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Abstrakt
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Nazev disertacni prace: Seskviterpeny v protinadorové terapii.

Nedilnou soucasti 1écby onkologickych onemocnéni je chemoterapie.
V soucasnosti se ukazuje jako vyhodné&js$i kombinovana terapie, slozend z vice druht
protinddorovych latek. Kombinovana terapie omezuje pravdépodobnost rozvoje
rezistence, zaroven umoziiuje poddvat nizsi jednotlivé davky a tim ptedchéazet rozvoji
nezadoucich U¢inka spojenych s plsobenim proti jinym tkdnim. Nové zkoumanymi
slozkami kombinované terapie jsou i ptirodni latky, konkrétné seskviterpeny.

Cilem diserta¢ni prace bylo studovat t¢inky silice voskovniku ¢erveného (Myrica
rubra, MEO) a vybranych seskviterpenii v kombinované protinadorové terapii. Zaméfili
jsme se nejen na potencidlni schopnost seskviterpeni zvysit ucinnost klasickych
cytostatik (doxorubicin, oxaliplatina, 5-fluorouracil), ale 1 na problematiku moznych
interakci seskviterpent s 1é¢ivy, které by mohly byt zplisobené modula¢nimi ucinky
seskviterpentl na enzymy metabolizujici 1é¢iva a dalsi xenobiotika. K experimentiim jsme
vyuzili fadu bunéénych nadorovych i nenddorovych linii, primarni kultury izolovanych
hepatocytt i in vivo modely zdravych i tumorizovanych mysi

Zjistili jsme vyrazny antiproliferacni ¢inek MEO proti nadorovym buiikdm
sttevni linie HCT-8, HT-29, SW480, SW620 a Caco-2. MEO byla schopna zvysit i€¢inek
doxorubicinu (DOX) v nadorovych buiikach. Zvyseni u¢inku bylo spojené se zvySenim
intracelularni koncentrace DOX a zvySeni produkce reaktivnich forem kysliku (ROS).
V kultufe hepatocyti nedoSlo vlivem MEO ke snizeni viability ani ke zménam
intracelularni koncentrace DOX ¢i produkce ROS. Seskviterpeny B-karyofylen (CAR),
B-karyofylenoxid (CAO), a-humulen (HUM), trans-nerolidol (NER) a valencen (VAL),
tvorici hlavni slozky MEO, byly dale testovany na nadorovych liniich samostatné a
v kombinaci s vybranymi cytostatiky DOX, 5-fluorouracilem (FU) a oxaliplatinou
(OxPt). VSechny seskviterpeny (kromeé CAR) byly schopné zvySovat €¢inek DOX v linii
Caco-2. V kultufe hepatocytii se neprojevil cytotoxicky Gginek. Uginek FU a OxPt byl



schopen zvySovat hlavné CAO. V dalsi studii jsme vyuzili ovaridlni linie s rtiznou
citlivosti k DOX a dv¢ lymfoblastové linie, citlivou a od ni odvozenou DOX rezistentni
linii se zvySenou expresi lékového prenaSeCe ABCBI. Seskviterpeny byly schopny
zvysovat ucinek DOX ve vSech liniich, s vyjimkou linie rezistentni k DOX, ackoli doslo
k vyraznému nartistu intracelularni koncentrace DOX a k inhibici transportéru ABCBI.
Pti pokusech in vivo na tumorizovanych mySich nedoslo vlivem seskviterpeni ke
zmeénam koncentrace DOX v tumoru, ani se nezménila velikost tumoru.

V in vitro studiich potencidlnich inhibi¢nich ucinki seskviterpenti na enzymy
metabolizujici xenobiotika jsme zjistili vyraznou schopnost seskviterpenti inhibovat
cytochromy P450 (CYP). Aktivitu enzymt redukujicich karbonylové slouceniny a
konjugac¢nich enzymu seskviterpeny neinhibovaly. In vivo, v mySich jatrech a tenkém
stievu, naopak doslo vlivem CAO a NER ke zvySeni aktivity a exprese CYP2B, 3A a 2C.
V jatrech dale doslo ke zvySeni aktivity aldo-ketoreduktazy 1C, karbonylreduktazy a
sulfotransferazy. V tenkém stievu byla snizend aktivita NAD(P)H-chinon
oxidoreduktazy 1.

Vysledky dizertacni prace ukazuji mozny pozitivni ptinos seskviterpent v terapii
nadorovych onemocnéni. Avsak pfii jejich pouziti v terapii je tfeba mit na zfeteli jejich
schopnost modulovat aktivitu enzymt metabolizujicich xenobiotika, coz naznacuje

moznost interakei s 1éCivy.
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Chemotherapy is an important part of treatment of cancer. Currently, the use of
several anticancer drugs in combination seem to be more advantageous. This combination
therapy prevents drug resistance development and make it possible to lower the doses of
single drugs, which prevents the side effects in non-cancerous tissues. Large pool of
potential drugs for combination therapy can be found among natural compounds, for
example among sesquiterpenes.

Our project was designed to evaluate the effect of Myrica rubra essential oil
(MEO) and selected sesquiterpenes in combination cancer therapy. We focused on the
potential ability of MEO and sesquiterpenes to increase the antiproliferative efficacy of
classical cytostatics (doxorubicin, oxaliplatin, 5-fluorouracil). In addition, we also studied
the possible interaction of sesquiterpenes with other drugs in combination therapy, which
could be caused by sesquiterpene-mediated modulation of drug-metabolizing enzymes.
For these purposes, a panel of various cell lines (both cancerous and non-cancerous) and
primary culture of hepatocytes were used in in vitro experiments. Normal and tumor
bearing mice were chosen as in vivo models.

MEO has significant antiproliferative effect in intestine cancer cell lines HTC-8,
HT-29, SW480, SW620 and Caco-2. MEO was able to potentiate efficacy of DOX
in cancer cells. Increase of efficacy correlated with enhanced intracellular DOX
concentration and increased production of ROS. MEO has no effect on viability,
intracellular DOX concentration and ROS production in primary culture of hepatocytes.
Sesquiterpenes B-caryophyllene (CAR), B-caryophyllene oxide (CAO), a-humulene
(HUM), trans-nerolidol (NER) and valencene (VAL) are main components of MEO.
Their antiproliferative effects were tested in cancer cell lines, when they were used alone

and in combination with selected cytostatics DOX, 5-fluorouracil, oxaliplatin. All



sesquiterpenes (except CAR) were able to increase DOX efficacy in Caco-2 cell line.
Viability of hepatocytes was not affected by sesquiterpenes. Antiproliferative activity of
OxPt and FU was increased, dominantly by CAO. In the next study, ovarian cancer cell
lines with different sensitivity and two lymphoblast cancer cell lines, one sensitive and
the other DOX completely resistant (with overexpression of ABCB1 transporter) were
used. Sesquiterpenes were able to increase efficacy of DOX in all cell lines with exception
of DOX resistant cell line. Nevertheless, sesquiterpenes were able to increase intracellular
DOX concentration and to inhibit ABCBI1 transporter in DOX-resistant cell line. /n vivo,
the use of sesquiterpenes in combination with DOX led to neither increase of DOX
concentration in tumors nor size of tumors in tumor bearing mice.

In vitro study of potential inhibitory effect of sesquiterpenes on drug-metabolizing
enzymes showed significant ability of sesquiterpenes to inhibit cytochrome P450 (CYP).
Activities of carbonyl reducing enzymes and conjugating enzymes were not inhibited by
sesquiterpenes. On the other hand, CAO and NER in vivo increased activities and
expression of CYP2B, 3A and 2C in mouse liver and small intestine. In liver, elevated
activity of aldo-ketoreductase 1C, carbonyl reductase and sulpthotransferase were also
found. Contrary, sesquiterpenes decreased NAD(P)H:quinone oxidoreductase 1 activity
in small intestine.

Results from this doctoral thesis show possible beneficial effects of sesquiterpenes
in cancer treatment. However, it is necessary to take into mind their ability to modulate

activity of drug-metabolizing enzymes and possibility of sesquiterpene-drug interactions.
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1 Uvod

Nédorova onemocnéni jsou celosvétovy problém spojeny s prodluzovanim
lidského véku a rozvojem mediciny v ostatnich oblastech, zejména v terapii infek¢nich
onemocnéni. V Ceské republice jsou nadorova onemocnéni druhou nejéastéjsi piicinu
smrti hned za nemocemi srdce a obéhové soustavy. Nejvice se u obou pohlavi vyskytuje
kolorektalni karcinom, nasledovany u Zen nadory prsu a u muzi naddory prostaty.
Vzristajicim problémem je ndrlst vyskytu melanomu u obou pohlavi [55].

