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Nedílnou součástí léčby onkologických onemocnČní je chemoterapie. 

oučasnosti se ukazuje jako výhodnČjší kombinovaná terapie, složená z více druhĤ 

protinádorových látek. Kombinovaná terapie omezuje pravdČpodobnost rozvoje 

rezistence, zároveĖ umožĖuje podávat nižší jednotlivé dávky a tím pĜedcházet rozvoji 

nežádoucích účinkĤ spojených s pĤsobením proti jiným tkáním. NovČ zkoumanými 

složkami kombinované terapie jsou i pĜírodní látky, konkrétnČ seskviterpeny.

Cílem disertační práce bylo studovat účinky silice voskovníku červeného (

, MEO) a vybraných seskviterpenĤ v kombinované protinádorové terapii. ZamČĜili 

jsme se nejen na potenciální schopnost seskviterpenĤ zvýšit účinnost klasických 

fluorouracil), ale i na problematiku možných 

interakcí seskviterpenĤ s léčivy, které by mohly být zpĤsobené modulačními účinky 

seskviterpenĤ na enzymy metabolizující léčiva a další xenobiotika. K experimentĤm jsme 

využili Ĝadu bunČčných nádorových i nenádorových linií, primární kultury izolovaných 

hepatocytĤ i modely zdravých i tumorizovaných myší 

Zjistili jsme výrazný antiproliferační účinek MEO proti nádorovým buĖkám 

stĜevní linie HCT β. MEO byla schopna zvýšit účinek 

doxorubicinu (DOX) v nádorových buĖkách. Zvýšení účinku bylo spojené se zvýšením 

elulární koncentrace DOX a zvýšení produkce reaktivních forem kyslíku (ROS). 

kultuĜe hepatocytĤ nedošlo vlivem MEO ke snížení viability ani ke zmČnám 

intracelulární koncentrace DOX či produkce ROS. Seskviterpeny ȕ

ȕ , Į

tvoĜící hlavní složky MEO, byly dále testovány na nádorových liniích samostatnČ a 

kombinaci s vybranými cytostatiky DOX, 5

(OxPt). Všechny seskviterpeny (kromČ CAR) byly schopné zvyšovat účinek DOX v linii 

β. V kultuĜe hepatocytĤ se neprojevil cytotoxický účinek. Účinek FU a OxPt byl 



schopen zvyšovat hlavnČ CAO. V další studii jsme využili ovariální linie s rĤznou 

citlivostí k DOX a dvČ lymfoblastové linie, citlivou a od ní odvozenou DOX rezistentní 

linii se zvýšenou expresí lékového pĜenašeče ABCB1. Seskviterpeny byly schopny 

zvyšovat účinek DOX ve všech liniích, s výjimkou linie rezistentní k DOX, ačkoli došlo 

k výraznému nárĤstu intracelulární koncentrace DOX a k inhibici transportéru ABCB1. 

PĜi pokusech na tumorizovaných myších nedošlo vlivem seskviterpenĤ ke 

zmČnám koncentrace DOX v tumoru, ani se nezmČnila velikost tumoru. 

studiích potenciálních inhibičních účinkĤ seskviterpenĤ na en

metabolizující xenobiotika jsme zjistili výraznou schopnost seskviterpenĤ inhibovat 

cytochromy P450 (CYP). Aktivitu enzymĤ redukujících karbonylové sloučeniny a 

konjugačních enzymĤ seskviterpeny neinhibovaly. , v myších játrech a tenkém 

stĜevu, naopak došlo vlivem CAO a NER ke zvýšení aktivity a exprese CYPβB, γA a βC. 

V játrech dále došlo ke zvýšení aktivity aldo ketoreduktázy 1C, karbonylreduktázy a 

sulfotransferázy. V tenkém stĜevu byla snížená aktivita NAD(P)H

oxidoreduktázy

Výsledky dizertační práce ukazují možný pozitivní pĜínos seskviterpenĤ v terapii 

nádorových onemocnČní. Avšak pĜi jejich použití v terapii je tĜeba mít na zĜeteli jejich 

schopnost modulovat aktivitu enzymĤ metabolizujících xenobiotika, což naznačuje 

možnost erakcí s léčivy.
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Sesquiterpenes ȕ caryophyllene (CAR), ȕ caryophyllene oxide (CAO), Į
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Úvod

Nádorová onemocnČní jsou celosvČtový problém spojený s prodlužováním 

lidského vČku a rozvojem medicíny v ostatních oblastech, zejména v terapii infekčních 

onemocnČní. V České republice nádorová onemocnČní druhou nejčastČjší pĜíčinu 

dce a obČhové soustavy. Nejvíce se u obou pohlaví vyskytuje 

kolorektální karcinom, následovaný u žen nádory prsu a u mužĤ nádory prostaty. 

VzrĤstajícím problémem je nárĤst výskytu melanomu u obou pohlaví 

e vzniku nádorové buĖky dochází dĤsledku postupné pĜemČny normální 

buĖky kvĤli akumulaci genetických a epigenetických mutací. DĤsledkem mĤže být 

utlumení exprese tumor supresivních genĤ nebo naopak zvýšená aktivita faktorĤ 

umožĖujících pĜežití buĖky. MĤže také dojít k í exprese genĤ, které nejsou 

normálních podmínek exprimovány. Proces pĜemČny normální buĖky na nádorovou je 

označován jako kancerogeneze. V prĤbČhu kancerogeneze jsou rekrutovány lší 

nenádorové buĖky, které usnadĖují pĜežití, rĤst a šíĜení nádoru

je rovnČž pĜipisován vliv imunitnímu systému a chronické zánČtu 

PĜi terapii nádorĤ narážíme na problém cíleného pĤsobení na nádorové buĖky, 

které jsou tČlu vlastní a vykazují pouze omezené specifické metabolické vlastnosti. 

