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1 UVOD A CILE PRACE

V dnesni dobé je rakovina jednim z hlavnich celosvétovych problému vetejného
zdravotnictvi. Jeji dv€ hlavni charakteristiky jsou nekontrolovatelny rast bunék a jejich
metastazovani. Incidence rakoviny v CR se pohybuje kolem 6 850 piipadi jak u muzd,
tak u zen. NejCastéjsim typem rakoviny u muzl je rakovina prostaty, u zen je to
rakovina prsu. AvSak muzi nejcastéji umiraji na rakovinu plic. Mortalita zpusobena
rakovinou je u muzt 15 400 amrti za rok, u zen je to 12 200 umrti (WHO 2014).

Ptirodni produkty pfedstavuji bohaty zdroj latek, které nasly uplatnéni v riznych
oblastech terapie onemocnéni, véetné 1éCby rakoviny. Proto dnes védci usilovné hledaji
nové sloudeniny rostlinného ptvodu s protinadorovym ué¢inkem. Uginné latky, které
jsou obsazené v extraktech 1éCivych rostlin, patii mezi sekunddrni metabolity rostlin.
Ptikladem takovych sloucenin jsou terpeny s izoprenoidni strukturou. Mnoho terpenti
ma biologickou aktivitu a jsou pouzivany pro 1é¢bu celé fady onemocnéni. Podle poctu
izoprenoidnich jednotek se déli do nékolika skupin: monoterpeny, seskviterpeny,
diterpeny, triterpeny atd. (Kuttan et al. 2013).

Skupina prof. Skdlové se na katedie biochemickych véd v poslednich letech
vénuje 1 vyzkumu biologickeé aktivity seskviterpenli izolovanych ze silice stromu
Myrica rubra. Tato silice vykazala vyznamnou antiproliferacni aktivitu v nékolika
sttevnich naddorovych liniich (Langhansova et al. 2014). Rovnéz jeji hlavni obsahové
latky (napf. karyofylenoxid, trans-nerolidol, valencen) plsobi cytotoxicky na bunky
nadorovych linii a netoxicky na nenadorové bunky (napf. hepatocyty, fibroblasty).
V kombinaci s chemoterapeutikem doxorubicinem zvysila silice z Myrica rubra
1nékter¢ izolované seskviterpeny jeho antiproliferacni a prooxidacni aktivitu
v nadorovych bunéénych liniich. Cilem mé prace bylo popsat protinadorové ucinky

vybranych seskviterpenti zerumbonu a farnesolu.



2 1ZOPRENOIDY

Izoprenoidy jsou organické slouCeniny, které zastavaji velmi rozmanité role ve
fyziologickych procesech rostlin a zivocichl. Vyskytuji se zde jako vitaminy
a prekurzory pohlavnich hormonii. Maji také fadu komercnich vyuziti (napft. pfichuté,
rozpoustédla, suroviny pro chemické latky) (Eastman a Kluger 2015).

Pétiuhlikatd jednotka, kterd se nazyva izopren (Obr. 1), ptfedstavuje zakladni
stavebni kdmen izoprenoidi. Izopren (2-methyl-1,3-butadien) je rozvétveny nenasyceny
uhlovodik, coz znamena, Ze obsahuje jednu nebo vice dvojnych vazeb mezi atomy
uhliku. Izopren ma ve své molekule dvé dvojné vazby. Izoprenoidy jsou tvofeny dvéma
a vice izoprenovymi jednotkami. Na kostru izoprenoidu mohou byt pfipojeny rtzné
funkéni skupiny (napf. hydroxylové —OH, karbonylové —CHO). Ty pfispivaji

k rozmanitosti izoprenoidii (Eastman a Kluger 2015).

Obr. 1 Struktura izoprenu

2.1 Terpenoidy

Nazev terpen vyslovné odkazuje na ptirozené se vyskytujici slouc¢eniny, které jsou
derivaty jedné izoprenové jednotky. Casto vsak byvaji s izoprenoidy zaméhovany.
Slovo terpen je odvozeno od terpentynu, ktery je tvoren smési izoprenoidii (pivodné
pryskyfice). Nejmensi terpenové molekuly obsahuji 10 atom@ uhliku a nazyvaji se
monoterpeny (C10H16). Vétsi molekuly prodlouzené o jednu jednotku izoprenu se
nazyvaji seskviterpeny (C15H24). Nasleduji diterpeny (C20H32), triterpeny (C30H48),
tetraterpeny (C40H64) atd. (Eastman a Kluger 2015).