Ke vzniku nadorové bunky dochédzi v disledku postupné piemény normalni
bunky kvili akumulaci genetickych a epigenetickych mutaci. Dtsledkem muze byt
utlumeni exprese tumor supresivnich genti nebo naopak zvySena aktivita faktort
umoznujicich preziti builkky. Muze také dojit k obnoveni exprese gentl, které nejsou
za normdlnich podminek exprimovany. Proces pfemény normalni buitky na nddorovou je
oznacovan jako kancerogeneze. V pribéhu kancerogeneze jsou rekrutovany dalsi
nenadorové buniky, které usnadiuji pieziti, rist a Sifeni nadoru. V rozvoji kancerogeneze
je rovnéz piipisovan vliv imunitnimu systému a chronického zanétu [1].

Pfi terapii nadori naraZime na problém cileného pisobeni na naddorové burky,
které jsou télu vlastni a vykazuji pouze omezené specifické metabolické vlastnosti.
Pouzivana skupina cytostatik vyuziva cytotoxického plsobeni latek, které ovliviujici
hlavné rychle se délici buiiky. To je spojeno s nezddoucimu ucinky napf. vypadavani
vlast,, poruchy funkce traviciho ustroji, nevolnost, zvraceni, oslabeni imunitniho
systému, utlum kostni difen¢ a poruchy spermatogeneze. Nebezpecné je podavani
v t€hotenstvi pro teratogenni Uc¢inky [2].

V popiedi védeckého zajmu je proto hledani moznosti, jak zvysit G€innost a
selektivitu protinddorovych 1éCiv a soucasné snizit jejich nezddouci ucinky. Jednou
z moznosti by mohlo byt jejich kombinované pouziti s nékterymi piirodnimi latkami,
naptiklad seskviterpeny. Studie, zahrnuté do ptedlozené disertacni prace, si kladly za cil
alespon Castecné prozkoumat protinadorové pisobeni piirodnich latek ze skupiny
seskviterpentl a jejich mozné ovlivnéni Gc€inku klasickych cytostatik jak v nadorovych,
tak 1 nenadorovych builkkdch. Zaroven jsme studovali ucinky seskviterpeni
na biotransformacni enzymy s cilem posoudit riziko moznych interakci seskviterpenti

s 1é¢ivy v kombinované terapii.
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2 Teoreticka c¢ast

2.1. Nadorova onemocnéni

Nadorova onemocnéni jsou charakteristické nekontrolovanym déleni bunck a
urcitou schopnosti Sifit se do okolnich tkani. Nadorové buiiky z buiiky nenddorové
vznikaji na zakladé hromadéni genetickych a epigenetickych mutaci. Proces je oznacovan
jako kancerogeneze. U solidnich nadorti bylo prokazano pramérné Sest az osm tzv.
kritickych mutaci. Mezi kritické mutace patii aktivace onkogent, inaktivace tumor
supresorovych genil, zvySeni exprese anti-apoptickych faktori a mutace gent
ovliviiyjicich bunéény cyklus. Hromadéni mutaci je dlouhodoby proces trvajici nékolik
let. Vyznamny podil na kancerogenezi je piipisovan imunitnimu systému a chronickému
zanétu. Vlivu imunitniho systému je vénovana pozornost az od devadesatych let 20.
stoleti. Byla prokazana tzv. dudlni role imunitniho systému, kdy imunitni systém
eliminuje nové transformované a eradikuje zbytkové nadorové populace, na druhé strané
ale u fady nadord podporuje pieziti, rist a Sifeni. S imunitnim systémem pravdépodobné
souvisi 1 vliv chronického zanétu, kdy aktivované makrofagy produkuji angiogenni a
lymfangiogenni molekuly, které mohou parakrinné piisobit na nadorové builky, ¢imz
zvySuji jejich preziti, proliferaci a migracni schopnosti. Pfedpoklada se, ze az 15 %

nadorovych onemocnéni vznika na podkladé chronického zanétu [1,3].

2.1.1. Terapie nddorovych onemocnéni

Terapie nadorovych onemocnéni je slozena ze tii zakladnich postupi, které jsou
v zé&vislosti na typu nadoru vzajemné kombinovany. Tyto postupy zahrnuji: chirurgické
odstranéni, ozafovani a farmakoterapii. Farmakoterapie se dale déli na terapii klasickymi
cytostatiky, imunoterapii, cilenou a hormonalni 1écbu. Klasickd cytostatika vyuzivaji
vys§i citlivosti nadorovych bunék k proapoptotickym stimultim. Uéinkuji proti riznym
typlim nadorti a maji rizné mechanismy Uc¢inku. VétSinou tyto mechanismy zahrnuji
inhibici replikace DNA, transkripce, translace nebo déleni bunck. Vysledkem byva
v konecném dusledku apoptoza vyvolana aktivaci drahy p53. V nékterych ptipadech
mohou bunky zanikat i dal§imi druhy bunétné smrti, jako mitotickou katastrofou,
autofagii ptipadné nekrozou. Nevyhodou klasickych cytostatik je Casty vyskyt zdvaznych

nezadoucich ucinki [1,4,5].
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Imunoterapie stimuluje vlastni imunitni systém k eliminaci nadorovych bunck.
Vyhodou je selektivni plsobeni a likvidace nadorovych bunék nezavisla na bunééném
cyklu. Velmi vyznamné se jevi vyuziti imunoterapie k odstranéni naddorovych buné¢k
zbylych po ptedchozi klasické cytostatické 1écbe¢, zvlast€ pak unadort s Castym
relapsem. Hormondlni 1é¢ba nachdzi uplatnéni u nddort exprimujicich receptory.
Naptiklad u Zen s nadory prsu a d€lohy jsou pouzivany antiestrogeny, muziim s nadory
prostaty jsou podadvany antiandrogeny [1,6].

Nejnovéjsim typem farmakoterapie je tzv. cilend 1écba. Latky fazené do této
skupiny inhibuji konkrétni signdlni drdhy, interferuji s onkogennimi signaly, pfimo
indukuji apoptdzu nebo indukuji diferenciaci. Kromé nadorovych bun¢k mohou cilit i
na okolni buniky a ovliviiovat angiogenezi, metastdzovani nebo imunitni odpoveéd’. Diky
vyssi selektivit¢ miva cilena 1é¢ba nizs$i toxicitu. Presto i cilend 1écba mé tadu
nezadoucich ucéinki. Cilové molekuly nebo drahy charakteristické pro urcity typ nadoru
Casto plni také fyziologickou funkci, ktera se po ovlivnéni projevi jako nezadouci ucinek.
Problémem u cilené terapie miize byt i odliSna reakce naddoru u riznych pacientd na lécbu

v disledku patologické aktivace dané drahy na rozdilné urovni [1,7-9].

2.1.1.1. Klasicka cytostatika

Klasickd cytostatika 1ze rozdélit podle mechanismu uU€inku do &tyf skupin:

antimetabolity, alkylacni a interkalacni latky a antimitotika [4,10].

2.1.1.2. Antimetabolity

Antimetabolity jsou fazove specificka cytostatika, ptsobici v S-fazi buné¢ného
cyklu. Jsou odvozeny od endogennich latek dalezitych pro syntézu DNA a RNA. K jejich
aktivaci vétSinou slouZzi fosforylace riznymi kindzami. Diky zméndm struktury dochézi
po jejich zapojeni do biochemickych pochodii k inhibici dtlezitych metabolickych reakci
nebo produkci nefunkénich produktii. Antimetabolity jsou podavany vétSinou jako
neucinné latky, tzv. proléciva. Patii sem analoga kyseliny listové, jejichz nejzndméj$im
zastupcem je metotrexat, ktera blokuji enzym dihydrofolatreduktdzu, ¢imz zastavi de
novo syntézu purintl. Do této skupiny se dale fadi analoga purinovych a pyrimidinovych
bazi. Tyto latky jsou po své aktivaci na ptislusny nukleosidtrifosfat integrovany pomoci
DNA-polymeraz do struktury DNA, kde zastavuji replikaci a vedou ke zlomim DNA
s naslednou aktivaci apoptozy [4,10-12].
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2.1.1.3. Alkylac¢ni a interkala¢ni latky

Jak alkylacni, tak i interkala¢ni latky se vazi na strukturu DNA, avSak rozdilnym
zpusobem. Alkylacni latky maji dvé reaktivni mista a tvofi dvé kovalentni vazby
s nukleovymi bazemi, nejcastéji s guaninem. Interkalacni latky tvoii nekovalentni vazbu
s DNA. Molekula cytostatika se vmezeii do Sroubovice DNA, kde inhibuje replikaci a
transkripci. Interkalacni latky také vétSinou plisobi jako inhibitory topoizomerazy II, coz

vede ke vzniku zlomil v fetézci DNA [4,10,13].

2.1.1.4. Antimitotika

Antimitotika jsou skupinou latek, které jsou schopny stabilizovat vzniklé
mikrotubuly nebo naopak inhibovat polymerizace jednotek tubulinu. Mezi stabilizatory
mikrotubult patii taxany, z&stupci inhibitor polymerizace tubulinu jsou vinca alkaloidy
a kolchicin. Vysledkem uc¢inku antimitotik je zastaveni bunécného cyklu v kontrolnim
bodu G2-M a néasledna apoptoza. Poskozenim cytoskeletu dochazi ke zménam v dalSich
bunécnych funkcich jako v bunéné mobilité, invazivité, metastazovani a angiogenezi

[4,10].

