle navodu popsaného v kapitole 4.2.6., méfeni probihalo po dobu 60
minut. Narast fluorescence je ptimo umérny produkci ROS. Experiment byl proveden
dvakrat.

Na obrazku 51 je znazornén narlst fluorescence po dobu 60 minut. Porovnani

oxidaéniho stresu v 60 minuté¢ mefeni ukazuje tabulka 25 a obrazek 52.

ROS
12000
10000 /
8000 /
6000 /

4000 / /

Fluorescence

O i =
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
cas (min)
==H202 =—=NAPQI
===NAPQI+ POE 0,5uM"pted" ===NAPQI+ POE 0,5uM "spolu"
==—=KONTROLA ===POE 0,5uM
NAPQI+ POE 5uM "pted" NAPQI+ POE 5uM "spolu"

POE 5uM

Obr. 51: Narust fluorescence v zavislosti na tvorbé ROS u hepatocytii
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Tab. 25: Oxidacni stres hepatocytti v 60 minuté méteni.

ROS 60min

NAPQI 5036,5
NAPQI+ POE 0,5uM "pied" 39433
NAPQI+ POE 0,5uM "spolu" 3729,2
KONTROLA 2906,8
POE 0,51M 2019,6
NAPQI+ POE 5uM "pred" 1888,3
NAPQI+ POE 5uM "spolu" 1686,0
POE 5uM 1482,5

ROS v 60 minuté
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IS
o
o
o

Fluorescence

* *
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k
2000 *
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NAPQI+
POE
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NAPQl+ DMSO

POE
0,5uM
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NAPQl+

NAPQI+ POES5uM

POE5uM POE 5uM

llpFedll

"SpO|U"

Obr. 52: Oxidac¢ni stres hepatocytll v 60 minuté méteni.

* statisticky vyznamny rozdil proti samotnému NAPQI

Nejvyssi nariist fluorescence a s ni spojenou produkci ROS vykazoval vzorek se
samotnym NAPQI. Po pfidani 0,5 pM POE k NAPQI byla fluorescence vyrazng
snizena. Zda byl POE pfidan k hepatocytim 30 minut ,,pfed“ nebo az soucasné

(,,spolu®) s NAPQI, nemélo na produkci ROS témét Zadny vliv. Fluorescence byla
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sniZena vice jak o polovinu po pfidani 5 pM POE k NAPQI. I zde nehrala Zadnou roli

cvwr

vzorek obsahujici pouze 5 uM POE.
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6 DISKUZE

Prvni pisemné zminky o caji pochazi zlet asi 3000 pt. n. L, i kdyz se Caj
nepochybné uzival i diive. Rostlina, z niZ se ¢aj vyrabi, ¢ajovnik ¢insky neboli Camellia
sinensis, se péstuje ve vice neZ tiiceti zemich svéta, zejména v Cing, Japonsku, Indii a
na Sri Lance (Mitscher and Dolby 2006). Pfi vyrob€ prochézi €ajové listky sloZitym
procesem zpracovani, kdy jsou vice, ¢i méné vystaveny oxidaci. V zdvislosti na procesu
se podle stupné fermentace rozliSuje né€kolik druhii ¢aje. Béhem procesu oxidace
dochazi ke zménam latek obsazenych v €aji. To je vysvétlenim, pro¢ se zeleny ¢aj 1isi
svym ucinkem i chuti od ¢aje ¢erného. Z celkové ro¢ni produkce suseného ¢aje ptipada
asi dvacet procent na ¢aj zeleny, téméf dvé procenta na oolong a sedmdesat osm procent
na ¢aj ¢erny (Mitscher and Dolby 2006).

V soucasnosti je zndmo kolem 400 nejriiznéjSich latek obsazenych v ¢ajovém listé
(Oppliger 2000). Mezi nejvyznamnéjsi biologicky ucinné latky obsazené v Caji patii
polyfenoly (flavonoidy, katechiny), purinové alkaloidy (kofein), tfisloviny, silice,
vitaminy a své misto zaujimaji i1 anorganické latky. Polyfenoly jsou slouceniny
pfirozené¢ se vyskytujici v c€aji. Vytvaii jeho typickou vini a sviravou chut.
Nejvyznamnéj$imi polyfenoly Caje jsou katechiny (Mitscher and Dolby 2006).