Používaná skupina cytostatik využívá cytotoxického pĤsobení lát , které ovlivĖující 

hlavnČ hle se dČlící buĖky. To je spojeno s nežádoucímu účinky napĜ. vypadávání 

vlasĤ, poruchy funkce trávicího ústrojí, nevolnos zvracení, oslabení imunitního 

systému, útlum kostní dĜenČ a poruchy sper atogeneze. Nebezpečné je podávání 

tČhotenství pro teratogenní účinky 

popĜedí vČdeckého zájmu je proto hledání možností, jak zvýšit účinnost a 

selektivitu protinádorových léčiv a současnČ snížit jejich nežádoucí účinky. Jednou 

možností by mohlo být jejich kombinované použití s nČkterými pĜírodními látkami, 

napĜíklad sesk Studie, zahrnuté do pĜedložené disertační práce, za cíl 

alespoĖ částečnČ prozkoumat protinádorové pĤsobení pĜírodních látek ze skupiny 

seskviterpenĤ a jejich možné ovlivnČní účinku klasických cytostatik jak v nádorových, 

nenádoro ých buĖkách. ZároveĖ účin y seskviterpenĤ

biotransformační cílem posoudit riziko možných interakcí seskviterpenĤ 

léčivy v kombinované terapii



Teoretická část

Nádorová onemocnČní
Nádorová onemocnČní jsou charakteristické nekontrolovaným dČlení bunČk a 

určitou schopností šíĜit se do okolních tkání. Nádorové buĖky z buĖky nenádorové 

znikají na základČ hromadČní genetických a epigenetických mutací. Proces je označován 

solidních nádorĤ bylo prokázáno prĤmČrnČ šest až osm

kritických mutací. Mezi kritické mutace patĜí aktivace onkogenĤ, inaktivace tumor 

supresorových genĤ, zvýšení exprese anti apoptických faktorĤ a mutace genĤ 

ovlivĖujících bunČčný cyklus. HromadČní mutací je dlouhodobý proces trvající nČkolik 

Významný podíl na kancerogenezi je pĜipisován imunitní systému a chronickému 

zánČtu. Vlivu imunitního systému je vČnována pozornost až od devadesátých let β0. 

století. Byla prokázána tzv. duální role imunitního systému, kdy imunitní systém 

eliminuje novČ transformované a eradikuje zbytkové nádorové populace, na druhé stranČ 

ale u Ĝady nádorĤ podporuje pĜežití, rĤst a šíĜení. S imunitním systémem pravdČpodobnČ 

souvisí i vliv chronického zánČtu, kdy aktivované makrofágy produkují angiogenní a 

lymfangiogenní y, které mohou parakrinnČ pĤsobit na nádorové buĖky, čímž 

zvyšují jejich pĜežití, proliferaci a migrační schopnosti. PĜedpokládá se, že až 15 % 

nádorových onemocnČní vzniká na podkladČ chronického zánČtu

Terapie nádorových onemocnČní
Terapie nádorových onemocnČní je složena ze tĜí základních postupĤ, které jsou 

závislosti na typu nádoru vzájemnČ kombinovány. Tyto postupy zahrnují: chirurgické 

odstranČní, ozaĜování a farmakoterapii. Farmakoterapie se dále dČlí na ými

, imunoterapii, cílenou a hormonální léčbu. Klasická cytostatika využívají 

vyšší citlivosti nádorových bunČk k proapoptotickým stimulĤm. Účinkují proti rĤzným 

typĤm nádorĤ a mají rĤzné mechanismy účinku. VČtšinou tyto y zahrnují 

nebo dČlení bunČk. Výsledkem bývá 

konečném dĤsledku apoptóza vyvolaná aktivací dráhy p5γ. V nČkterých pĜípadech 

buĖky i dalšími druhy bunČčné

autofagií pĜípadnČ nekrózou. Nevýhodou klasických cytostatik je častý výskyt závažných 

nežádoucích účinkĤ



Imunoterapie stimuluje vlastní imunitní systém k eliminaci nádorových bunČk. 

Výhodou je selektivní pĤsobení a likvidace nádorových bunČk nezávislá na bunČčném 

Velmi významné se jeví využití imunoterapie odstranČní nádorových bunČk 

zbylých po pĜedchozí klasické cytostatické léčbČ, zvláštČ pak nádorĤ s častý

relapsem. Hormonální léčba nachází uplatnČní u nádorĤ exprimujících receptory. 

NapĜíklad u žen s nádory prsu a dČlohy jsou používány antiestrogeny mužĤ nádory 

prostaty jsou podávány 

vČjším typem cílená léčba. Látky Ĝazené do této 

skupiny inhibují konkrétní signální dráhy, interferují s onkogenními signály, pĜímo 

indukují apoptózu nebo indukují diferenciaci. KromČ nádorových bunČk mohou cílit i 

okolní buĖky a ovlivĖovat angiogenezi, metastázování nebo imunitní odpovČć. Díky 

vyšší selektivitČ mívá cílená léčba nižší toxicitu. PĜesto i cílená léčba má Ĝadu 

nežádoucích účinkĤ. Cílové molekuly nebo dráhy charakteristické pro určitý typ nádoru 

často plní také fyziologickou funkci, která se po ovlivnČní projeví jako nežádoucí účinek. 

Problémem u cílené terapie mĤže být i odlišná reakce nádoru u rĤzných pacientĤ na léčbu 

dĤsledku patologické aktivace dané dráhy na rozdílné úrovni

Klasická cytostatika
Klasická cytostatika lze rozdČlit podle mechanismu účinku do čtyĜ skupin

antimetabolity, alkylační a interkalační látky a antimitotika 

Antimetabolity jsou fázovČ specifická cytostatika, pĤsobící v fázi bunČčného 

cyklu. Jsou odvozeny od endogenních látek dĤležitých pro syntézu DNA a RNA. K

aktivaci vČtšinou slouží fosforylace rĤznými kinázami. Díky zmČnám struktury dochází 

ch zapojení do biochemických pochodĤ k dĤležitých metabolických reakcí 

nebo produkci nefunkčních produktĤ. odávány vČtšinou jako 

neúčinné látky, tzv. proléčiva. PatĜí sem analoga kyseliny listové, jejichž nejznámČjším 

zástupce metotrexát, která í enzym dihydrofolátreduktázu, čímž zastaví 

syntézu purinĤ. Do této skupiny se dále Ĝadí analoga purinových a pyrimidinových 

bazí. Tyto látky své aktivaci na pĜíslušný nukleosidtrifosfát integrovány pomocí 

olymeráz do struktury DNA, kde zastavují replikaci a vedou ke zlomĤm DNA 

následnou aktivací apoptózy 



Alkylační a interkalační látky
lkylační interkalační látky se váží , avšak rozdílný

zpĤsobem. Alkylační látky mají dvČ reaktivní místa a tvoĜí dvČ kovalentní vazby 

nukleovými bázemi, nejčastČji s guaninem. Interkalační látky tvoĜí nekovalentní vazbu 