2.1.2. Cytostatika studovana v disertacni praci

2.1.2.1. Doxorubicin

Doxorubicin (DOX) je antracyklinové antibiotikum izolované ze Streptomyces
peucetius. DOX v buiikach inhibuje replikaci a transkripci DNA. Hlavnimi mechanismy
ucinku je schopnost interkalace do struktury DNA a inhibice topoizomerazy Il. Dal$Sim
uc¢inkem DOX i dal$ich antracyklinti je produkce reaktivnich forem kysliku (ROS) bud’
pfimo nebo v komplexu s Zelezitymi ionty. VySe zminéné mechanismy jsou vSak také
pricinou zavaznych nezddoucich ucinki, zvlaste pak kardiotoxicity antracyklinia [1,4,14].

V terapii je DOX podéavan ve formé pomalé injekce ¢i infuze, nebot’ po perordlnim
podani ma malou biologickou dostupnost. V klinické praxi je DOX jiz fadu let pouzivan
samostatné nebo v kombinaci s dalS$imi cytostatiky k terapii karcinomu prsu, tlustého
stteva, osteosarkomu, sarkomu mékkych tkani, malobunééného bronchogenniho
karcinomu a v hematologii jako sloZzka kombinované terapie nehodgkinskych lymfomi,
Hodgkinovy choroby, mnohocetného myelomu, akutni lymfoblastové a myeloidni

leukémie. Mezi nezadouci U€inky patfi vySe zminénd kardiotoxicita, myelosuprese,
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trombocytopenie, nauzea, prijem a alopecie. Projevy kardiotoxicity se mohou projevit
v pribéhu 1éCby, ale i mnoho let po ukonceni terapie. Rizikovymi faktory pro rozvoj
kardiotoxicity jsou ve€k, onemocnéni srdce, zenské pohlavi, radioterapie v oblasti
mediastina a srdce. Vzhledem k zavislosti kardiotoxicity na kumulativni davce je celkova
davka limitovéna na 450-550 mg/m?. P¥i podani vyssich davek je riziko srde¢niho selhdni

az 50 % s mortalitou 37-60 % [4,10].
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Obr.1. doxorubicin

2.1.2.2. 5-fluorouracil

5-fluorouracil (FU) je pyrimidinovym analogem. Po jeho pfeméné na nukleotid se
muze dale ménit na 5-fluorouridin a integrovat se do DNA, kde poskozuje jeji funkci
nebo na 5-fluorodeoxyuridin, ktery plisobi jako inhibitor tymidylatsyntazy, se kterou tvori
stabilni komplex. Fluorouridintrifosfat je také inkorporovan do RNA. In vitro,
v nadorovych liniich rakoviny tlustého stfeva a prsu bylo zjisténo, Ze FU také znemoznuje
preménu pre-rRNA na rRNA. Rovnéz bylo ukdzano, ze vlivem FU dochazi i k naruseni
postranskripnich modifikaci tRNA. Polyadenylace mRNA byla inhibovana uz relativné
nizkou koncentraci FU.

V klinické praxi je FU vyuzivan k lé€bé kolorektalniho karcinomu, nadort
zaludku, pankreatu, karcinomu prsu, hlavy a krku. Do bunék se dostdva aktivnim
transportem stejnym pienaSeCem jako wuracil. Odbourdvdn je v jatrech

dihydropyrimidindehydrogenazou na fluoro-f-alanin. Mezi nezddouci u¢inky FU patii
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Casté peroralni a enteralni mukozitidy. Dal§imi jsou megaloblastova anemie a mozeckova
ataxie zpusobena neurotoxickym metabolitem fluorocitratem. [4,10,15]

F

Obr.2. 5-fluorouracil

2.1.2.3. Oxaliplatina

Oxaliplatina (OxPt) je cytostatikum tfeti generace platinovych derivati. Pasobi
podobnym mechanismem jako alkylujici latky, ovS§em misto vazby alkylové skupiny se
vaze komplexni platnaty kationt. Dal$im ucinkem je aktivace stresovych kindz (JNK a
p38 kinaza), které vedou ke zvysené expresi tzv. ,,death receptori” FAS a TRAILR2/DRS5
na povrchu butiky. Soucasné€ vyvoland transkripce a translace solubilnich ligandi téchto
receptort (pfevazné FAS ligandu) vede k aktivaci vnéjsi apoptotické drahy s naslednou
apoptozou.

V klinické praxi je OxPt indikovana u nadorG varlat, vajecnikl, maligniho
melanomu, bronchogenniho karcinomu, nehodgkinskych lymfoml a kolorektalniho
karcinomu. Z nezddoucich U¢inki je Castd nevolnost a zvraceni, mirnd myelosuprese a
ototoxicita. Ve vySSich kumulativnich davkach se mulZe projevit neurotoxicita. OxPt
ve srovnani s cisplatinou vykazuje pouze malou nefrotoxicitu. Zajimava je rozdilna
pacienty tolerovand davka v zavislosti na ¢ase podani. Podstatné vy$si davky jsou

pacienty tolerovany kolem 16 h [4,10,16].
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Obr.3. Oxaliplatina
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2.1.3. Kombinovana terapie v 1€€b¢é nadorovych onemocnéni

Kombinovan4 terapie je soucasné nebo nasledné podani dvou a vice cytostatik.
Vyhodou je delsi doba remise i delsi doba pfeziti pacientli spojend s mensim vyskytem
nezadoucich ucinkd oproti monoterapii. Teoreticky podani dvou ucinnych latek vede
k ovlivnéni vice bunéénych populaci, ptisobeni na vice bunécnych cil v rdmci populace,
mozné Upravé farmakokinetiky a sniZeni toxicity. V jedné populaci mize byt prospésné
1 ovlivnéni jednoho enzymu, ¢i drahy vice 1éCivy. Disledkem je mozné sniZeni
jednotlivych davek spojené s omezenim nezadoucich ucinka. Jako tzv. sekvencni inhibice
je nazyvano ovlivnéni vice naslednych krokti jedné biochemické drahy, které v konecném
disledku mize vést k t¢éméf uplné inhibici dané drahy.

Vhodné kombinace latek s riznymi mechanismy ucinku puasobi i jako prevence
rozvoje lékové rezistence. Rozvoj rezistence muize souviset se snizenym transportem
cytostatika do bunky, zvySenym transportem z buiiky, snizenou bioaktivaci prekurzoru,
zménou v cilovém misté plisobeni, zvySenou reparaci poskozenych struktur nebo inhibici
apoptdzy. V klinické praxi jsou pouzivany kombinace cytostatik, dle tzv. terapeutickych
rezimd, které zahrnuji doporucené kombinace cytostatik, optimélni ¢asy jejich podani a
pocet celkovych opakovani s klidovym obdobi, ve kterych mohou nddorové bunky piejit

do faze déleni [2,4,10,17].

2.1.3.1. Kombinovana terapie s vyuzitim FU

Pti terapii nadort zaludku, tlustého stfeva, slinivky, jater a zluCovych cest je
pouzivana kombinace FU a leukovorinu, analogu kyseliny tetrahydrolistové, ktery je
pfeménénovan na kyselinu tetrahydrolistovou. Nadbytek vzniklé kyseliny
terahydrolistové vytvaii s FU a tymidylatsyntdzou komplex, ktery blokuje dalsi syntézu
tymidinu [15,18,19].

2.1.3.2. Kombinovana terapie OxPt

Kombinace OxPt a FU, ptipadné jinym pyrimidinovym derivatem (napf.
kapecitabin) jsou, s moznym doplnénim o leukovorin, kombinace pro terapii rakoviny
jicnu, Zaludku a varlat. OxPt pisobi vtéto kombinaci zifejm¢ inhibici
dihydropyrimidindehydrogenézy, ¢imz bréani odbourani FU. Inhibice
dihydropyrimidindehydrogenazy je odvozovana ze sniZené tvorby dihydrofluorouracilu.

Schopnost samotné OxPt ¢aste¢n¢ inhibovat tymidylatsyntazu podporuje ucinek FU. Vliv
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kombinace na bunéény cyklus byl téméet shodny s FU, dochazi ke zvySeni Gi-S faze

populace, oproti zvysené Gz u samotné OxPt [16,18,20].

2.1.3.3. Kombinovana terapie DOX

DOX je casto vyuzivan v kombinaci s cyklofosfamidem, FU a taxolovymi
derivaty v terapii karcinomu prsu. S paklitaxelem a platinovymi derivaty se DOX podava
pacientim snadory ovaria a dé€lozniho hrdla, v kombinaci s cyklofosfamidem,
vinkristinem a cis-platinou byva castou volbou u pacientli s nadory plic. V terapii
Hodgkinova lymfomu je vyuzivana kombinace DOX, cyklofosfamidu, etoposidu,
prokarbazinu, vinkristinu, bleomycinu a prednisonu oznacovana jako BEACOPP reZim.
Cilem lécebného rezimu kombinace vice latek srliznym mechanismem ucinku je

eliminovat nadorové buiiky pfed rozvojem rezistence a snizovat ¢etnost relapsu [18,21].