Monoterpeny a seskviterpeny tvoii hlavni slozku rostlinnych silic. Terpeny s vyssi
molekulovou hmotnosti jsou mén¢ t€kavé a maji tedy vyssi teplotu varu. Jsou izolovany
z ptirozenych zdroji destilaci s vodni parou nebo extrakci (Eastman a Kluger 2015).
Seskviterpeny se vyskytuji ve formé acycklickych, mono-, bi-, tri- a tetracyklickych
systémi (Obr. 2). Zastupci acyklickych seskviterpentll, rovnéz nazyvanych farnesany,
jsou odvozeny pfimo od zakladni struktury — farnesolu. Cyklické struktury odvozené od
farnesylpyrofosfatu vznikaji plsobenim riznych specifickych cyklaz. Zatim bylo
identifikovano jen nékolik z nich, ale predpoklada se, ze se jich v piirodé vyskytuje
velké mnozstvi vzhledem k existenci 80 zdakladnich strukturnich typi cyklickych
seskviterpentl. Dalsi strukturni zmény, oxidace, degradace a dimerizace umoziuji vznik

tisict strukturné odliSnych seskviterpenti a jejich derivati (Bartikova et al. 2014).
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Obr. 2. Klasifikace seskviterpeni s ptiklady k jednotlivym strukturnim tfidam.
Ptevzato z prace Bartikova et al. (2014).

V dal§im textu detailn¢ popisuji protinddorovou aktivitu dvou vybranych
seskviterpenti zerumbonu a farnesolu. Zvolila jsem je proto, jelikoz mé& zaujalo velké

mnozstvi jejich protinadorovych ucinkli a mnozstvi provedenych studii.



3 ZERUMBON

Mezi riznymi sekundarnimi metabolity (alkaloidy, terpenoidy, fenolické
slouceniny a glykosidy) izolovanymi z cel¢ fady rostlinnych zdroji tvofi terpenoidy
nejvetsi tiidu s vice nez 25 000 cleny. Mnoho terpenoidi vykazuje terapeuticky
potencidl  jako  antibakteridlni,  antivirové, antimalarické,  antiparazitické,
slouceninou, ktera ma obrovsky potencial v prevenci a 1€cbé rakoviny, je zerumbon
(Obr. 3). Zerumbon je cyklicky jedenacti¢lenny seskviterpen izolovany z oddenkt
tropické rostliny Zingiber zerumbet. Antiproliferativni aktivita Z. zerumbet je zpuisobena
predevsim zerumbonem, coz je hlavni cytotoxicka latka této rostliny. I kdyz presny
molekularni mechanismus potencidlnich protirakovinnych ucinkti této slouceniny stale
neni objasnén, existuji vSak studie, které uvadéji, ze zerumbon mize modulovat fadu
dilezitych molekularnich cilti (napf. transkripéni faktor NF-kB, proapoptoticky protein
Bax, antiapoptoticky protein Bel-2), a to jak pro prevenci tak 1é¢bu rakoviny (Prasannan

et al. 2012, Sakinah et al. 2007).
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Obr. 3 Struktura zerumbonu

3.1 Protinadorové ucinky zerumbonu in vitro

In vitro studie s pouZitim riznych nadorovych bunéénych linii dosud poskytly
dalezité informace o potencidlnich molekuldrnich cilech zerumbonu. Zerumbon
v nddorovych bunkdch vystavenych puasobeni 12-O-tetradecanoylforbol-13-acetatu