DNA. Molekula cytostatika se vmezeĜí do šroubovice DNA, kde inhi

transkripci. Interkalační látky také vČtšinou pĤsobí jako inhibitory topoizomerázy II, což 

vede ke vzniku zlomĤ v ĜetČzci DNA 

látek é stabilizovat vzniklé 

. Mezi stabilizátory 

mikrotubulĤ patĜí , zástupci inhibitorĤ polymerizace tubulinu jsou 

kolchicin. Výsledkem účinku antimitotik je stavení bunČčného cyklu v kontrolním 

M a následná apoptóza. Poškozením cytoskeletu dochází ke zmČnám v dalších 

bunČčných funkcích jako v bunČčné mobilitČ, invazivitČ, metast zování a angiogenezi 

Cytostatika studovaná v disertační práci

Doxorubicin (DOX) je antracyklinové antibiotikum izolované ze 

buĖkách inhibuje replikaci a transkripci DNA. Hlavními mechanismy 

účinku á . Dalším 

účinkem DOX i dalších antracyklinĤ je produkce reaktivních forem kyslíku ( buć 

pĜímo nebo v železitými ionty. Výše zmínČné mechanismy jsou však také 

pĜíčinou závažných nežádoucích účinkĤ, zvláštČ pak antracyklinĤ 

terapii je DOX podáván ve formČ pomalé injekce či infuze, neboĢ po perorálním

podání má malou biologickou dostupnost klinické DOX již Ĝadu let žíván 

samostatnČ nebo v dalšími cytostatiky tlustého 

stĜeva, osteosarkomu, sarkomu mČkkých tkání, malobunČčného bronchogenního 

hematologii jako složka kombinované terapie nehodgkinských lymfomĤ, 

y choroby, mnohočetného myelomu, akutní lymfoblastové a myeloidní 

leukémie. Mezi nežádoucí účinky patĜí výše zmínČná kardiotoxicita, myelosuprese, 



trombocytopenie, nauzea, prĤjem a alopecie. Projevy kardiotoxicity se mohou projevit 

prĤbČhu léčby, ale i m ukončení terapie. Rizikovými faktory

kardiotoxicity jsou vČk, onemocnČní srdce, ženské pohlaví, radioterapie v

závislosti kardiotoxicity na kumulativní dávce je celková 

dávka limitována na 450 . PĜi podání vyšších dávek je riziko srdečního selhání 

až 50

FU) je pyrimidinovým analogem. Po jeho pĜemČnČ na 

mĤže dále mČnit na fluorouridin a integrovat se do DNA, kde poškozuje její funkci 

fluorodeoxyuridin, který pĤsobí jako inhibitor tymidylátsyntázy, se kterou tvoĜí 

stabilní komplex. Fluorouridintrifosfát je také inkorporován do RNA.

nádorových liniích rakoviny tlustého stĜeva a prsu bylo zjištČno, že FU také znemožĖuje 

pĜemČnu pre RovnČž bylo ukázáno, že vlivem ochází i k narušení 

postranskripčních modifikací tRNA. Polyadenylace mRNA inhibována už relativnČ 

nízkou koncentrací 

klinické praxi je FU využíván k léčbČ kolorektálního karcinomu, nádorĤ 

žaludku, pankreatu, karcinomu prsu, hlavy a krku. Do bunČk se dostává aktivním 

transportem stejným pĜenašečem jako uracil. Odbouráván játrech

ydropyrimidindehydrogenáz ȕ alanin. Mezi nežádoucí účinky patĜí 



časté perorální a enterální mukozitidy. Dalšími jsou megaloblastová anemie a mozečková 

ataxie zpĤsobená neurotoxickým metabolitem fluorocitrátem. 

tĜetí generace platinových derivátĤ. PĤsobí 

podobným mechanismem jako alkylující látky, ovšem místo vazby alkylové skupiny se 

váže komplexní platnatý kationt. Dalším účinkem je aktivace stresových kináz

pγ8 kiná a), které vedou ke zvýšené expresi tzv. „death receptorĤ“

na povrchu buĖky. SoučasnČ vyvolaná transkripce a translace solubilních ligandĤ tČchto 

Ĥ (pĜevážnČ FAS l vnČjší apoptotické dráhy s následnou 

apoptózou.

klinické praxi je OxPt indikována u nádorĤ varlat, vaječníkĤ, maligního 

melanomu, bronchogenního karcinomu, nehodgkinských lymfomĤ a kolorektálního 

nežádoucích účinkĤ je častá nevolnost a zvracení, mírná myelosuprese a 

ototoxicita. Ve vyšších kumulativních dávkách se mĤže projevit neurotoxicita. OxPt 

srovnání s cisplatinou vykazuje pouze malou nefrotoxicitu. Zajímavá je rozdílná 

pacienty tolerovaná dávka v závislosti na čase podání. PodstatnČ vyšší dávky jsou 

pacienty tolerovány kolem 16 h 



Kombinovaná terapie v léčbČ nádorových onemocnČní
Kombinovaná terapie je současné nebo následné podání dvou a více cytostatik. 

Výhodou je delší doba remise delší doba pĜežití pacientĤ spojená s menším výskytem 

nežádoucích účinkĤ oproti monoterapii. Teoreticky podání dvou účinných látek vede 

ovlivnČní více bunČčných populací, pĤsobení na více bunČčných cílĤ v rámci populace, 

možné úpravČ farmakokinetiky a snížení toxicity. V jedné populaci mĤže být prospČšné 

i ovlivnČní jednoho enzymu, či dráhy více léčivy. DĤsledkem je možné snížení 

jednotlivých dávek spojené s omezením nežádoucích účinkĤ. Jako tzv. sekvenční inhibice 

je nazýváno ovlivnČní více následných krokĤ jedné biochemické dráhy, které v konečném 

dĤsledku mĤže vést k témČĜ úplné inhibici dané dráhy. 