2.1.4. Hodnoceni G¢inku kombinaci latek

S pouzivanim kombinované terapie v lécbé nadorovych i jinych zavaznych
onemocnéni vyvstdva otazka objektivniho hodnoceni jejich spole¢ného ucinku.
Synergismus oznacuje u¢inek vyssi (matematicky 1+1>2), antagonismus pak ucinek nizsi
(1+1<2), nez suma ucinkd jednotlivych slozek, tzv. aditivni u¢inek (1+1=2). Kombinaci
latek I1ze popsat kombina¢nim indexem (CI), ktery udava, zda je ti¢inek synergicky CI<I,
aditivni t¢inek CI=1 a antagonicky CI>1. Problémem ovSem je definovat aditivni G€¢inek.
Jako relativné dobry model se osvédcil pristup na zakladé vztaht davky a odpovidajiciho
ucinku vychazejiciho z Loeweho aditivity (1926), dale rozsifeny teorii Chou a Talalay.
K dispozici je pocitacovy program CalcuSyn schopny CI vypocitat na zakladé vztaht
mezi u¢inkem a koncentraci jednotlivych latek a ti¢inkem jejich kombinace. Nevyhodou
pfistupu je nutnost presné uréené zavislosti mezi davkou a ucinkem, coz je pii praci

s biologickym materidlem relativné narocné [22-24].
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2.1.5. Latky rostlinného ptivodu a jejich potencidlni vyuziti
v kombinované terapii

V terapii nadorovych onemocnéni se dlouhodobé vyuzivaji i latky rostlinného
puvodu. Zavedenymi ucinnymi latkami s ovéfenym protinddorovym ucinkem je
naptiklad paclitaxel (PTX), alkaloid z tisu pouzivany v monoterapii i v kombinované
terapii nebo skupina vinca alkaloidl, vinkristin, vinblastin, vinorelbin, izolovanych
z barvinku. Vinca alkaloidy jsou pfevazn¢ pouzivany jako soucast kombinované terapie.
Potencidlnim pfinosem pro zvyseni G€innosti klasickych cytostatik by mohly byt latky
schopné inhibovat aktivitu efluxnich transportérd, podilejicich se na rozvoji rezistence
nadorovych bun¢k [4,10].

Schopnost inhibovat 1ékovy prenase¢ ABCB1 mé napt. dihydro-B-agarofuran,
zastupce seskviterpent. Experimenty s timto znacenym seskviterpenem naznacuji nejen
inhibici ABCB1 na membran¢, ale i nové syntetizovaného v endoplasmatickém retikulu
a v sekre¢nim aparatu [25]. Jinym seskviterpenem, ktery zvySoval v nddorovych buiikach
ucinek a koncentraci PTX, byl B-karyofylen. Ke zvyseni intracelularni koncentrace PTX
doslo jinym mechanismem nez inhibici ABCB1, pravdépodobné zvySenym transportem
PTX do bunky [26].

Terpenoidy a jejich derivaty prokazaly schopnost zvySovat G¢innost klasickych
cytostatik v mnoha studiich. V irn vivo studii geraniol v kombinaci s FU zpusobil
zmenseni mysich tumort o 53 %, ptfi¢emz FU samotny byl bez u¢inku a samotny geraniol
zpiisobil zmensSeni pouze 0 26 % [27]. Kombinace geraniolu s docetaxelem zpiisobovala
3x vétsi redukei mySich tumort oproti samotnému geraniolu [28]. Zajimava je kombinace
geraniolu a simvastatinu, kterd byla schopné inhibovat proliferaci jaternich nadorovych
bungk, piestoze jednotlivé latky jsou samostatné bez tcinku [29]. Monoterpen limonen
v kombinaci s docetaxelem byl schopen zvySovat produkci ROS spojenou s depleci
redukovaného glutathionu a aktivaci kaspdz s naslednou apoptoézou naddorovych bunek
[30]. Synergicky ucinek byl popsdn mezi seskviterpenem parthenolidem a dvéma
cytostatiky, PTX a cisplatinou, na tfech Zalude¢nich nddorovych liniich i na modelu mysi
s implantovanymi tumory [31]. Synergicky s DOX pusobily i1 dva seskviterpenlaktony,

izolované z Moquiniastrum polymorphum, na prsni nadorovou liniit MCF-7 [32].
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2.2. Terpeny

Terpeny jsou latky pfirodniho pivodu slozené z péti izoprenovych jednotek.
V zavislosti na poctu izoprenovych stavebnich jednotek rozliSujeme hemiterpeny (Cs),
monoterpeny (Cio), seskviterpeny (Cis), diterpeny (Cao), sestraterpeny (Cas), triterpeny
(Cs0), tetraterpeny (Cao0) a polyterpeny (Csss). Z terpenii vznikaji dalSimi modifikacemi
struktury terpenoidy, které zpravidla obsahuji atom kysliku ve formé riznych funk¢nich
skupin. Rovnéz u nich casto dochazi k dalsim zménam struktury, typické je ptipojeni

metylové skupiny.

Biosyntéza prekurzori terpentl, izopentenyldifosfatu (IPP) a
dimethylallyldifosfatu (DMAPP), probihd jednou ze dvou biochemickych drah. Prvni
z moznosti je syntéza probihajici v cytosolu z acetyl-CoA pies hydroxymethylglutaryl-
CoA (HMG-CoA) a kyselinu mevalonovou (MVA). Zelené rostliny, fasy a nékteré
bakterie jsou schopné v plastidech z glyceraldehyd-3-fosfatu (G3P) a pyruvatu (PYR)
vytvofit 1-deoxyxyluloza-5-fosfat (1-DXP) a nasledné 2C-metylerythriol-4-fosfat
(MEP). Pfeména IPP a DMAPP je moZzna pomoci izopentenyldifosfatizomerazy (IDI).
Syntetizovany IPP je buiika v ptipadé potieby schopna pfemistit z plastidi do cytosolu a
naopak viz. Obr.4 [33,34].

19



Cytosol - mevalonatova draha

HMGR DMAPP
Acetyl-CoA — > HMG-CoA —™ MVA \\ ‘” IDI
IPP
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Plastid - deoxyxylulosova draha

Obr. 4. Schéma biosyntézy terpentt mevalonatovou a deoxyxylulosovou drahou.
3-hydroxy-3-metylglutaryl-koenzym A- reduktaza (HMGR),
izopentenyldifosfatisomeraza (IDI), 1-deoxy-D-xylul6za-5-fosfatsyntaza (DXS), 1-
deoxy-D-xyluldza-5-fosfatisomeraza (DXR), izopentenyldifosfat (IPP),
dimethylallyldifosfat (DMAPP), hydroxymethylglutaryl-CoA (HMG-CoA), kyselina
mevalonova (MVA), glyceraldehyd-3-fosfat (G3P), pyruvat (PYR) 1-deoxyxyluloza-5-
fosfat (1-DXP), 2C-metylerythriol-4-fosfat (MEP)
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2.2.1. Seskviterpeny

Seskviterpeny jsou velmi rozmanitou skupinou sekunddrnich metabolitd. Jsou
slozeny ze tii izoprenovych jednotek. Syntéza seskviterpenti probiha vétSinou v cytosolu
mevalonatovou drdhou. Rostliny mohou za urcitych podminek vyuzit i prekurzory
syntetizované¢ 1-DXP drahou v plastidech a po jejich transportu do cytosolu je vyuzit
k syntéze seskviterpent [35].

Z pohledu struktury lze seskviterpeny rozdélit na dvé podskupiny. Prvni
podskupinu tvoii vlastni seskviterpeny, které se dale déli podle poc¢tu uhlikatych kruhi
na acyklické, monocyklické, bicyklické a tricyklické. Druhou podskupinou jsou
seskviterpenlaktony, které ve své struktufe obsahuji laktonovy kruh. Ty jsou opét
rozdéleny déle podle poctu a velikosti jednotlivych uhlikatych cykla v molekule.

Seskviterpeny jsou velmi daleZitymi latkami. Vyskytuji se v rostlinach,
bakteriich, houbach a motskych bezobratlych. V rostlinach tvoti vyznamnou slozku silic,
které se druhové lisi jak kvalitativnim, tak i kvantitativnim zastoupenim jednotlivych
seskviterpentl. Podileji se na signalizaci jako feromony, ovliviiuji dospivani hmyzu jako
juvenilni hormony, funguji jako fytoalexiny v rostlinach pfi obrané proti
mikroorganismiim a jsou soucasti nepiimé odpovéedi rostlin na napadeni bylozravcem
[36].