inhiboval tvorbu superoxidového radikalu enzymy NADPH-oxiddzou a xantinoxidazou



v zé&vislosti na pouzité koncentraci. Na druhou stranu strukturni analog zerumbonu o-
humulen, kterému chybi karbonylova funkéni skupina, nevykazoval Zadny vyznamny
antiproliferacni ucinek, coz ukazuje na zésadni vyznam karbonylové skupiny pro
biologické funkce zerumbonu. Vyzkumnici také pozorovali na davce zavislou inhibici
proliferace lidskych bunécnych linii stfrevniho adenokarcinomu po 1é¢bé zerumbonem.
Naproti tomu antiproliferaéni G¢inky zerumbonu vici nenadorovym bunkam (napft.
lidskym epitelialnim bunkédm a fibroblastim tlustého stfeva) byly mnohem slabsi, coz
ukazuje selektivitu slouceniny vii¢i rakovinnym bunkdm. Tento seskviterpen rovnéz
indukoval apoptézu. Tyto vysledky jasn¢ ukazuji potencidl zerumbonu ovlivnit
soucasn¢ nékolik ¢innosti v nadorovych buikéach (Prasannan et al. 2012).

Byla navrzena hypotéza, Ze celd fada téchto Uc¢inki je zpusobena diky ovlivnéni
aktivity/exprese nuklearniho faktoru-kappa B (NF-kB) timto seskviterpenem. AvSak
zerumbon v testované davce 20 uM nemél vyznamny vliv na expresi NF-kB v mysich
makrofazich RAW264.7. Predpokladalo se, ze mnohé z pozorované in vitro Cinnosti
zerumbonu miiZze byt vysvétleno jeho schopnosti inhibovat hlavni transkripéni faktor
NF-«B. Neékteré geny regulované NF-«B hraji kli€ovou roli v proliferaci, pieziti
a metastazovani nadorovych bun¢k. NF-kB miize byt aktivovan podnéty jako cigaretovy
kouf, kyselina okadaové a peroxid vodiku. U¢inky zerumbonu na aktivaci NF-kB byly
pozorovany v ZaludeCnich nadorovych bunkach, vnichz je NF-xB konstitutivné
aktivovan, jak bylo zji$téno v pfedbéZznych studiich. Aktivita NF-kB byla v kontrole
zvySena 0,1% dimetylsulfoxidem, ktery slouzil jako rozpoustédlo zerumbonu
v ostatnich vzorcich. Tato zvySena aktivita byla inhibovana zerumbonem v koncentraci
> 5 uM (Prasannan et al. 2012, Tsuboi et al. 2013).

Antiproliferacni aktivita zerumbonu, kterd byla pozorovana v mnoha nadorovych
bunéénych liniich, je ziejmé zplsobena zejména schopnosti tohoto seskviterpenu
indukovat apoptézu. Byla popsana antiproliferacni aktivita zerumbonu v bunééné linii
lidského hepatocelularniho karcinomu (HepG2). Autofi studie pozorovali mirnou
selektivitu v antiprolifera¢ni aktivit€¢ zerumbonu pro buiiky rakoviny jater ve srovnani

s nemalignimi jaternimi butikami (Obr. 4) (Prasannan et al. 2012).
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Obr. 4 U¢inky zerumbonu na Zivotaschopnost jaternich nadorovych bunék HepG2
a nenddorovych jaternich bunék Chang a MDBK. Prevzato z prace Sakinah et al.
(2007).

Obrazek 4 ukazuje, ze zerumbon vykazoval antiprolifera¢ni ucinek vici bunécné
linii jaterniho karcinomu, kterd byla testovana v zavislosti na koncentraci. Hodnota
ICso, coZ je koncentrace studované latky potifebna k inhibici 50% rastu bunék, byla pro
zerumbon 3,45 £+ 0,026 pug/ml. Zerumbon také inhiboval proliferaci nemalignich
jaternich bun€k Chang a MBDK s hodnotami ICsy 10,96 + 0,059 pg/ml respektive 10,02
+ 0,03 pg/ml (Sakinah et al. 2007).