Vhodná kombinace látek s rĤznými mechanismy účinku pĤsobí i jako prevence 

rozvoje lékové rezistence. Rozvoj rezistence mĤže souviset se sníženým transportem 

cytostatika do buĖky, zvýšeným transportem z buĖky, sníženou bioaktivací prekurzoru, 

zmČnou v cílovém místČ pĤsobení, zvýšenou reparací poškozených struktur nebo inhibicí 

apoptózy. V klinické i jsou používány kombinace cytostatik dle tzv. terapeutických 

režimĤ, které zahrnují doporučené kombinace cytostatik, optimální časy jejich podání a 

počet celkových opakování s klidovým období, ve kterých mohou nádorové buĖky pĜejít 

do fáze dČlení 

Kombinovaná terapie s využitím 
PĜi terapii nádorĤ žaludku, tlustého stĜeva, slinivky, jater a žlučový

používána kombinace FU a leukovorinu, analogu kyseliny tetrahydrolistové, který je 

pĜemČnČĖován na kyselinu tetrahydrolistovou. Nadbytek vzniklé kyseliny 

terahydrolistové vytváĜí s FU a tymidylátsyntá ou komplex, který blokuje další syntézu 

Kombinovaná terapie OxPt
Kombinace OxPt a FU, pĜípadnČ jiným pyrimidinovým derivátem (napĜ. 

možným doplnČním o leukovorin, kombinace pro terapii rakoviny 

jícnu, žaludku a varlat. OxPt pĤsobí v této kombinaci zĜejmČ inhibici 

ázy, čímž brání odbourání 

ázy je odvozována ze snížené tvorby dihydrofluorouracilu. 

Schopnost samotné OxPt částečnČ inhibovat tymidylátsyntázu podporuje účinek 



bunČčný cyklus byl témČĜ shodný s FU, dochází zvýšení G S fáze 

populace, oproti zvýšené G u samotné OxPt 

Kombinovaná terapie DOX
DOX je často využíván v FU a taxolovými 

deriváty v paklitaxelem a platinovými deriváty se DOX podává 

pacientĤm s nádor ovaria a dČložního hrdla, 

bývá častou volbou pacientĤ s nádor

Hodgkinova lymfomu je využívána kombinace DO

prokarbazinu, vinkristinu, bleomycinu a prednisonu označována jako BEACOPP režim. 

Cílem léčebného režimu kombinace více látek s rĤzným mechanismem účinku je 

nádorové buĖky pĜed rozvojem rezistence a snižovat četnost

Hodnocení účinku kombinací látek
S používáním kombinované terapie v léčbČ nádorových i jiných závažných 

onemocnČní vyvstává otázka objektivního hodnocení jejich společného účinku. 

mus označuje účinek vyšší (matematicky 1+1 ), antagonismus pak účinek nižší 

), než suma účinkĤ jednotlivých složek, tzv. aditivní účinek (1+1=β). Kombinaci 

látek lze popsat kombinačním indexem (CI), který udává, zda je účinek synergický CI

ní účinek CI=1 a antagonický CI>1. Problémem ovšem je definovat aditivní účinek. 

Jako relativnČ dobrý model se osvČdčil pĜístup na základČ vztahĤ dávky a odpovídajícího 

účinku vycházející Loeweho aditivity (19β6), dále rozšíĜený teorií 

dispozici je počítačový program CalcuSyn schopný CI vypočítat na základČ vztahĤ 

mezi účinkem a koncentrací jednotlivých látek a účinkem jejich kombinace. Nevýhodou 

pĜístupu je nutnost pĜesnČ určené závislosti mezi dávkou a účinkem, což je pĜi práci 

logickým materiálem relativnČ náročné



Látky rostlinného pĤvodu a jejich potenciální využití 

kombinované terapii
erapii nádorových onemocnČní se dlouhodobČ využívají i látky rostlinného 

pĤvodu. Zavedenými účinnými látkami s ovČĜeným protinádorovým účinkem j

napĜíklad tisu používaný monoterapii i v kombinované 

skupina vinca alkaloidĤ vinblastin, vinorelbin, izolovaných

barvínku. Vinca alkaloidy jsou pĜevážnČ používány jako součást kombinované terapie. 

Potenciálním pĜínosem pro zvýšení účinnosti klasických cytostatik by mohly být látky 

schopné inhibovat aktivitu efluxních transportérĤ, podílejících se na rozvoji rezistence 

nádorových bunČ

lékový pĜenašeč ABCB1 má napĜ. dihydro ȕ

zástupce seskviterpenĤ. Experimenty s tímto značeným seskviterpenem naznačují nejen 

inhibici ABCB1 na membránČ, ale i novČ syntetizovaného v endoplasmatické

sekrečním aparátu Jiným seskviterpenem, který zvyš nádorových buĖkách

účinek ȕ Ke zvýšení intracelulární koncentrace PTX

došlo jiným mechanismem než inhibicí ABCB1, pravdČpodobnČ zvýšeným transportem 

do buĖky

a jejich deriváty prokázaly schopnost zvyšovat účinnost klasických 

mnoha studiích. V FU zpĤsobil 

zmenšení myších tumorĤ o 5γ %, pĜičemž FU samotný byl bez účinku a samotný 

zpĤsobil zmenšení pouze o zpĤsobovala 

γx vČtší redukci myších tumorĤ oproti samotnému geraniolu Zajímavá je kombinace 

, která byla schopná inhibovat proliferaci jaterních nádorových 

bunČk, pĜestože jednotlivé látky Č bez účinku

docetaxelem byl schopen zvyšovat produkci ROS spojenou s deplecí 

redukovaného glutathionu a aktivací kaspáz s násled ó nádorových bunČk

Synergický účinek byl popsán mezi seskviterpenem parthenolidem a dvČma 

tĜech žaludečních nádorových liniích myší 

implantovanými tumory pĤsobil

izolované z na prsní nádorovou linii MCF



Terpeny jsou látky pĜírodního pĤvodu složené z pČ izoprenových jednotek. 

závislosti na počtu izoprenových stavebních jednotek rozlišujeme hemiterpeny (C

≥4 terpenĤ vznikají dalšími modifikacemi 

penoidy, které zpravidla obsahují atom kyslíku ve formČ rĤzných funkčních 

RovnČž u nich často dochází další zmČnám é je pĜipojení

metylové skupiny.