Seskviterpeny se rovnéz vyznacuji Sirokym spektrem ucinki na lidsky
ucinky. Mohou rovnéZ urychlovat hojeni ran a modifikovat ptenos latek kozni bariérou.
Nekteré seskviterpeny vykazuji vyznamné antioxidacni schopnosti. Napt. acyklické
seskviterpeny trans, trans-farnesol a cis-nerolidol byly schopny vychytavat hydroxylovy
radikal v zévislosti na koncentraci s vySsi efektivitou nez vitamin C [37]. Vyssi
antioxidacni aktivitu nez vitamin C mély i1 B-karyofylen a B-eudesmol [38,39]. U
parthenolidu byla pozorovéana schopnost chelatovat ionty Zeleza a médi.

V posledni dobé je nejintenzivngji zkoumdna protinadorova aktivita
seskviterpenti. Casto  popisovanym mechanismem protinidorového ptisobeni
seskviterpent je ovlivnéni signdlni drahy nuklearniho faktoru kappa B (NF-kB). NF-xB
je skupinou transkripénich faktorti podilejicich se na regulaci imunity, zanétlivé
odpovédi, bunééné smrti a mnohych dalSich. To je ¢ini zajimavym terapeutickym cilem
s vyuzitim pfi 1é€be zanétlivych, autoimunitnich a nadorovych onemocnéni. Nejcastéji je

inaktivni NF-xB v cytosolu v komplexu s inhibiénim proteinem. Po aktivaci
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membranového receptoru signalem je spusSténa kaskdada, kterd v konecném dusledku
aktivuje IxB-kinazu (IKK), kterd fosforyluje inhibi¢ni protein, ktery se nasledn¢ odstépi
a uvolni NF-xB. Aktivni NF-xB je translokovan do jadra, kde se vaze na specifické
sekvence DNA a spousti transkripci. S aktivitou NF-kB je spojen vliv seskviterpent
na bunécny cyklus a apoptézu. Velmi Casty modula¢ni ucinek na NF-xB ma skupina
seskviterpenlaktonii. V literatufe byl popsan inhibi¢ni vliv kostunolidu a parthenolidu
na aktivitu NF-xB a nasledny protizanétlivy ucinek [40].

Seskviterpen zerumbon byl schopen indukovat zastavu bunécného cyklu ve fazi
G2/M v leukemické bunééné linii NB-4 snaslednou apoptézou indukovanou
mitochondrialni cestou i ptes Fas receptor [41]. Zastava bunécného cyklu ve fazi Go/M
se projevila 1 po expozici kostunolidem a jeho derivatem dehydrokostunolidem [42].
Snizeni hladiny cyklinu D1 se projevilo po podani B-karyofylen oxidu, zerumbonu a
farnesolu [43,44]. Mimo ovlivnéni bunééného cyklu mohou seskviterpeny vyvolat i
fizenou bunécnou smrt, apoptéozu. Napf. a-bisabolol v primérnich kulturach chronické
myeloidni leukémie od 26 pacientii byl schopen aktivovat vnitini cestu apoptdzy
s preferenci pro maligni buiiky [45]. Zerumbon izolovany ze Zingiber zerumbet byl
schopny indukovat apoptézu v pankreatick¢é nadorové linii PANC-1 spojenou se
zvySenou expresi proteinu pS53. Stejny ucinek mél 1 v dalSich pankreatickych liniich
SW1990 a AsPC-1 [46].

Antiproliferacni aktivita nékterych seskviterpenli je pfipisovana jejich pro-
oxidaénimu pasobeni v nadorovych buiikach. U¢inek seskviterpent na redoxni systém se
podstatné 1i8i dle latky, koncentrace a typu buiiky ¢i organismu. Nékteré seskviterpeny
vykazuji v normalnich bunikach antioxidacni Gi¢inky, avSak v nddorovych buiikéch ucinek
pro-oxidacni. Pro-oxida¢ni plsobeni seskviterpentt miiZze probihat bud’ pfimou tvorbou
reaktivnich forem kysliku (ROS), nebo nepfimo, ovlivnénim jinych drah. U artemisininu
je za &ast u¢inku prisuzovana p¥imé produkci ROS, piipadné uvolnéni Fe?* ionth [47].
Seskviterpenlaktony maji mnohdy pro-oxidacni tc¢inek spojeny s depleci redukovaného
glutathionu a produkci ROS. Tomentosin v liniich HeLa a SiHa, kostunolid v linii ECA-
109 vyvolaly sniZzeni mitochondridlniho potencialu, zvySeni produkce ROS, sniZeni
mnozstvi BCL-2 a aktivaci kaspazy 3 [48,49]. Zerumbon byl schopen ovlivnit mimo
proliferace 1 funkci mitochondrii a zvysit produkci ROS v kultute CHL-1 [50].

Jak je patrné z vySe uvedenych studii, seskviterpeny jsou velmi zajimavé latky,
které by mohly byt v budoucnu vyuzity i v protinddorové terapii. Diky svému Sirokému

spektru ucinkd mohou byt zdrojem potencidlné ucinnych latek pro terapii dalSich
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zavaznych nemoci. V lidovém lécitelstvi jsou seskviterpeny, hlavné ve formé rostlinnych
silic, uzivany od pradédvna. Vzhledem k rostouci oblibé ptirodnich preparatti i vzhledem
k potencidlnimu vyuziti seskviterpent jako farmak, je vSak tfeba mit na zfeteli i otdzku
moznych interakci seskviterpeni se soucasné nebo nasledné¢ podanymi lécivy [51].
Seskviterpeny, vzhledem ke své vysoké lipofilité, maji pravdépodobné schopnost
modifikovat funkci enzymi Gcastnicich se 1. a II. fadze biotransformace. Védeckych
publikaci vénujicich se této problematice jsou bohuzel velice omezené mnozstvi. Popsan
byl hepatotoxicky ucinek zederonu a germakronu, spojeny se zmeénami exprese
cytochromi P450 (CYP). V lidskych hepatocytech dokdzaly oba vyvolat zvySenou
expresi a zaroveil mirnou inhibici CYP2B6 a 3A4 [52]. Inhibici CYP3A4 a 1A2
germakron epoxidem, derivatem germakronu, popsali i Bamba a kol. [53]. U seskviterpen
laktonu artemisininu, G¢inného na piivodce malérie, byla popsdna inhibice CYP1A2, 2B6,
2C19 a 3A4. Vysoké riziko zavazné interakce je predpokladano pro substraty CYP1A2 a
2C19 [54]. Popsané inhibi¢ni u¢inky na CYP, jehoz izoformy hraji dilezitou ulohu
v metabolismu 1é¢iv, ukazuji mozné riziko rozvoje toxickych uc¢inkl zaroven podavanych

1é¢iv.

23



3 Cile prace

Cilem disertacni prace bylo studovat ucinky vybranych seskviterpeni
v protinddorové terapii. Zaméfili jsme se nejen na potencidlni schopnost seskviterpenti
zvysit ucinnost klasickych cytostatik, ale 1 na problematiku moznych interakci

seskviterpentl s 1éCivy.

Dil¢imi cili bylo:

1. Shromazdit dostupné informace o biologickych tcincich seskviterpenti

2. Studovat antiproliferacni ucinky silice z voskovniku ¢erveného (MEOQ) na stfevni

nadorové linie a izolované hepatocyty
3. Studovat schopnost MEO zvySovat uc¢innost DOX ve stfevni nadorové linii

4. Sledovat ucinky vybranych seskviterpeni v kombinaci s DOX, FU a OxPt ve

sttevnich naddorovych liniich a hledat mozné mechanismy jejich plsobeni.

5. Testovat vybrané seskviterpeny v kombinaci s DOX na ovaridlni a lymfatické

nadorové buiky s riznou mirou citlivosti/ rezistence vi¢i DOX

6. Studovat G€inky vybranych seskviterpent s DOX v prsnich nddorovych bunikach

a na mysich s implantovanym Ehrlichovym tumorem

7. Testovat modula¢ni i€¢inky vybranych seskviterpent na biotransformacni enzymy

in vitro 1 in vivo
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4. Komentare k publikacim

4.1. Antioxidacni, pro-oxidacni a jiné biologické UCinky

seskviterpenti

Bartikova, H.; Hanusova, V.; Skalova, L.; Ambroz, M.; Bousova, 1. Antioxidant, pro-
oxidant and other biological activities of sesquiterpenes. Current topics in medicinal

chemistry 2014, 14, 2478-2494

Cilem ptehledového ¢lanku bylo shromazdit dostupné informace o biologickych
ucincich seskviterpent. Seskviterpeny, 15-ti uhlikaté slouceniny slozené ze tii
izoprenovych jednotek, jsou sekunddrni metabolity rostlin. Produkovany jsou také
houbami a bezobratlymi. Jsou obsazeny v lidské potravé, potravnich dopliicich a jako
soucast tradi¢ni mediciny. Rozmanitost biologickych uc¢inkti je ¢ini zajimavymi
molekulami pro medicinské vyuziti. V literatuie popsané tcinky seskviterpenti zahrnuji
fada jejich toxickych Ucinki. Je tedy velmi dalezité poznat mechanismy jejich plisobeni
na ruzné tkan¢ a odhalit bliz§i vztahy mezi strukturou a G¢inkem.