Jeden znejzajimavéjSich vyzkuml naznacuje, Ze pitim zeleného caje lze
pfedchazet rakoviné (Cabrera et al. 2006). Potencidln¢ antikarcinogenni ucinky
katechinli jsou nejvice spojovany s jejich antioxida¢ni aktivitou (Prochazkova et al.
2011). Diky antioxidacnim schopnostem by katechiny mohly pisobit protektivné pti
uziti 1é¢iv, které vyvolavaji tvorbu ROS. Na druhou stranu, G¢inek nékterych 1éCiv je
mimo jiné spojovan s vyvolanim oxida¢niho stresu. V tomto piipad€ by soucasny
pfijem katechini mohl snizit Gi¢innost téchto 1é€iv. Navic bylo prokazéano, ze katechiny
jsou inhibitory glutathion-S-transferas (GST), vyznamnych biotransformacnich enzymi,
které¢ se podileji na detoxikaci fady 1éCiv a jinych xenobiotik (BousSova et al. 2012).
Proto nelze vyloucit, Ze soucasny piijem léCiv-substrati GST s katechiny by mohl snizit
detoxikaci téchto 1éCiv a zvysit jejich nezadouci ucinky.

Proto cilem této prace bylo testovat vliv katechinli na toxicitu dvou vybranych
léciv: cytostatika doxorubicinu (DOX) a antipyretika a analgetika paracetamolu
(PARA). Ob¢ léciva resp. jejich metabolity vyvolavaji tvorbu ROS. Prooxidacni
pusobeni DOX je jednim z mechanismil jeho protinddorového piisobeni, avSak soucasné

1 jeho toxického plisobeni na zdravé buiiky. Za hepatotoxicitu vysokych davek PARA je
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zodpovédny jeho reaktivni a prooxida¢né ptisobici metabolit NAPQI, ktery je
v organismu detoxikovan pomoci GST. U obou léciv byl tedy urcity piedpoklad
mozného vlivu katechinl na jejich Uc¢innost a toxicitu. Pro nasi studii byly vybrany
katechiny, které jsou v zeleném caji pfitomny v nejvyssich koncentracich, a to katechin,
epikatechin, epigallokatechin, epikatechin-3-gallat a epigallokatechin gallat. VSechny
tyto katechiny jsou nerozpustné ve vodé, proto bylo nutné pouzit jako rozpoustédlo
DMSO, které je vsak podle pfedchozich studii, provadénych na Katedie biochemickych
véd Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy, v koncentraci nad 1 % toxické (Volkova
2010). V naSich studiich bylo proto pouzito 0,1 % DMSO. Studie byly provadény na
bunécné linii HCT-8 a potkanich hepatocytech.

Prvnim tkolem bylo zjistit, zda samotné katechiny nemaji antiproliferativni vliv
na bunécénou linii HCT-8. Pro stanoveni byla vyuzita metoda barveni neutralni ¢erveni.
Cabrera et al. (2006) uvadi, ze katechiny, zejména pak EGCG, maji vyznamny
antiproliferativni vliv. Testovani provadéli na lidskych buiikach karcinomu prsu MCF-
7. V nasi studii zaddny z testovanych katechinti nevykazoval, ani pfi nejvyssi pouzité
koncentraci 25 pM, signifikantni antiproliferativni vliv na buiiky HCT-8. Z toho
vyplyva, Ze antiproliferativni pisobeni katechinii zéalezi na typu nadorové linie a
pfedevSim na koncentraci pfijimanych katechinii. Zeleny ¢aj je povaZovan za
nejucinngj$i napoj pro prevenci rakoviny. Pii testovani vlivu Cajovych katechinii na
protinadorovy ucinek DOX vyuzival Liang et al. (2010) jako modelovou tkan mysi
hepatocelularni karcinom (HCC). Zjistil, Ze u¢inek DOX na nadorovou linii byl zvySen
soudasnym podavanim ¢ajovych katechini, obzvlasté ECG a EGCG. U¢inek EGCG byl
vyrazné vyssi nez ECG. Rozdil v Gi¢innosti je vysvétlen odlisSnou chemickou strukturou
obou latek. EGCG obsahuje ve své molekule o jednu hydroxylovou skupinu vice nez
ECG. Uplatiiuje se tak efekt aromatického kruhu a hydroxylové skupiny, slouZici jako
donory elektronti, ¢imz vykazuji lepSi antioxidac¢ni vlastnosti EGCG. V naSem
experimentu byl testovan vliv jednotlivych katechinii (v koncentraci 5 uM) na
antiproliferativni vliv DOX na bunécnou linit HCT-8. Jak po 24 hodinov¢ inkubaci, tak
po 48 hodinové inkubaci byl pozorovan vyrazny koncentracné-zavisly antiproliferativni
ucinek DOX. Ani jeden z katechin vSak nezvysil u¢inek DOX. Ackoli Liang et al.
(2010) uvadi, Ze katechiny a cytostatika jsou synergenty, zdlezi ziejmé& na typu
nadorovych bunc¢k a predevSsim na koncentraci katechinl. Liang v experimentech
ovlivitoval DOX EGCG o koncentraci 30 mM, to je tisicindsobn¢ vétsi koncentrace nez

v naSich experimentech. My jsme se chtéli ve svych studiich pfiblizit koncentraci
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katechinti, ktera je dosaZitelnd béZnou konzumaci zelené¢ho caje. Podle Cabrery (2006)
miZe obsahovat $alek (200 ml) zelené¢ho ¢aje az 90 mg EGCG, to je zhruba 2,3 pM
koncentrace. Po vypiti 2 $alkt, se tedy dostdvame na nasi pouzitou koncentraci 5 pM.
Z vysledkt vyplyva, ze bézné piti zeleného Caje nema vliv na zvySeni uc¢inku DOX.