Biosyntéza prekurzorĤ terpenĤ, i opentenyldifosfátu (IPP) a 

fátu (DMAPP), probíhá jednou ze dvou biochemických drah. První 

možností je syntéza probíhající v cytosolu z acetyl CoA pĜes hydroxymethylglutaryl

CoA) a kyselinu mevalonovou (MVA). Zelené rostliny, Ĝasy a nČkteré 

bakterie jsou schopné v plastide fosfátu (GγP) a pyruvátu (PYR) 

vytvoĜit 1 fosfát (1 DXP) a následnČ βC fosfát 

(MEP). PĜemČna IPP a DMAPP je možná pomocí opentenyldifosfátizomerázy

Syntetizovaný IPP je buĖka v pĜípadČ potĜeby schopna pĜemístit z plastidĤ do cytosolu a 



Obr. 4. Schéma biosyntézy terpenĤ mevalonátovou a deoxyxylulosovou drahou.

reduktáza

ldifosfátisomeráza xylulóza fosfátsyntáz

ylulóza fosfátisomeráza (DXR), difosfát (IPP), 

dimethylallyldifosfát

mevalonová fosfát (GγP), pyruvát (PYR) 

fosfát (1 fosfát (MEP)



skupinou sekundárních metabolitĤ. Jsou 

složeny ze tĜí izoprenových jednotek. Syntéza seskviterpenĤ probíhá vČtšinou v

evalonátovou dráhou. Rostliny mohou za určitých podmínek využít i prekurzory 

syntetizované 1 á h transportu do cytosolu je využít 

syntéze seskviterpenĤ 

pohledu struktury lze seskviterpeny rozdČlit na dvČ podskupiny. První 

podskupinu tvoĜí vlastní seskviterpeny, které se dále dČlí podle počtu uhlíkatých kruhĤ 

na acyklické, monocyklické, bicyklické a tricyklické. Druhou podskupinou jsou

seskviterpenlaktony, které ve své struktuĜe obsahují laktonový kruh. Ty jsou opČt 

rozdČleny dále podle počtu a velikosti jednotlivých uhlíkatých cyklĤ v

kviterpeny jsou velmi dĤležitými látkami. Vyskytují se v rostlinách, 

bakteriích, houbách a moĜských bezobratlých. V rostlinách tvoĜí významnou složku silic, 

které se druhovČ liší kvalitativním i kvantitativním zastoupením jednotlivých 

Ĥ. Podílejí se na signalizaci jako feromony, ovlivĖují dospívání hmyzu jako 

juvenilní hormony, fungují jako rostlinách pĜi obranČ proti 

mikroorganismĤm a jsou součástí nepĜímé odpovČdi rostlin na napadení býložravcem 

rovnČž vyznačují širokým spektrem účinkĤ na lidský 

Mají protinádorové, protizánČtlivé, í, antifungální a antivirové 

účinky. Mohou rovnČž urychlovat hojení ran a modifikovat pĜenos látek kožní bariérou. 

NČkteré seskviterpeny vykazují významné antioxidační schopnosti. NapĜ. acyklické 

nerolidol byly schopny vychytávat hydroxylový 

radikál v závislosti na koncentraci s vyšší efektivitou než vitamín C . Vyšší 

antioxidační aktivitu než vitamín C mČly i ȕ karyofylen a ȕ

parthenolidu byla pozorována schopnost chelatovat ionty železa a mČdi

poslední dobČ je nejintenzivnČji zkoumána protinádorová a

seskviterpenĤ. Často popisovaným mechanismem protinádorového pĤsobení 

seskviterpenĤ je ovlivnČní signální dráhy nukleárního faktoru kappa B ( țB țB 

je skupinou transkripčních faktorĤ podílejících se na regulaci imunity, zánČtlivé 

odpovČdi, bunČčné smrti a mnohých dalších. To je činí zajímavým terapeutickým cílem 

využitím pĜi léčbČ zánČtlivých, autoimunitních a nádorových onemocnČní. NejčastČji je 

inaktivní NF țB v inhibičním proteinem. Po aktivaci 



membránového receptoru signálem je spuštČna kaskáda, která v konečném dĤsledku 

aktivuje IțB ázu (IKK), která fosforyluje inhibiční protein, který se následnČ odštČpí 

a uvolní NF țB. Aktivní NF țB je translokován do jádra, kde se váže na specifické 

sekvence DNA a spouští tra țB je spojen vliv seskviterpenĤ 

bunČčný cyklus a apoptózu. Velmi častý modulační účinek na țB má skupina 

seskviterpenlaktonĤ. V literatuĜe byl popsán inhibiční vliv 

țB a následný protizánČtlivý účinek 

Seskviterpen zerumbon byl schopen indukovat zástavu bunČčného cyklu ve fázi 

leukemické bunČčné linii NB následnou apoptózou indukovanou 

mitochondriální cestou i pĜes Fas receptor . Zástava bunČčného cyklu ve fázi G

erivátem dehydro

Snížení hladiny cyklinu D1 se projevilo po podání ȕ

. Mimo ovlivnČní bunČčného cyklu mohou

Ĝízenou bunČčnou smrt, apoptózu. NapĜ. Į primárních kulturách chronické 

myeloidní leukémie od β6 pacientĤ byl schopen aktivovat vnitĜní cestu apoptózy 

preferencí pro maligní buĖky Zerumbon izolovaný ze

schopný indukovat apoptózu v pankreatické nádorové linii PANC

zvýšenou expresí proteinu p5γ. Stejný účinek mČl i v dalších pankreatickýc liniích 

Antiproliferační aktivita nČkterých seskviterpenĤ je pĜipisována jejich pro

oxidačnímu pĤsobení v nádorových buĖkách. Účinek seskviterpenĤ na redoxní systém se 

podstatnČ liší dle lát , koncentrace a typu buĖky či organismu NČkteré seskviterpeny 

vykazují v normálních buĖkách antioxidační účinky, avšak v nádorových buĖkách účinek

oxidační oxidační pĤsobení seskviterpenĤ mĤže probíhat buć pĜímou tvorbou 

reaktivních forem kyslí , nebo nepĜímo, ovlivnČním jiných drah. U artemisininu 

je za část účinku pĜisuzována pĜímé produkci ROS, pĜípadnČ uvolnČní Fe iontĤ 

Seskviterpenlaktony mají mnohdy pro oxidační účinek spojený s deplecí redukovaného 

a produkcí ROS. Tomentosin v liniích HeLa a SiHa, 

109 vyvolaly snížení mitochondriálního potenciálu, zvýšení produkce ROS, snížení

množství áz

proliferace i funkci mitochondrií a zvýšit produkci ROS v kultuĜe

Jak je patrné z výše uvedených studií, seskviterpeny jsou velmi zajímavé látky, 

které by mohly být v budoucnu využity i v protinádorové terapii. Díky svému širokému 