V dalsi studii bylo pouZito 1é¢ivo cisplatina, kterd také vykazuje protinadorovou
aktivitu. Cisplatina, kterd se b&zn€ pouziva k 1écbé rakoviny vajecnikii, mocového
méchyte a varlat, méla inhibi¢ni Gi€¢inek na maligni jaterni buiiky s hodnotou ICsy 7,23 +
0,036 pg/ml (Obr. 5). Bylo zjisténo, ze rovnéz pisobi i na nenadorové jaterni bunky
Vero a Chang s hodnotami ICsy 9,06 + 0,044 pg/ml a 7,08 + 0,073 pg/ml (Sakinah et al.
2007). Rozdil v jejich cincich je patrny. U zerumbonu je jasny rozdil mezi u€¢inky na
maligni a nemaligni bunky, zatimco u cisplatiny se antiproliferaéni uc¢inky mezi

nadorovymi a nenddorovymi liniemi témé&f nelisi.
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Effect of cisplatin towards liver cancer cell line,
Hepg2, normal Chang's liver and Vero cell
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Obr. 5 Utinky cisplatiny na Zivotaschopnost jaternich nadorovych bunék HepG2
a nenddorovych jaternich bun&k Vero a Chang. Pfevzato z prace Sakinah et al. (2007).

Antiproliferacni aktivita zerumbonu byla dale zkoumana u bunék karcinomu
zaludku (Obr. 6). Zerumbon inhiboval bunéénou proliferaci v koncentraci vyssi nez
10 uM. Zerumbon také inhiboval proliferaci jinych zalude¢nich nadorovych bunéénych
linii v zavislosti na déavce. Napf. MKN45 buiikky byly inhibovany zerumbonem
v koncentraci > 25 uM, MKNI1 buiiky jiz v koncentraci > 100 nM, MKN28 buiky
v koncentraci > 1 uM atd. (Tsuboi et al. 2013).
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Obr. 6 U¢inky zerumbonu na proliferaci nékolika linii zalude¢nich nadorovych
bunck. Pievzato z prace Tsuboi et al. (2013).

Pro objasnéni antiproliferani aktivity byly jaterni nadorové bunky HepG2
osetfeny zerumbonem v dévce 3,45 pg/ml a pribézné se sledovalo, zda sloucenina
vyvola bunécnou smrt prostiednictvim apoptoézy. Jako pozitivni kontrola slouzila
cisplatina. Buniky oSetfené zerumbonem po dobu 24 hodin ukéazaly aktivni apoptoézu
a fragmentovanou DNA znacenou fluorescencné. Na zacatku byla intenzita Zluté
fluorescence slabd. Ke zvySeni fluorescence dosSlo po 48 hodinach, kdy vice bunék
podlehlo apoptoze. Po 72 hodinach vykazovaly membrany bun¢k blebbing (tj. tvorba
cytoplazmatickych vybézkil) a ptitomnost apoptotickych télisek. Na apoptézu také
poukazuji typické oligonukleozomdlni zebiiky, coz naznacuje, Zze DNA oSetfenych
bun¢k byla fragmentovana na 180 az 200 zakladnich dvojic nukleozomadlnich
multimert. Ten samy jev vykazovaly buiiky oSetfené cisplatinou, ale intenzita zluté
fluorescence nebyla tak jasnd jako fluorescence u bunék oSetfenych zerumbonem.
Procentudlni podil apoptotickych bunék se po oSetfeni zerumbonem zvysil o 50 % po 24

hodinach a o 80 % po 48 hodinach (Obr. 7). NeoSetiené buiiky, které slouzily jako

12



kontrola, ukazaly pouze 6 % bunééné smrti prostfednictvim apoptdzy (Sakinah et al.
2007).
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Obr. 7 Apoptoza indukovana v jaternich HepG2 bunikach po osetfeni zerumbonem
(%), v zavislosti na Case. Prevzato z prace Sakinah et al. (2007).

Osetteni bun€k karcinomu pankreatu PANC-1 zerumbonem po dobu 24 h
vyvolalo zfetelné apoptotické morfologické zmény jaderného chromatinu, jeho
smr$t'ovani, kondenzaci a fragmentaci jadra buiiky. Naopak pankreatické buiiky PANC-

1 bez oSetieni zerumbonem vykazovaly intaktni jaderné struktury (Obr. 8) (Zhang et al.