DOX wvyvolavad v nadorovych buiikach tvorbu ROS, coz pfispiva k jeho
cytotoxickému pisobeni (Hanusova et al. 2012). JelikoZz katechiny ptisobi antioxida¢né,
zajimalo nas, zda piti zeleného c¢aje ¢i konzumace potravnich doplikt s katechiny
nemuze snizit antiproliferativni aktivitu DOX a tim sniZovat u¢inek DOX na nadorové
buiiky. Vysledky naSeho testovani tuto mozZnost vyvratily. Zadni z testovanych
koncentraci nesnizovala u¢inek DOX. Konzumace zelené¢ho ¢aje by tedy neméla snizit
ucinek protinaddorové 1écby pomoci DOX.

Cajové katechiny mohou svym antioxidaénim piisobenim ovlivnit funkci a
zivotnost izolovanych hepatocytii. Z nasich vysledki je ziejmé, Ze katechiny, zejména
pak ve smési (Polyfenon E), maji na izolované hepatocyty protektivni vliv. Tento efekt
se u jednotlivych katechinli projevil pii koncentraci 25 pM, pii které viabilita
hepatocyti vystoupila u nejucinnéjsSiho katechinu EGC na 112 %. Podstatné lepSich
vysledkll bylo dosaZeno pfi pouziti POE. ZvySena zivotnost hepatocyti, ktera dosdhla
120 %, byla patrna jiz pii koncentraci 1 pM. Zivotnost 193 % byla dosaZena pouzitim
10 uM POE.

Hlavnim nezaddoucim u¢inkem DOX je jeho systémova toxicita, zvlasté pak
kardiotoxicita. Ve vysSich koncentracich ptsobi DOX toxicky i na jaterni buiky
(Hanusova et al. 2012). V naSich experimentech DOX v testovanych koncentracich 10
uM a 25 uM byl, podle snimkii potizenych pod mikroskopem, pro hepatocyty toxicky.
Po pfidani EGCG a POE o koncentraci 0,5 uM doslo k dalS$imu mirnému sniZeni
viability o cca 10 %. Naopak vy3ssi koncentrace EGCG a POE ptisobila vyrazné
protektivné, snimky pofizené pod mikroskopem ukazuji zvySeni Zivotnosti hepatocytli
po ptidani kombinace EGCG nebo POE s DOX oproti samotnému DOX. Protektivni
pusobeni katechinii na toxicitu DOX v hepatocytech by mohlo byt zplsobeno jak
antioxidaénim  plsobenim  katechini, tak 1 jejich schopnosti inhibovat
karbonylreduktasu 1 (CBR1). Tento enzym je enzymem metabolismu DOX, tvoii
hlavni metabolit, sekundarni alkohol doxorubicinol (DOXOL). Tato struktura je méné
antiproliferativn¢ aktivni, ale je vice toxicky nez ptivodni DOX.

V druhé ¢asti nasi studie jsme testovali vliv katechinl na toxicitu PARA a jeho

metabolitu NAPQI. Metabolizmus PARA probihd tfemi cestami, priméarné v jatrech. Ze
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vSech tii cest vznikaji jako koncové produkty netoxické slouceniny, které jsou
vylucovany ledvinami. V jedné z cest vSak vznikd i toxicky meziprodukt - metabolit
NAPQI, ktery je vysoce reaktivni a prooxida¢né plisobici a je primarn€ zodpovédny za
toxické uc¢inky PARA. NAPQI vznika za i€asti cytochromu P-450, konkrétné isoforem
CYP2El a CYP3A4. NAPQI podléha konjugaci s glutationem, vyznamnym
antioxidantem, a tim je odbourdvan, aniz by poSkozoval organizmus, zejména jatra.
Problém nastdva pii poziti nadmérnych davek PARA, literatura uvadi vysSich jak 8
g/den, pfi kterych dojde k vy€erpani glutationu v jatrech, NAPQI se kumuluje a reaguje
se sloZzkami jaternich bunék. Dochazi k jaterni nekréze a buiky zanikaji. Davkovani
PARA pro dospé€lého ¢lovéka se pohybuje mezi 0,5-1,0 g az 4x denn€. Latka se po p.o.
podani dobie resorbuje a vylucuje ledvinami. Eliminac¢ni polocas je cca 2 hodiny
(Lilllmann 2002). Pii normalnim dévkovani se tedy PARA dobfe snasi a riziko
hepatotoxicity je malé.