spektru účinkĤ mohou být zdrojem potenciálnČ účinných láte dalších 



závažných nemocí lidovém léčitelství jsou seskviterpeny, hlavnČ ve formČ rostlinných 

silic, užívány od pradávna. Vzhledem k rostoucí oblibČ pĜírodních preparátĤ i vzhledem 

potenciálnímu využití seskviterpenĤ jako farmak, je však tĜeba mít na zĜeteli i otázku 

možných interakcí seskviterpenĤ e současnČ nebo následnČ podanými léčivy

Seskviterpeny, vzhledem ke své vysoké lipofilitČ, mají pravdČpodobnČ schopnost 

modifikovat funkci enzymĤ účastnících se I. a II. fáze biotransformace. VČdeckých 

publikací vČnujících se této problematice jsou bohužel velice omezené množství. Popsán 

byl hepatotoxický účinek zederonu a germakronu, spojený se zmČnami exprese 

cytochromĤ P450 ( . V lidských hepatocytech dokázaly oba vyvolat zvýšenou 

xpresi a zároveĖ mírnou inhibici CYPβB6 a γA4 

germakron epoxidem, derivátem germakronu, popsali i Bamba a kol. 

tonu artemisininu, účinného na pĤvodce malárie, byla popsána inhibice CYP1Aβ, βB6, 

βC19 a γA4. Vysoké riziko závažné interakce je pĜedpokládáno pro substráty CYP1Aβ a 

. Popsané inhibiční účinky na CYP, jehož izoformy hrají dĤležitou úlohu 

metabolismu léčiv, ukazují možné riziko rozvoje toxických účinkĤ zároveĖ podávaných 

léčiv.



Cíle práce

Cílem di ertační práce bylo studovat účinky vybraných seskviterpenĤ 

protinádorové terapii. ZamČĜili jsme se nejen na potenciální schopnost seskviterpenĤ 

zvýšit účinnost klasických cytostatik, ale i na problematiku možných interakcí 

seskviterpenĤ s léčivy.

Dílčími cíli bylo:

Shromáždit dostupné informace o biologických účincích seskviterpenĤ

ční účinky voskovníku červeného ( na stĜevní 

nádorové linie a izolované hepatocyty

yšovat účinnost DOX ve stĜevní nádorové linii

Sledovat účinky vybraných seskviterpenĤ v

stĜevních nádorových liniích a hledat možné mechanismy jejich pĤsobení.

Testovat vybrané seskviterpeny v na ovariální a lymfatické 

nádorové buĖky s rĤznou mírou citlivosti/ rezistence vĤči DOX

Studovat účinky vybraných seskviterpenĤ s prsních nádorových buĖkách 

myších s implantovaným Ehrlichovým

Testovat modulační účinky vybraných seskviterpenĤ na biotransformační enzymy 



KomentáĜe k ublikací

Antioxidační, pro ační a jiné biologické účinky 

enĤ

á á š á á á ž š á

Cílem pĜehledového článku bylo shromáždit dostupné informace o biologických 

účincích seskviterpenĤ. uhlíkaté sloučen složené ze tĜí 

izoprenových jednotek, jsou sekundární metabolity rostlin. Produkovány jsou také 

houbami a bezobratlými. Jsou obsaženy v lidské potravČ, potravních doplĖcích a jako 

část tradiční medicíny. Rozmanitost biologických účinkĤ je činí zajímavými 

molekulami pro medicínské využití. literatuĜe popsané účinky seskviterpenĤ zahrnují 

protizánČtlivé, antiparazitní a protinádorové pĤsobení. Na druhé stranČ popsána 

Ĝada toxických účinkĤ. Je tedy velmi dĤležité poznat jejich pĤsobení 

na rĤzné tkánČ bližší vztah účin

Biologická dostupnost seskviterpenĤ po p.o. podání bývá kolem γ0 %. Vzhledem 

lipofilitČ jsou seskviterpeny schopny prostupovat hematoencelickou bariérou. 

Biotransformace probíhá v I. fázi hlavnČ jako hydroxylace a epoxidace, v II. fázi jako 

Mnoho studií se zabývalo pĤsobení seskviterpenĤ na redoxní systém 

bunČk. Výsledky se liši závislosti na struktuĜe, koncentraci a použitém modelu. 

opsán antioxidační účinek nČkterých seskviterpenĤ zpĤsobený vychytáváním ROS, 

chelatací iontĤ kovĤ nebo zvýšením exprese antioxidačních systémĤ. Pro oxidační účinek 

skviterpenĤ zdá být závislý na pĤvodním redoxním stavu buĖky. K

dochází pĜímo nebo vysycením antioxidační kapacity. oxidační účinek 

seskviterpenĤ, selektivní pro nádorové buĖk je pravdČpodobnČ jedním mechanismĤ 

jejich protinádorového pĤsobení. Dalšími mechanismy protinádorového pĤsobení 

seskviterpenĤ je apoptózy, azivity nebo zásah 

prĤbČhu bunČčného cyklu.



ntiproliferační účinky listĤ 

oskovníku červeného stĜevních nádorových liniích a 

izolovaných hepatocytech

á š á Š á ž á á

Č

Voskovník červený ( Sieb. Et Zucc) je subtropický asijský ovocný 

s tradičním použitím v lidovém léčitelství. Ve spolupráci s Ústavem 

experimentální botaniky AVČR byly l extrahovány destilací s vodní 

parou. Antiproliferační účinek získané silice ( byl testován na nádorových 

bunČčných liniích HCT8, SW6β0, SW480, HTβ9 a Cacoβ

použit jako pozitivní kontrola. MEO výraznČ inhiboval bunČčnou proliferaci ve všech 

bunČčných liniích. Účinnost MEO se lišila v jednotlivých bunČčných liniích, pĜičemž 

nejcitlivČjší. V tČchto buĖkách byla namČĜena 

s využitím systému xCelligence pro sledování bunČk v reálném čase. Dále 

bylo zjištČno, že v nádorových buĖkách vyvolává apoptózu a zpĤsobuje významné 

zvýšení aktivity iniciátorových i efektorových kaspáz. Na rozdíl od rakovinných bunČ

nemČl MEO vliv na životaschopnost izolovaných hepatocytĤ (jako model normálních 

nádorových bunČk). GC × GC alýzou chemického složení

zjištČny jako dominantní sloučeniny Į selinen, Ȗ



listĤ voskovníku červeného 

zvyšovat účinnost doxorubicinu ve stĜevní nádorové linii

ž š á š á á á á

á á

V dané studii jsme se zamČĜili na účinek antiproliferační a oxidační 

jsme použili stĜevní nádorovou lin β, lidské 

periontodontálního ligamenta a primární kulturu potkaních hepatocytĤ. 