Biologicka dostupnost seskviterpentl po p.o. podani byva kolem 30 %. Vzhledem
k lipofilit¢ jsou seskviterpeny schopny prostupovat hematoencelickou bariérou.
Biotransformace probiha v 1. fazi hlavné jako hydroxylace a epoxidace, v II. fazi jako
glukuronidace. Mnoho studii se zabyvalo plisobenim seskviterpent na redoxni systém
bunék. Vysledky se liSily v zavislosti na struktufe, koncentraci a pouzitém modelu. Byl
popsan antioxidacni UCinek nékterych seskviterpenti zplisobeny vychytavanim ROS,
chelataci iont kovili nebo zvySenim exprese antioxidacnich systémdi. Pro-oxida¢ni uc¢inek
seskviterpenti se zda byt zavisly na ptivodnim redoxnim stavu bunky. K produkci ROS
dochazi pifimo nebo vysycenim antioxidaéni kapacity. Pro-oxida¢ni uc€inek
seskviterpentl, selektivni pro nadorové bunky, je pravdépodobné jednim z mechanismi
jejich protinddorového plsobeni. Dal$Simi mechanismy protinadorového plisobeni
seskviterpenli je aktivace apoptdzy, inhibice proliferace a invazivity nebo zasah

do priibéhu bunééného cyklu.
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4.2. Antiproliferatni ucinky a toxicita silice z listl
voskovniku Cervenc¢ho ve sttevnich naddorovych liniich a

izolovanych hepatocytech

Langhansova, L.; HanuSova, V.; Rezek, J.; Stohanslova, B.; Ambroz, M.; Kralova, V.;
Vanék, T.; Lou, J.D.; Yun, Z.L.; Yang, J., et al. Essential oil from myrica rubra leaves
inhibits cancer cell proliferation and induces apoptosis in several human intestinal lines.

Ind Crop Prod 2014, 59, 20-26

Voskovnik Cerveny (Myrica rubra Sieb. Et Zucc) je subtropicky asijsky ovocny
strom s tradiénim pouzitim v lidovém lé&itelstvi. Ve spolupraci s Ustavem
experimentalni botaniky AVCR byly listy z tohoto stromu extrahovany destilaci s vodni
parou. Antiproliferaéni uc¢inek ziskané silice (MEO) byl testovan na nadorovych
bunécnych liniich HCT8, SW620, SW480, HT29 a Caco2. Cytostatikum paklitaxel bylo
pouzito jako pozitivni kontrola. MEO vyrazné inhiboval buné¢nou proliferaci ve vSech
bun&énych liniich. Uginnost MEO se lidila v jednotlivych bun&nych liniich, pfi¢emz
linie Caco2 byla nejcitlivej$i. V téchto bunikdch byla naméfena hodnota ICso 1,5 ug / ml
s vyuzitim systému xCelligence pro sledovani proliferace bun¢k v redlném case. Daéle
bylo zji§téno, Ze v nadorovych buiikdich MEO vyvolava apoptozu a zpisobuje vyznamné
zvyseni aktivity inicidtorovych 1 efektorovych kaspaz. Na rozdil od rakovinnych bunék
neméla MEO vliv na zivotaschopnost izolovanych hepatocytt (jako model normalnich
nenadorovych bunék). GC x GC-TOFMS analyzou chemického slozeni MEO byly
zjiStény jako dominantni slouceniny seskviterpeny CAR, HUM, VAL, epi-a-selinen, y-
muurolen, CAO a NER.
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4.3. Schopnost silice zlisti voskovniku cerveného

zvySovat u¢innost doxorubicinu ve stfevni nadorové linii

Ambroz, M.; HanuSov4, V.; Skarka, A.; Bousova, I.; Kralova, V.; Langhasova, L.;
Skalova, L. Essential oil from myrica rubra leaves potentiated antiproliferative and
prooxidative effect of doxorubicin and its accumulation in intestinal cancer cells. Planta

medica 2016, 82, 89-96

V dané studii jsme se zamé¢fili na ucinek MEO na antiproliferacni a pro-oxidacni
aktivitu DOX. Jako modely jsme pouZili stievni nadorovou linii Caco-2, lidské
fibroblasty z periontodontdlniho ligamenta a primarni kulturu potkanich hepatocyti.
MEO mé¢la silny pro-oxidacni u¢inek na nddorovou linii Caco-2 a pouze mirny na
nenadorové kultury. V kombinaci s DOX byla MEO schopné zvysit u¢inek DOX a
produkci ROS v nadorové linii. V nenadorovych buitkdch MEO neméla vliv na toxicitu
DOX a nezvySovala produkci ROS. Vyznamné bylo zjisténi, Ze MEO je schopna
zvySovat intracelularni koncentraci DOX i jeho mnozstvi v bunééném jadru nadorovych

bunék, ale nezvySuje mnozstvi DOX v hepatocytech.
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4.4 Ucinky vybranych seskviterpenii v kombinaci
s doxorubicinem, S5-fluorouracilem a oxaliplatinou ve
sttevnich nadorovych liniich a moZzné mechanismy jejich

plsobeni.

Ambroz, M.; BouSova, I.; Skarka, A.; HanuSova, V.; Kralova, V.; Matouskova, P.;
Szotakova, B.; Skélova, L. The influence of sesquiterpenes from myrica rubra on the
antiproliferative and pro-oxidative effects of doxorubicin and its accumulation in cancer

cells. Molecules 2015, 20, 15343-15358

Ambroz, M., Smatova, M., Sadibolovéa, M., Pospisilova, E., Hadravska, P., Kasparova,
M., Hanusova, V., Krélova, V., Skélova, L. Sesquiterpenes from Myrica rubra essential
oil enhanced the efficacy of 5-fluorouracil and oxaliplatin in colon cancer cells (odeslano

do Int J Mol Sci)

Seskviterpeny CAR, CAO, HUM, NER a VAL tvofi vyznamny podil silice
izolované z MEO. Cilem prvni studie bylo stanoveni G¢inku jednotlivych vybranych
seskviterpentl na viabilitu bunék linie Caco-2 a jejich G€inek pfi soucasném podani DOX.
Jako model zdravé tkan¢ byla pouzita primarni kultura potkanich hepatocytu.
Seskviterpeny HUM, CAO, NER a VAL m¢ély schopnost ovliviiovat viabilitu bunék linie
Caco-2, pficemz vici potkanim hepatocytim nemély zadny ucinek. CAO, NER a VAL
synergicky zvySovaly u¢inek DOX v linii Caco-2. Soucasti u¢inku seskviterpent byla 1
schopnost zvySovat intracelularni koncentraci DOX v bunkach linie Caco-2.
Intracelularni koncentrace DOX v kultufe hepatocyti byla pii soucasném podani
seskviterpenti beze zmény. CAO a VAL byly schopné v kombinaci s DOX zvySovat
produkci ROS. CAO byl schopny mirné snizit toxicitu DOX v kultufe hepatocytu.

Druhé studie byla navrzena tak, aby zjistila, zda jsou vybrané seskviterpeny
z MEO schopné zlepsit antiproliferaéni U¢inek FU a OxPt, dalSich dvou klasickych
cytostatik pouzivanych pii 1écbé rakoviny tlustého stfeva. Rovnéz byly v ramci této
studie testovan vliv seskviterpent na mitochondridlni membranovy potencial jako dalsi
mozny mechanismus pusobeni seskviterpeni. Vysledky ukazaly vyznamnou schopnost

HUM a zejména CAO zvysit antiproliferacni u€inky FU a OxPt v nadorové bunécné linii
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Caco-2 a SW-620. Naproti tomu byly VAL a NER neué¢inné. Uginek CAO muiize byt

castecné zaloZzen na jeho schopnosti narusit membranovy potencial mitochondrii, coz

......

je vSak pravdépodobné komplexnéjsi a jsou zapojeny i1 dalsi mechanismy. Z testovanych
seskviterpentt ma CAO nevyssi potencidl pro kombinovanou 1é¢bu rakoviny tlustého

stfeva a zaslouzi si dal$i studium.
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4.5. Uc¢inek  vybranych seskviterpenti v kombinaci
s doxorubicinem na ovarialni a lymfatické nadorové bunky

S ruznou mirou citlivosti/ rezistence vuc¢i doxorubicinu

Ambroz, M.; Matouskova, P.; Skarka, A.; Zajdlova, M.; Zakova, K.; Skalova, L. The
effects of selected sesquiterpenes from myrica rubra essential oil on the efficacy of

doxorubicin in sensitive and resistant cancer cell lines. Molecules 2017, 22

V predeslé studii jsme zjistili schopnost vybranych seskviterpeni HUM, CAO,
NER a VAL ovliviiovat proliferaci bunék a zvySovat i€¢inek DOX v bunééné linii CaCo-
2. RovnéZz jsme zjistili, Ze tyto seskviterpeny zvySuji intracelularni hladiny DOX
v nddorovych bunkach. V této studii jsme se zabyvali U¢inkem seskviterpeni na
antiproliferacni uc¢innost DOX v nadorovych bunkach s riznou mirou citlivosti, resp.
rezistence vu¢i DOX. Rovnéz jsme testovali potencidlni inhibi¢ni vliv seskviterpeni
na efluxni 1ékovy pienaSe¢ ABCBI1. Jako modelové systémy byly vybrany ovaridlni linie
A2780 a SK-OV-3, kdy linie A2780 je citliva k DOX, zatimco SK-OV-3 je Caste¢né
rezistentni. Déle byly pouzity linie lymfoblastové leukémie CCRF/CEM a od ni odvozena
rezistentni linie CEM/ADR s indukovanym ABCBI pienasecem, jenZ pusobi eflux DOX.