Nase vysledky tuto teorii potvrdily. Pouzité koncentrace PARA, znichZz ta
nejvyssi byla 5 mM, coz odpovida 0,8 g, neptsobily hepatotoxicky. Naopak vykazovaly
z nezndmych pfic¢in urcité zvyseni viability hepatocyti.

Katechiny vykazuji jak antioxida¢ni vlastnosti, tak schopnost inhibovat GST
(BousSova et al. 2012) tj. enzymy, které¢ se vyznamné podili na detoxikaci NAPQI.
Vyvstala tedy otazka, ktery ucinek pievazi po pfidani katechinti k PARA. Po pfidani 0,5
uM EGC a EGCG doslo ke sniZeni viability hepatocyt a naopak po pfidani 5 uM
koncentrace katechinli ke zvySeni viability hepatocytl oproti samotnému PARA
v netoxickych koncentracich. Coz naznafovalo, Ze u vysSich koncentraci katechind se
vice uplatiiuji antioxida¢ni vlastnosti.

Bohuzel tuto domnénku nepotvrdil experiment s POE, kdy doslo po pfidani 5 uM
POE k vyraznému poklesu viability hepatocytli. Tento rozpor je mozno vysvétlit
synergistickym inhibicnim G€inkem smési katechin na GST. Je také nutno
poznamenat, Ze prace s izolovanymi hepatocyty je narocnd. Diky jejich hustoté si
neustale sedaji ke dnu, ale velmi neochotné se k nému pfichytavaji. Pfi malém otfesu
nebo neopatrné manipulaci s destickami se hepatocyty ode dna okamzité odpoutavaji a
rozptyluji v médiu. Diky témto vlastnostem muize dochazet k napipetovani nedokonale
homogenizované suspenze na desticky, nebo pii odstraniovani média z desticek miize
dojit soucasné i1 k odsati hepatocytl. Prace s hepatocyty vyzaduje peclivost, rozvaznost

a pfedevsim trpélivost.
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Pii vzniku reaktivniho metabolitu NAPQI prozivad organizmus oxidaéni stres
spojeny s tvorbou ROS. Tomuto toxickému efektu lze zabranit dodanim antioxidantt,
které zabrani jaternimu poskozeni. V naSi praci jsme testovali jako antioxidant POE.
NAPQI o 10 uM koncentraci zplsobil nejvétsi narist oxidacniho stresu, hned po
peroxidu vodiku, ktery je silné reaktivni a potencuje tvorbu ROS. POE se v naSich
experimentech uplatnil, jako vyborny antioxidant. Uz 0,5 uM POE zptsobil sniZeni
oxida¢niho stresu vyvolaného 10 uM NAPQI. 5 uM POE dokonce snizil oxidacni stres i
vykazoval samotny 5 uM POE.

V dal$im experimentu jsme zkouseli, zda katechiny budou chrénit jaterni buiky
pted toxicitou NAPQI. Toxicitu testovanych latek a jejich kombinaci jsme stanovovali
pomoci LDH. Samotné 0,5 puM NAPQI mélo pouze mirny cytotoxicky uc¢inek. Piidavek
EGCG 1 POE mél vyrazné protektivni ucinek. Pfi pouziti 5 uM NAPQI se vyraznéji
projevil cytotoxicky ucinek. U této koncentrace vSak nemélo ptidani EGCG a POE
zadny vliv na Zivotnost bunék. Tento test potvrdil, Ze katechiny plsobi jako ucinné
antioxidanty, avSak koncentrace toxickych slouc¢enin nesmi byt piili§ vysoka.

Ziskané vysledky je vSak nutné brat jako pouze orientacni, jejich vypovédni
hodnota je ovlivnéna nékolika skute¢nostmi, pfedev§im pouzitou metodou a typem
studované tkang. Naprostd vétSina experimentl je studovédna in vitro a daji se jen
omezen¢ piiblizit na clovéka in vivo. Metabolizmus zkoumaného substratu je
zprostfedkovan mnoha enzymovymi systémy, pfi¢emz prevladajici forma zalezi na
koncentraci substratu. Vysledny efekt katechinl v téle je ovlivnén vysi jejich piijmu a
také dal$imi latkami, které do téla spolu s nimi pfichazeji. UrCity vyznam hraje i to, ze
v experimentech nebyly pouzity lidské, ale potkani hepatocyty.