mČl silný pro oxidační účinek na nádorovou linii Caco β a pouze mírný na 

nenádorové kultury. V kombinaci s DOX byl á zvýšit účinek 

produkci ROS v nádorové linii. V nenádorových buĖkách nemČl

DOX a nezvyšoval Významné bylo zjištČní, že MEO á

zvyšovat intracelulární koncentraci DOX i jeho množství v bunČčném jádru nádorových 

bunČk, ale nezvyšuje množství DOX v hepatocytech



Účinky vybraných seskviterpenĤ v

stĜevních nádorových liniích a možné mechanismy jejich 

pĤsobení.

ž š á š á á á š á

á á á á

ž Š á Š á íš á á š á

š á á á á á

odesláno 

tvoĜí významný podíl silice 

izolované z . Cílem první studie bylo stanovení účinku jednotlivých vybraných 

seskviterpenĤ n viabilitu bunČk linie Caco β a jejich účinek pĜi současném podání DOX. 

Jako model zdravé tkánČ byla použita primární kultura potkaních hepatocytĤ. 

Seskviterpeny HUM, CAO, NER a VAL mČly schopnost ovlivĖovat viabilitu bunČk linie 

β, pĜičemž vĤči potkaním hepatocytĤm nemČly žádný účinek. CAO, NER a VAL 

zvyšovaly účinek DOX v β. Součástí účinku seskviterpenĤ byla i 

schopnost zvyšovat intracelulární koncentraci DOX v buĖkách linie Caco

Intracelulární v kultuĜe hepatocytĤ byla pĜi současném podání 

seskviterpenĤ beze zmČny. CAO a VAL byly schopné v kombinaci s DOX zvyšovat 

produkci ROS. CAO byl schopný mírnČ snížit toxicitu DOX v kultuĜe hepatocytĤ.

Druhá studie byla navržena tak, aby zjistila, zda jsou vybrané 

schopné zlepšit antiproliferační účinek , dalších dvou klasických 

cytostatik používaných pĜi léčbČ rakoviny tlustého stĜeva. RovnČž rámci této 

studie testován vliv seskviterpenĤ na mitochondriální membránový potenciál jako další 

možný pĤsobení seskviterpenĤ. Výsledky ukázaly významnou schopnost 

HUM a zejména CAO zvýšit antiproliferační účinky FU a OxPt v nádorové bunČčné linii 



byly VAL a NER neúčinné. Účinek CAO mĤže být 

částečnČ založen na jeho schopnosti narušit membránový potenciál mitochondrií, což 

produkci ROS, narušení syntézy ATP aktivaci iniciační kaspáz. Jeho účinek 

je však pravdČpodobnČ komplexnČjší a jsou zapojeny i další mechanismy. testovaných 

seskviterpenĤ má nevyšší potenciál pro kombinovanou léčbu rakoviny tlustéh

stĜeva a zaslouží si další studium.



Účinek vybraných seskviterpenĤ v

doxorubicinem na ovariální a lymfatické nádorové buĖky 

rĤznou mírou citlivosti/ rezistence vĤči doxorubicinu

ž š á á Žá á á á

pĜedešlé studii chopnost vybraných seskviterpenĤ HUM, CAO, 

NER a VAL ovlivĖovat proliferaci bunČk a zvyšovat účinek DOX bunČčné linii CaC

β. RovnČž jsme zjistili, že tyto seskviterpeny zvyšují intracelulární hladiny 

nádorových buĖkách. V této studii jsme se zabývali účinkem seskviterpenĤ na 

tiproliferační účinnost DOX v nádorových buĖkách s rĤznou mírou citlivosti

rezistence vĤči DOX. RovnČž jsme testovali potenciální inhibiční vliv seskviterpenĤ 

efluxní lékový pĜenašeč ABCB1. Jako modelové systémy byly vybrány variální linie 

, kdy linie Aβ780 je citlivá k DOX, zatímco částečnČ

tní. Dále byly použity linie lymfoblastové leukémie CCRF/CEM a od ní odvozená 

rezistentní linie CEM/ADR s indukovaným ABCB1 pĜenašečem, jenž pĤsobí eflux DOX. 

Účinek samotných seskviterpenĤ se lišil dle bunČčné linie, pĜičemž pouze VAL 

pĤsobil antiproliferačnČ na všechny linie. kombinačních studiích byl silný synergismus 

zaznamenán mezi DOX a NER v linii Aβ780, DOX pĤsobil synergicky s HUM a CAO 

γ. Synergický účinek v lymfoblastové linii CCRF/CEM byl

rezistentní linii CEM/ADR byl samotný bez účinku

Bohužel, ani kombinace DOX se seskviterpeny nemČl této linii významnČjší 

antiproliferační účinek, ačkoli ses schopny zvyšovat intracelulární 

koncentraci DOX až 10x oproti kontrole a inhibovat eflux r , substrátu 

pĜenašeče ABCB1

Tyto výsledky ukazují schopnost seskviterpenĤ ovat lékový pĜenašeč

Seskviterpeny HUM a CAO byly schopny zvýšit účinnost DOX i v částečnČ 

rezistentní linii SK γ, ale nebyly účinné ve zcela rezistentní linii CEM/ADR.