Utinek samotnych seskviterpentl se ligil dle bunééné linie, pficemz pouze VAL
pusobil antiprolifera¢né na vSechny linie. V kombinac¢nich studiich byl silny synergismus
zaznamenan mezi DOX a NER v linii A2780, DOX pisobil synergicky s HUM a CAO
na linii SK-OV-3. Synergicky ucinek v lymfoblastové linit CCRF/CEM byl v kombinaci
DOX s CAO a NER. V rezistentni liniit CEM/ADR byl samotny DOX zcela bez tc¢inku.
BohuZzel, ani kombinace DOX se seskviterpeny neméla v této linii vyznamngjsi
antiproliferacni ucinek, ackoli seskviterpeny byly schopny zvySovat intracelularni
koncentraci DOX az 10x oproti kontrole a inhibovat eflux rhodaminu 123, substratu
pfenaSece ABCBI.

Tyto vysledky ukazuji schopnost seskviterpenii inhibovat lékovy prenaSec
ABCBI. Seskviterpeny HUM a CAO byly schopny zvysit u¢innost DOX 1 v ¢astecné

rezistentni linii SK-OV-3, ale nebyly ucinné ve zcela rezistentni linit CEM/ADR.
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4.6. U¢inky  vybranych seskviterpeni v kombinaci
s doxorubicinem v prsnich nadorovych bunikach a v mysich

s implantovanym prsnim tumorem

Hanusova, V.; Caltova, K.; Svobodova, H.; Ambroz, M.; Skarka, A.; Murinova, N.;
Kralova, V.; Tomsik, P.; Skalova, L. The effects of beta-caryophyllene oxide and trans-
nerolidol on the efficacy of doxorubicin in breast cancer cells and breast tumor-bearing

mice. Biomed Pharmacother. 2017, 95, 828-836

Schopnost CAO a NER potencovat G¢inek DOX byla dale testovana in vitro
na prsnich nadorovych liniich MDA-MB231 a MCF-7 a in vivo na my$ich s Ehrlichovym
tumorem. V linii MDA-MB-231 piisobila kombinace DOX a CAO vyrazngj$i inhibici
proliferace nez DOX samotny. Pomoci softwaru CalcuSyn byl zjistén silny synergismus
CAO a DOX v této linii. NER zvySoval akumulaci DOX v buné¢nych liniich a spolu
s DOX byl schopen potlacit migra¢ni schopnost bunék. Podani kombinace seskviterpenti
a DOX vedlo k vyraznym zménam v bunécné struktuie a v expresi adhezivnich molekul.

Ve studii in vivo kombinace DOX s CAO, vyvolavaly zmény v expresi proteinil
BCL-2, které se podili na regulaci apoptozy. Zpusobily také zvySeni mnoZstvi aktivni
kaspazy 3. Bohuzel, souc¢asné podani CAO ani NER nevedlo ke zvySeni akumulace DOX

v bunkach tumoru a nemélo vliv na rust tumoru.
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4.7. Modulaé¢ni u€inky vybranych seskviterpent in vitro 1

in vivo na enzymy metabolizujici xenobiotika

gpiéékové, A.; Szotdkova, B.; Dimunova, D.; Mysliveckova, Z.; Kubicek, V.; Ambroz,
M.; Lnénickova, K.; Krasulova, K.; Anzenbacher, P.; Skalova, L. Nerolidol and farnesol
inhibit some cytochrome p450 activities but did not affect other xenobiotic-metabolizing

enzymes in rat and human hepatic subcellular fractions. Molecules 2017, 22

Nguyen, L., Mysliveckova, Z., Szotakova, B., épiéékové, A., Lnénickova, K., Ambroz,
M., Kubicek, V., Krasulova, K., Anzenbacher, P., Skalova, L. The inhibitory effects of
B-caryophyllene, B-caryophyllene oxide and a-humulene on the activities of the main
drug-metabolizing enzymes in rat and human liver in vitro (odeslano do Chem-Biol

Interact)

Lnénickova, K., Svobodova, H., Skalova, L., Ambroz, M., Novak, F., Matouskova, P.
The Impact of Sesquiterpenes -caryophyllene Oxide and trans-nerolidol on Xenobiotic-

metabolizing Enzymes in Mice in vivo (odeslano do Xenobiotica)

Seskviterpeny jsou Siroce zastoupeny v potravé, dopliicich stravy a ptirodni
medicin€. Jsou lipofilni, snadno pronikaji pfes membrany a mohou modulovat expresi
a/nebo aktivitu rtiznych enzymi vcetn€ enzyml metabolizujicich 1é¢iva. Pii jejich
soucasném podani s jinymi [éCivy tim miize dochdzet k nezadoucim interakcim.

Prvni studie byla zamétfend na acyklické seskviterpeny trans-nerolidol, cis-
nerolidol a farnesol a jejich vliv na hlavni enzymy metabolizujici xenobiotika v lidskych
a potkanich subcelularnich frakcich. Vysledky ukazuji schopnost téchto seskviterpenti
inhibovat cytochromy P450 (CYP), konkrétné CYP1A, CYP2B a CYP3A, jak ve frakci
potkanich, tak lidskych mikrosomi. Na aktivitu enzyma redukujicich karbonylové
slouceniny a konjugaénich enzyml nemély latky signifikantni vliv. S inhibici CYP
souvisi mozné potencialni zmény v plasmatickych koncentracich 1é¢iv a s nimi
souvisejici mozné nezadouci ucinky.

Druha studie testovala potencidlni inhibi¢ni ucinek strukturné podobnych
seskviterpenti B-karyofylenu (CAR), B-karyofylenoxidu (CAO) a a-humulenu (HUM)

na aktivity hlavnich enzyml metabolizujicich xenobiotika. Potkani a lidské jaterni
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subcelularni frakce byly inkubovany s CAR, CAO nebo HUM spolecné se specifickymi
substraty pro oxidac¢ni, redukéni a konjugacni enzymy a jejich koenzymy. K vyhodnoceni
byla pouzita HPLC, spektrofotometrickd a spektrofluorometricka analyza. VSechny
testované seskviterpeny vyznamné inhibovaly aktivity CYP3A v potkanich stejné jako
v lidskych jaternich mikrosomech, pficemz CAO byl nejsiln€j$im inhibitorem.
V kinetické studii bylo zjistén nekompetitivni typ inhibice. Na druhé strané zadny
z testovanych seskviterpentt vyznamné neovliviioval aktivity enzymii redukujicich
karbonyl (CBR1, AKRs, NQO1) nebo konjugacnich enzyma (UGTs, GSTs, SULTs,
COMT). Jelikoz enzymy CYP3A metabolizuji mnoho 1€k, jejich inhibice piisobenim
CAO, CAR a HUM muze ovlivnit farmakokinetiku soubézné podavanych 1é¢iv.

V dalsi studii in vivo jsme sledovali ucinek p.o. podavani dvou seskviterpeni
CAO a ftrans-nerolidolu (NER) na expresi a aktivity enzyml metabolizujicich
xenobiotika v jatrech a tenkém stfevé mysi. Enzymaticka aktivita a hladiny mRNA byly
hodnoceny 6 a 24 hodin po podani seskviterpeni. CAO a NER vyrazné¢ zvysily aktivitu
CYP2B, 3A, 2C v obou tkanich. Zmény hladin CYP mRNA vétSinou odpovidaly zménam
v enzymatické aktivité. Jatra mysi, kterym byly podany seskviterpeny, také vykazovala
zvySenou aktivitu aldoketoreduktasy 1C a karbonylreduktasy. Naproti tomu
seskviterpeny snizily aktivitu NAD(P)H-chinon oxidoreduktasy 1 v tenkém stfeve. Mezi
konjugacnimi enzymy se poddnim seskviterpenii zvysila pouze aktivita jaterni
sulfotransferazy. Nase vysledky dokladaji, ze seskviterpeny moduluji aktivity a expresi
n¢kolika vyznamnych enzyma metabolizujicich xenobiotika a mohly by ménit u¢inky a

chovani podavanych 1€kt a jinych xenobiotik.
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r 4
Zavéry
. Vodborn¢ literatuie byly vyhledany informace o seskviterpenech a jejich
biologickych ucincich. V ptrehledovém ¢lanku byly popsany uc¢inky seskviterpenti
jak pro-oxidacni, tak i antioxida¢ni, mechanismy téchto t€ink i jejich potencialni

vyuziti v terapii.