Ptesto vétim, Ze dosazené vysledky pfinesly nové poznatky, které mohou byt

vyuzity v dal§im vyzkumu vlivu katechinl na pozitivni i negativni G¢inky 1é¢iv.
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7 ZAVERY

e Katechin, epikatechin, epigallokatechin, epikatechin-3- gallat a epigallokatechin

gallat neovliviiuji proliferaci nddorovych buné¢k HCT-8

e Katechin, epikatechin, epigallokatechin, epikatechin-3- gallat a epigallokatechin
gallat nesnizuji a zarovenl ani nezvySuji antiproliferativni u¢inek doxorubicinu

na bunéénou linii HCT-8

e Katechin, epigallokatechin a epigallokatechin galldt maji protektivni vliv na
viabilitu hepatocytl pii koncentraci 25 pM, nizsi koncentrace tento vliv nemaji.

Polyfenon E vykazuje protektivni u¢inky na viabilitu jiz od koncentrace 1 pM

e Doxorubicin o koncentracich 10 pM a 25 pM piisobi na hepatocyty toxicky.
Zvyseni viability se projevilo po pfidani 0,5 pM epigallokatechin gallatu k 10
UM doxorubicinu. Naopak 0,5 pM Polyfenon E zplsobil pokles viability.
Epigallokatechin gallat i Polyfenon E o koncentraci 5 uM pusobi protektivné na

toxicitu doxorubicinu na hepatocyty.

e Paracetamol neni v koncentraci 5 mM pro hepatocyty toxicky. 0,5 uM
epigallokatechin a epigallokatechin galldt zplsobily sniZzeni Zivotnosti
hepatocytli, naopak jejich 5 uM vzorky zplsobily zvySeni zivotnosti. 5 uM
Polyfenon E je v kombinaci s paracetamolem pro hepatocyty vyrazné toxicky jiz
pfi koncentraci 1,25 mM. U 0,5 uM Polyfenonu E zalezi na koncentraci

paracetamolu, do 3 mM se viabilita zvySovala od 5 mM se viabilita sniZzovala.

o Epigallokatechin gallat a Polyfenon E vykazuji dobré antioxidacni vlastnosti jiz

pii koncentraci 0,5 pM.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

DNA

C

CBRI1

COX-2

CYP2EI

CYP1A2

CYP3A4

DCFH,-DA

DCFH,

DCFH

DMSO

DOX

DOXOL

EC

ECG

EGC

EGCG

EGTA

FBS

HCC

HCT-8

HDL

Deoxyribonukleova kyselina
Katechin

Karbonyl reduktaza
Cyklooxygenaza

Isoforma P-450

Isoforma P-450

Isoforma P-450
2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetat
2’,7’-dichlorodihydrofluorescein
2’,7 -dichlorofluorescein
Dimethylsulfoxid

Doxorubicin

Doxorubicinol

Epikatechin

Epikatechin- gallat
Epigallokatechin
Epigallokatechin- gagat
Ethylene glycol tetraacetic acid
Fetalni bovinni sérum
Hepatocelularni karcinom
Buné¢na linie odvozena z lidského adenokarcinomu ilea

High Density Lipoproteins

97



H.0,
LDH
LDL
MCEF-7
MNNG
MTT
NAPQI
NOS
eNOS
NR
P-450
PARA
PBS
POE
SD

XO

Peroxid vodiku

Laktatdehydrogendza

Low Density Lipoproteins

Lidské buiiky karcinomu prsu
N-methyl-N"-nitro-N-nitrosoguanidin
3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromid
N-acetyl-p-benzochinonimin