Účinky vybraných seskviterpenĤ 

prsních nádorových buĖkách a v myších 

implantovaným prsním tumorem

š á á á ž á

á á ší á á

Schopnost CAO a NER potencovat účinek DOX byla dále testována

prsních nádorových liniích MDA na myších s Ehrlichovým 

pĤsobila výraznČjší inhibici 

než DOX samotný. Pomocí softwaru CalcuSyn byl zjištČn silný

této linii. NER zvyšoval akumulaci DOX v bunČčných liniích a spolu 

DOX byl schopen potlačit migrační schopnost bunČk. Podání kombinace seskviterpenĤ 

výrazným zmČnám v bunČčné struktuĜe expresi adhezivních molekul

vyvolávaly zmČny v expresi proteinĤ 

které se podílí na regulaci apoptózy. ZpĤsobily také zvýšení množství aktivní 

kaspázy γ. Bohužel, současné podání CAO ani NER nevedlo ke zvýšení akumulace DOX 

buĖkách tumoru nemČl vliv na rĤst tumoru.



odulační účinky vybraných seskviterpenĤ 

metabolizující xenobiotika 

Š čá á á á á č á íč ž

Č č á á á á

č á á á Š čá á Č č á ž

íč á á á

ȕ caryophyllene, ȕ de and Į

odesláno do 

Č č á á á á ž á š

The Impact of Sesquiterpenes ȕ

odesláno do 

Seskviterpeny jsou široce zastoupeny v potravČ, doplĖcích stravy a pĜírodní 

medicínČ. Jsou lipofilní, snadno pronikají pĜes membrány a mohou 

a/nebo aktivitu rĤzných enzymĤ včetnČ enzymĤ metabolizujících léčiva PĜi jejich 

současném podání s jinými léčivy tím mĤže docházet k nežádoucím interakcím. 

První s zamČĜená na acyklické seskviterpeny 

idol a farnesol a jejich vliv na hlavní enzymy metabolizující xenobiotika v lidských 

a potkaních subcelulárních frakcích. Výsledky ukazují schopnost tČchto seskviterpenĤ 

, konkrétnČ CYP1A, CYPβB a CYPγA, jak ve frakci 

potkaních, tak lidských mikrosomĤ. Na aktivitu enzymĤ redukujících karbonylové 

sloučeniny a konjugačních enzymĤ nemČly látky signifikantní vliv. S inhibicí 

souvisí možné potenciální zmČny v plasmatických koncentracích léčiv a s nimi 

související možné nežádoucí účinky. 

Druhá studie testovala potenciální inhibiční účinek strukturnČ podobných 

seskviterpenĤ ȕ ), ȕ karyofylenoxidu (CAO) a Į

avních enzymĤ metabolizujících xenobiotika otkaní a lidské jaterní 



subcelulární frakce inkubovány s CA , CAO nebo HUM společnČ se specifickými 

substráty pro oxidační, redukční a konjugační enzymy a jejich koenzymy. vyhodnocení 

yla použita HPLC, spektrofotometrická a spektrofluorometrická analýza. Všechny 

testované ses peny významnČ inhibovaly aktivity CYPγA v potkaních stejnČ jako 

lidských jaterních mikrosomech, pĜičemž CAO byl nejsilnČjším inhibitorem. 

kinetické studii bylo zjištČn nekompetitivní typ inhibice. Na druhé stranČ žádný 

testovaných ses terpenĤ významnČ neovlivĖoval aktivity enzymĤ redukujících 

karbonyl (CBR1, AKRs, NQO1) nebo konjugačních enzymĤ (UGTs, GSTs, SULTs, 

COMT). Jelikož enzymy CYPγA metabolizují mnoho lékĤ, jejich inhibice pĤsobením 

a HUM mĤže ovlivnit farmakokinetiku soubČžnČ podávaných léčiv

další jsme sledovali účinek p.o. podávání dvou seskviterpenĤ 

expresi a aktivity enzymĤ metabolizujících 

v játrech a tenkém stĜevČ myší. Enzymatická aktivita a hladiny mRNA byly 

podání seskviterpenĤ. CAO a NER výraznČ zvýšily aktivitu 

v obou tkáních. ZmČny hladin CYP mRNA vČtšinou odpovídaly zmČnám 

v enzymatické aktivitČ. Játra myší, kterým byly podány seskviterpeny, také vy

zvýšenou ak

kviterpeny snížily aktivitu NAD(P) chinon oxidoreduktasy 1 v tenkém stĜevČ. Mezi 

konjugačními enzymy se podáním seskviterpenĤ zvýšila pouze aktivita jaterní 

áz . Naše výsledky dokládají, že seskviterpeny modulují aktivity a expresi 

nČkolika významných enzymĤ metabolizujících mČnit účinky a 

chování podávaných lékĤ a jiných xenobiotik.



ZávČry
odborné literatuĜe byly vyhledány informace o seskviterpenech

biologických účincích. pĜehledovém článku byly popsány účinky seskviterpenĤ 

oxidační, tak i antioxidační, mechanismy tČchto účinkĤ i jejich potenciální 

využití v terapii

má výrazné antiproliferační účinky na stĜevní nádorové linie, zatímco 

primární kultuĜe potkaních hepatocytĤ pĤsobí netoxicky 

MEO byla schopna zvyšovat účinek DOX ve stĜevní nádorové linii. Zvýšení 

účinku bylo spojené se zvýšením intracelulární konce trace DOX a zvýšenou 

produkcí ROS.

Vybrané seskviterpeny HUM, CAO, NER a VAL byly schopné zvyšovat 

antiproliferační účinek DOX v kultuĜe hepatocytĤ nezvyšovaly 

cytotoxický účinek NČkteré seskviterpeny zvyšovaly koncentraci DOX 

nádorových buĖkách i jeho akumulaci v jádĜe, snižovaly mitochondriální 

membránový potenciál a zvyšovaly tvorbu ROS. Antiproliferační účinek

nádorových buĖkách byl schopen zvyšovat hlavnČ CAO a částečnČ HUM

PĜi testech na nádorových liniích s rĤznou citlivostí k

seskviterpenĤ zvyšovat účinek DOX nejen v liniích citlivých, ale i částečnČ 

rezistentních. V zcela rezistentní k DOX však s nedokázaly 

zvýšit účinek DOX, pĜestože byly schopné inhibovat lékový pĜenašeč 

ích nádorových liniích zvyšovaly NER účinek DOX. V

studii na myších s vaným Ehrlichovým tumorem nemČly

množství DOX v nádorových buĖkách ani na velikost nádoru. 

studiích všechny testované seskviterpeny inhibovaly cytochromy 

nemČl vliv na aktivitu enzymĤ 

redukujících ové sloučeniny a konjugačních enzymĤ. 

NER mírnČ zvyšoval játrech i tenkém stĜevu myší. 



játrech byla zvýšená aktivita aldoketoreduktasy 1C

Aktivita stĜevní NAD(P)

seskviterpenĤ snížená. 
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