. MEO mé vyrazné antiprolifera¢ni ucinky na stievni nadorové linie, zatimco

v primarni kultute potkanich hepatocytii plisobi netoxicky .

MEO byla schopna zvySovat uc¢inek DOX ve stfevni nadorové linii. ZvySeni
ucinku bylo spojené se zvySenim intracelularni koncentrace DOX a zvySenou

produkcei ROS.

. Vybrané seskviterpeny HUM, CAO, NER a VAL byly schopné zvySovat
antiproliferacni uc¢inek DOX v linii Caco-2, v kultuie hepatocytii nezvysovaly
cytotoxicky ucinek DOX. Nekteré seskviterpeny zvysSovaly koncentraci DOX
v nddorovych bunkach i1 jeho akumulaci v jadfe, snizovaly mitochondridlni
membranovy potencial a zvySovaly tvorbu ROS. Antiprolifera¢ni uc¢inek FU a

OxPT v nadorovych buiikach byl schopen zvySovat hlavné CAO a ¢asteén¢ HUM.

Pti testech na nadorovych liniich s rtiznou citlivosti k DOX jsme zjistili schopnost
seskviterpenli zvySovat uc¢inek DOX nejen v liniich citlivych, ale 1 ¢astecné
rezistentnich. V linii zcela rezistentni k DOX vSak seskviterpeny nedokézaly

zvysit uc¢inek DOX, piestoze byly schopné inhibovat Iékovy prfenase¢ ABCBI.

.V prsnich nadorovych liniich zvySovaly CAO a NER uc¢inek DOX. V in vivo
studii. na mySich simplantovanym Ehrlichovym tumorem nemély vliv

na mnozstvi DOX v nadorovych buiikach ani na velikost nadoru.

V in vitro studiich vSechny testované seskviterpeny inhibovaly cytochromy P450
z podrodin CYP1A, CYP2B a CYP3A, ale nemély vliv na aktivitu enzymui
redukujicich karbonylové sloucCeniny a konjuga¢nich enzymii. /n vivo CAO a

NER mirné zvySovaly aktivitu CYP2B, 3A, 2C v jatrech 1 tenkém stfevu mysi.
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V jatrech byla zvySend aktivita aldoketoreduktasy 1C, karbonylreduktasy a
sulfotransferasy. Aktivita sttevni NAD(P)H-chinon oxidoreduktasy 1 byla vlivem

seskviterpentl snizena.
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7  Prilohy

7.1. Seznam zkratek

ATP adenosintrifosfat

CAO karyofylen oxid

CAR B-karyofylen

CYP cytochrom P450

DNA kyselina deoxyribonukleova

DMAPP dimethylallyldifosfat

DOX doxorubixin

1-DXP 1-deoxyxylulosa-5-fosfat

DXR 1-deoxy-D-xylul6za-5-fosfatisomerazy
DXS 1-deoxy-D-xyluldza-5-fosfatsyntaza
FU 5-fluorouracil

G3p glyceraldehyd-3-fosfat

HMGR 3-hydroxy-3-metylglutaryl-koenzym A- reduktaza
HMG-CoA  3-hydroxy-3-metylglutaryl-koenzym A
HUM a-humulen

IDI isopentenyldifosfatisomeraza

IPP 1sopentenyldifostat

MEO silice z listii voskovniku ¢erveného (Myrica rubra Sieb. Et Zucc)
MEP 2C-metylerythriol-4-fosfat

MVA kyselina mevalonova

NER trans-nerolidol

OxPt oxaliplatina

p.o. peroralni podani

PTX paklitaxel

PYR pyruvat

RHO123 rhodamin 123

ROS reaktivni formy kysliku

RNA kyselina ribonukleova

VAL valencen
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7.2.

II.

I1I.

IV.

Podil pfedkladatele na publikacich zahrnutych v disertacni

praci

Bartikova, H.; HanuSova, V.; Skalova, L., Ambroz, M.; BouSova, L
Antioxidant, pro-oxidant and other biological activities of sesquiterpenes.
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-podil na literarni resersi

Langhansové, L.; HanuSova, V.; Rezek, J.; Stohanslova, B.; Ambroz, M.;
Kralova, V.; Vanék, T.; Lou, J.D.; Yun, Z.L.; Yang, J., ef al. Essential oil from
myrica rubra leaves inhibits cancer cell proliferation and induces apoptosis in
several human intestinal lines. /nd Crop Prod 2014, 59, 20-26

-kultivace a stanoveni vibility linii Caco-2 a HCT-8

Ambroz, M.; HanuSova, V.; Skarka, A.; BouSova, I.; Kralova, V.
Langhasova, L.; Skalova, L. Essential oil from myrica rubra leaves potentiated
antiproliferative and prooxidative effect of doxorubicin and its accumulation
in intestinal cancer cells. Planta medica 2016, 82, 89-96
-kultivace a stanoveni viability Caco-2 a potkanich hepatocyt
-stanoveni produkce ROS
-ptiprava vzorki pro méfeni intracelularni koncetrace DOX
-statistickd analyza dat

-podil na sepsani publikace

Ambroz, M.; BouSova, I.; Skarka, A.; HanuSova, V.; Kralova, V.
Matouskova, P.; Szotakova, B.; Skalova, L. The influence of sesquiterpenes
from Mpyrica rubra on the antiproliferative and pro-oxidative effects of
doxorubicin and its accumulation in cancer cells. Molecules 2015, 20, 15343-
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-ptiprava vzorki pro méfeni intracelularni koncetrace DOX

-statisticka analyza dat
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VIL

VIIL

-podil na sespsani publikace

Ambroz , M.; Matouskova, P.; Skarka, A.; Zajdlova, M.; Zakova, K.; Skalova,
L. The effects of selected sesquiterpenes from myrica rubra essential oil on
the efficacy of doxorubicin in sensitive and resistant cancer cell lines.
Molecules, 2017, 22
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-western blot
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Ambroz , M.; Smatova, M.; Sadibolova, M.; Pospisilova, E.; Hadravska, P.;
Kasparova, M.; Hanusova, V.; Kralova, V.; Skalova, L. Sesquiterpenes from
Myrica rubra essential oil enhanced the efficacy of 5-fluorouracil and
oxaliplatin in colon cancer cells (odeslano do /nt J Mol Sci)

-podil na kultivaci bunéénych linii
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-stanoveni aktivity kaspaz

-statisticka analyza dat

-podil na sepsani publikace
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Murinova, N.; Kralova, V.; Tomsik, P.; Skalova, L. The effects of beta-
caryophyllene oxide and trans-nerolidol on the efficacy of doxorubicin in
breast cancer cells and breast tumor-bearing mice. Biomed Pharmacother.
2017, 95, 828-836

-podil na praci in vivo, davkovani latek, odbér vzork

-podil na zpracovani vzork pro dalsi analyzu
Spi¢akova, A.; Szotakova, B.; Dimunova, D.; Mysliveckova, Z.; Kubicek, V.;
Ambroz , M.; Lnénic¢kova, K.; Krasulova, K.; Anzenbacher, P.; Skalova, L.

Nerolidol and farnesol inhibit some cytochrome P450 activities but did not
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IX.

affect other xenobiotic-metabolizing enzymes in rat and human hepatic
subcellular fractions. Molecules 2017, 22
-podil na piiprave jaternich mikrosomii a cytosolu

-podil na méfeni nékterych enzymovych aktivit

Nguyen, L.; Mysliveckova, Z.; Szotdkova, B.; gpiéékové, A.; Lnénickova, K.;
Ambroz, M.; Kubicek, V.; Krasulova, K.; Anzenbacher, P.; Skalova, L. The
inhibitory effects of B-caryophyllene, B-caryophyllene oxide and a-humulene
on the activities of the main drug-metabolizing enzymes in rat and human liver
in vitro
(v recenznim fizeni v Chem-Biol Interact)
-podil na piiprave jaternich mikrosom a cytosolu
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Lnénickova, K.; Svobodova, H.; Skalova, L.; Ambroz, M.; Novak, F.;
Matouskova, P. The Impact of Sesquiterpenes B-caryophyllene Oxide and
trans-nerolidol on Xenobiotic-metabolizing Enzymes in Mice in vivo
(odeslano do Xenobiotica)

-podil na praci in vivo, davkovani latek, odbér vzork

-podil na zpracovani vzorki pro dalsi analyzu
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