Synthasy oxidu dusnatého

Endotelidlni synthesy oxidu dusnatého

Neutralni ¢erven

Skupina enzymil obsahujicich ve své molekule hem
Paracetamol

Fosfatovy pufr

Polyfenon E

Smérodatna odchylka od aritmetického priméru

Xantinoxidasa
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	Důvodem pasážování je naředění konfluentních buněk tak, aby měly dostatek místa pro další dělení. K požadovanému dílu buněk v lahvi se přidává kultivační médium. Pasáží se rozumí ta část buněk, která je ponechána v lahvi, nikoliv poměr buněčné suspenze a média.
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	Neutrální červeň
	Zakoupený roztok neutrální červeně o koncentraci 3,3 mg/ml byl naředěn médiem na výslednou koncentraci 40 µg/ml 0,5 ml roztoku neutrální červeně + 39,5 ml čistého média
	Fixační roztok
	1g/100 ml CaCl2 v 0,5 % roztoku formaldehydu
	Lyzační roztok
	1 % CH3COOH v 50 % etanolu
	Testované roztoky byly připraveny z roztoků zásobních, jejich naředěním v médiu. Připravované roztoky byly dvakrát koncentrovanější, než je požadovaná výsledná expoziční koncentrace, protože byly přidávány v množství 100 µl do jamek s buňkami, kde již 100 µl média bylo.
	Když buňky dosáhly konfluence cca 80-90 % byly běžně zpasážovány a 4 ml buněčné suspenze byly odpipetovány do sterilní kádinky. Sterilní pipetou bylo odebráno 100 µl suspenze do 0,5 ml mikrozkumavky, přidáno 100 µl trypanové modři a necháno při pokojové teplotě inkubovat zhruba 3 minuty. Do obou polovin připravené Bürkerovy komůrky bylo napipetováno množství 9 µl suspenze do každé poloviny vždy nový náběr. Pod mikroskopem bylo počítáno množství buněk ležících uvnitř deseti čtverců. Při počítání se braly v úvahu jen 2 strany středního čtverce. Počítaly se všechny buňky ležící nebo se dotýkající levého a horního okraje červené tečky v obrázku 18, buď zevnitř, nebo vně čtverce. Nepočítaly se buňky dotýkající se protilehlých stran, tedy buňky ležící v dolním a pravém rozhraní modré tečky v obrázku 18.
	/
	Obr. 18: Počítání buněk v Bürkerově komůrce
	Pomocí Bürkerovy komůrky bylo zjištěno množství buněk v 100 µl a podle potřeby byla suspenze naředěna na koncentraci 5 000 buněk/100 µl.
	Koncentrace buněk v neředěné suspenzi byla počítána podle vzorce:
	c=x*4*104*10
	c – počet buněk ve 4 ml neředěné suspenze, x – průměrný počet buněk v 1 čtverci, 4*104 – přepočet na 4 ml, 10 – ředění
	Do každé z vnitřních jamek 96- ti jamkové destičky bylo pipetováno 100 µl naředěné homogenní buněčné suspenze. Do postraních jamek byla pipetována sterilní voda, z důvodu udržení dostatečné vlhkosti, která zabraňuje vysychání jamek v průběhu kultivace. Destičky byly vloženy do termostatu a buňky se nechaly 24 či 48 hodin kultivovat.
	Buňky by měly za dobu kultivace dosáhnout 70 % konfluence a pod mikroskopem se jevit jako protáhlé a jednojaderné. Testované látky byly připraveny v médiu do požadovaných koncentrací a po 100 µl byly přidány do jamek k buňkám. Každá koncentrace látek byla pipetována do 6 jamek pod sebou, tedy 6 paralelních vzorků. Důležitá je kontrola, kde místo testovaných látek bylo použito 0,1 % DMSO, ve kterém byly látky rozpuštěny. Kontrola byla pipetována taktéž v 6 paralelních vzorcích. Směs v destičkách byla promíchána prudkým pohybem a nechala se 48 hodin inkubovat v termostatu.
	Pro zjištění životnosti bylo použito barvení neutrální červení NRU test. Z destiček bylo vyklepnutím odstraněno expoziční médium a do každé jamky s buňkami bylo přidáno 200 µl roztoku neutrální červeně rozpuštěné v médiu. Výsledná koncentrace neutrální červeně byla 40 µg/ml. Destičky byly opět umístěny do inkubátoru, kde byly 2-3 hodiny inkubovány.
	
	Fixační roztok byl slit rychlým překlopením destičky a bylo přidáno 200 µl lyzačního roztoku. Destička byla umístěna na 20 minut na třepačku mikrotitračních destiček, kde došlo při působení lyzačního činidla k rozrušení buněk a vylití neutrální červeně. Zabarvení roztoku v jednotlivých jamkách odpovídá počtu zlyzovaných živých buněk.
	Vyhodnocení bylo provedeno na multifunkčním snímači mikrotitračních destiček Tekan Infinite M200 programem Magellan. Absorbance byla odečtena při 540 nm. Pro vyhodnocení byla použita hodnota absorbance mínus hodnota blanku jamka s médiem bez buněk, výsledné hodnoty byly vyjádřeny jako procenta kontroly, která představovala životnost 100 %.
	Roztok solí
	Fosfátový pufr
	4.2.3.2 Příprava roztoků a kultivačního média na izolaci hepatocytů

	Schéma přípravy pracovních roztoků
	redestilovaná voda zahřátá ve vodní lázni 1780 ml
	roztok solí 200 ml
	fosfátový pufr 20 ml
	ZR
	
	
	1200 ml ZR + 31,2 ml 1M NaHCO3 – rozmícháno na míchačce a necháno probublat na vodní lázni při teplotě 37 C pneumoxidem po dobu 7 minut a následně bylo upraveno pH na 7,4 1M HCl, 1M NaOH
	500 ml + 1, 0 ml CaCl2 = roztok B
	
	2x200 ml bylo přemístěno do Erlenmeyerovy baňky
	+ 2 g albuminu, rozmícháno
	a umístěno do lednice = roztok Bv
	roztok byl důkladně promíchán a přelit do odsávací baňky o objemu 0,5 l, a byl umístěn do vodní lázně 37 C
	2x25 ml bylo přeneseno do 50 ml nádobek, ty
	byly umístěny do vodní lázně 37 C, a těsně před
	promýváním jater bylo přidáno 15 mg
	kolagenasy/25 ml = roztok Bk
	A WILIAMS: 10,93 g WILIAMS + 2,2 g NaHCO3 + 10 ml PEN/STREP, připravená množství látek byla doplněna ve sterilní lahvi redestilovanou vodou na objem 1 litr
	B HAM F12: 10,64 g HAM F12 + 1,2 g NaHCO3 + 10 ml PEN/STREP, připravená množství látek byla doplněna ve sterilní lahvi redestilovanou vodou na objem 1 litr
	4.2.3.3 Izolace hepatocytů


	Tato metoda je založena na redukci ve vodě rozpustného, žlutého solubilního 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromidu MTT, na ve vodě nerozpustný formazan, který tvoří modré krystaly hvězdicovitého tvaru. Reakce probíhá na mitochondriální membráně živých buněk za účasti dehydrogenázy. Formazan se rozpustí přidáním silného detergentu a zabarvení se vyhodnocuje spektrofotometricky při vlnové délce 570 nm a 690 nm.
	MTT roztok
	3 mg zakoupeného MTT byly rozpuštěny v 1 ml fosfátového pufru 0,1 M pH 7,4 k rozpouštění byl použit ultrazvuk
	Lyzační roztok
	0,08 M HCl v isopropanolu- 2 ml 4 M HCl byly přidány k 98 ml isopropanolu
	
	Suspenze izolovaných hepatocytů o hustotě cca 1x106 buněk/ml zjištěno pomocí Bürkerovy komůrky, viz. výše byla pomocí multikanálové pipety nanesena na mikrotitrační destičky s plochým dnem. Do každé z vnitřních jamek bylo sterilně nasazeno 50 µl suspenze buněk, kterou bylo nutné neustále míchat z důvodu rychlého usazování buněk ke dnu. Do okolních jamek byla napipetována sterilní destilovaná voda, z důvodů udržení dostatečné vlhkosti. Destičky s hepatocyty byly následně umístěny do CO2 inkubátoru, kde byly při 37 C a 5 % CO2 inkubovány po dobu 4 hodin.
	Za dobu 4 hodin se hepatocyty uchytily ke dnu destičky. Proto bylo nutné s destičkami zacházet opatrně, aby nedošlo k odtržení hepatocytů ode dna. Připravené koncentrace testovaných látek byly přidány po 50 µl k hepatocytům do 6 jamek pod sebou, tedy 6 paralelních vzorků. Testované látky byly připraveny ze zásobních roztoků ve dvojnásobné koncentraci, protože byly přidávány k 50 µl média, které již bylo v destičkách. V kontrolních neovlivněných vzorcích bylo k hepatocytům v jednom sloupci na destičce přidáno médium s 0,1 % DMSO, které bylo použito k přípravě zásobních roztoků testovaných substancí. A negativní kontrola, kdy bylo k hepatocytům napipetováno médium s 10 % DMSO nebo 2 % Tritonem X100, aby byly všechny buňky zabity, taktéž do 1 sloupec na destičce. Hepatocyty byly inkubovány v CO2 inkubátoru, při 37 C a 5 % CO2 po dobu 24 nebo 48 hodin.
	Připravený roztok MTT byl předehřán na 37 C ve vodní lázni a pomocí multikanálové pipety přidáván k hepatocytům v objemu 25 µl/jamku, včetně kontroly, s výjimkou slepých vzorků. Pipetování se provádělo bez slití média z jamek a to opatrně, aby nedošlo k odchlípnutí buněk ode dna destičky. Hepatocyty se nechaly inkubovat v CO2 inkubátoru, při 37 C a 5 % CO2 po dobu 1 hodiny. Po skončení inkubace bylo médium opatrně odpipetováno. Následně byl šetrně přidán lyzační roztok HCl-isopropanol o objemu 50 µl/jamku, včetně slepých vzorků. Opatrným mícháním na třepačce po dobu 30 minut došlo k lýze buněk a rozpuštění vzniklého fialového formazanu.
	Vyhodnocení bylo provedeno na multifunkčním snímači mikrotitračních destiček Tekan Infinite M200 programem Magellan. Absorbance byla odečtena při 570 nm a 690 nm. Životnost hepatocytů inkubovaných s testovanými substancemi byla vyjádřena jako % absorbance, kdy absorbance kontroly představovala 100 %.
	Suspenze izolovaných hepatocytů o hustotě cca 1x106 buněk/ml zjištěno pomocí Bürkerovy komůrky, viz. výše byla pomocí multikanálové pipety nanesena na mikrotitrační destičky s plochým dnem. Do každé z vnitřních jamek bylo sterilně nasazeno 100 µl suspenze buněk, kterou bylo nutné neustále míchat z důvodu rychlého usazování buněk ke dnu. Do okolních jamek byla napipetována sterilní destilovaná voda z důvodů udržení dostatečné vlhkosti. Destičky s hepatocyty byly následně umístěny do CO2 inkubátoru, kde byly při 37 C a 5 % CO2 inkubovány po dobu 3 hodin.
	Za 3 hodiny se hepatocyty uchytily ke dnu destičky, proto bylo nutné s destičkami zacházet opatrně, aby nedošlo k odtržení hepatocytů ode dna. Ze všech jamek bylo opatrně odsáto veškeré médium, které bylo nahrazeno médiem s max. 1 % FBS. K 100 µl média byly do jamek přidány testované látky POE, EGCG, NAPQI a DOX vše naředěné ve stejném médiu tak, aby výsledný objem ve všech jamkách byl 200 µl. Každý vzorek byl pipetován do 6 jamek pod sebou, tj. v 6 paralelních vzorcích. Současně byla do druhého sloupce na destičce připravena kontrola neovlivněné buňky, tj. k hepatocytům bylo přidáno médium s 0,1 % DMSO. Hepatocyty byly ponechány v CO2 inkubátoru, při 37 C a 5 % CO2 do druhého dne. Schéma rozmístění vzorků na mikrotitrační destičce je znázorněno na obrázku 19.
	Po 24 hodinové inkubaci bylo opatrně, aby nedošlo k nasátí buněk, odebráno z každé jamky 10 µl média, které bylo přeneseno do nové nesterilní 96- ti jamkové destičky s plochým dnem. K odebranému médiu bylo přidáno 100 µl reakční směsi, která byla těsně před použitím naředěna v poměru 1: 45 – catalyst: barvící roztok. Destička, zakrytá alobalem, byla nechána 30 minut k inkubaci při laboratorní teplotě.
	Vyhodnocení bylo provedeno na multifunkčním snímači mikrotitračních destiček Tekan Infinite M200 programem Magellan. Absorbance byla měřena při 490 nm. Výsledné hodnoty absorbancí byly vztaženy k hodnotě absorbance kontroly, která představovala 100 %.
	Suspenze izolovaných hepatocytů o hustotě cca 1x106 buněk/ml zjištěno pomocí Bürkerovy komůrky, viz. výše byla pomocí multikanálové pipety nanesena na mikrotitrační destičky s plochým dnem. Do každé z vnitřních jamek bylo sterilně nasazeno 50 µl suspenze buněk, kterou bylo nutné neustále míchat z důvodu rychlého usazování buněk ke dnu. Do okolních jamek byla napipetována sterilní destilovaná voda, z důvodů udržení dostatečné vlhkosti. Destičky s hepatocyty byly následně umístěny do CO2 inkubátoru, kde byly při 37 C a 5 % CO2 inkubovány do druhého dne.
	Za dobu 24 hodin se hepatocyty uchytily ke dnu destičky, proto bylo nutné s destičkami zacházet opatrně, aby nedošlo k odtržení hepatocytů ode dna. Opatrně bylo ze všech jamek odsáto veškeré médium. Do jamek byly pipetovány připravené koncentrace testovaných látek POE a NAPQI po objemu 50 µl tak, aby v každé jamce byl výsledný objem 100 µl. To znamená, že v některém sloupci byly přítomny obě testované látky a tam, kde byla přítomna pouze jedna, byl objem doplněn pufrem. Každý vzorek byl pipetován do 6 jamek pod sebou. Testované látky byly připraveny ze zásobních roztoků ve dvojnásobné koncentraci, protože byly přidávány k 50 µl pufru nebo k druhé testované substanci. Látky byly rozředěny v ADS pufru a jejich výsledné koncentrace byly 10 µM NAPQI a 0,5 µM a 5 µM POE. Do prvního sloupce bylo přidáno médium s 0,1 % DMSO. Současně byla do jednoho sloupce na destičce připravena pozitivní kontrola, kdy byl k hepatocytům přidán H2O2, při kterém tvorba ROS vždy stoupá. Schéma umístění vzorků na mikrotitrační destičce je znázorněno na obrázku 20. U zvýrazněných políček byl POE 0,5 µM nebo POE 5 µM na destičky pipetován s 30- ti minutovým předstihem než zbytek testovaných substancí. Popisky v grafech jsou pak odlišeny „před“ 30- ti minutová preinkubace a „spolu“ POE i NAPQI byly přidány současně.
	Po přidání všech substancí bylo do každé jamky ještě přidáno 100µl 10 µM 2´,7´-dichlorodihydrofluorescein diacetátu rozředěného v ADS pufru. Z důvodu rychlého rozkladu DCFH2-DA na světle je nutné provádět ředění a pipetování ve tmě.
	Vyhodnocení bylo provedeno na multifunkčním snímači mikrotitračních destiček Tekan Infinite M200 programem Magellan. Nárůst fluorescence byl odečítán po dobu 60- ti minut při 490 nm a 530 nm.
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