2012).
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Obr. 8 Apoptdza zplsobend zerumbonem (%) v buitkach karcinomu pankreatu
PANC-1 v zavislosti na davce. Pfevzato z prace Zhang et al. (2012).
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Pro urceni, které apoptotické proteiny jsou regulovany zerumbonem a podileji se
na expresi proteini p53, Bax a Bcl-2, byly pouzity jaterni naddorové bunky HepG2
oSetfené zerumbonem (3,45 pg/ml) po dobu 0, 3, 6, 12 a 48 hodin pomoci Western blott
analyzy. V bunkach se zvysila exprese proapoptotického proteinu Bax a snizila se
exprese antiapoptotickych proteini Bel-2. Regulace exprese proteinu Bax zerumbonem
byla potvrzena imunobarvenim. Nicmén¢ exprese proteinu p53 nevykazovala po celou
dobu pusobeni zerumbonu zadné vyznamné zmény. Vysledek naznacuje, Ze apoptoza
vyvolana zerumbonem muze byt zprostiedkovana prostiednictvim Bax a Bcl-2 proteint
v jaternich nadorovych HepG2 bunkach. Je vSak tteba zjistit, zda jsou tato zjiSténi
platna obecné pro vSechny typy nadorovych bun¢k nebo pouze pro tento specificky typ
nadorovych bunék (Sakinah et al. 2007).

Mezi G¢inky zerumbonu patii také indukce vysokého intracelularniho redoxniho
potencialu, ktery muze inhibovat proliferaci naddorovych bunék. Cytotoxicky ucinek
zerumbonu na rakovinné bunky je pfi¢itdn pfitomnosti a,p-nenasycené karbonylové
skupiny v jeho struktufe, kterd hraje dileZitou roli v interakci slou€eniny s riznymi cili
v buiice. Intracelularni glutation U¢inné odstrafiuje o,B-nenasycenou karbonylovou
skupinu zerumbonu tvorbou Michaelova aduktu, ¢imz se zvysi intracelularni redoxni
potencial, coz vede kinhibici Sifeni rakovinnych bunék. Nicméné primérny
intracelularni redoxni potencial nenddorovych bunék je nizsi nez u rakovinnych. Tento
rozdil by mohl byt divodem, pro¢ zerumbon neindukuje proliferaci nenadorovych
buncék. Vzhledem k tomu, Ze je Uzka souvislost mezi nddory, zanéty a oxidacnim
stresem, je mozné, Ze protizanétlivé nebo antioxidacni slouceniny by mohly také
pusobit jako antikarcinogenni ¢inidla (Rahman et al. 2014).

Kaspazy jsou zékladnimi enzymy signalni drahy apoptdzy, kterda ma dvé cesty -
vngj§i a vnitini, téz mitochondrialni (Obr. 9). Kaspéaza-3, ktera je aktivovana kaspazou-
8, hraje klicovou roli ve vngj§i cesté pies receptory smrti, zatimco kaspaza-9 je
vyznamna ve vnitini mitochondrialni draze. Tyto kaspazy byly testovany v souvislosti
s nalezenim mechanismu navozeni apoptozy v buiikdch oSetfenych zerumbonem. V této
studii byla aktivita kaspdzy-3 a kaspazy-9 vyrazn¢ zvySena s casem. Nedoslo vSak
k Zzadnému zvySeni aktivity kaspazy-8 ve stejném obdobi 1écby. Vysledky tedy
naznacuji, ze zerumbon indukuje apoptézu prostiednictvim vnitini drahy (Hosseinpour

et al. 2014).
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Obr. 9 Nahote: Vnitini a vnéjsi signalni drahy apoptozy, Dole: Morfologické zmény buiiky v pribéhu apoptodzy. Prevzato z prace Ullmann
V. (2015).
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Zerumbon muze také zvysit protirakovinné ucinky TNF (tumor nekrotizujici
faktor) ptibuzného ligandu indukujiciho apoptéozu (TRAIL) s upregulaci TRAIL
receptortt smrti DR5 a DR4 v celé fadé nadorovych bunék. TRAIL ligand reguluje
zabijeni nadorovych bunck prostfednictvim péti rtiznych receptorti, ale pouze dva
znich, DR4 a DRS, jsou transmembranové receptory a zprosttedkovavaji apoptozu.
Zapojeni DR4 a DRS5 receptorti vede k aktivaci kaspazy-8, coz pak vede k aktivaci
kaspazy-9 a kaspazy-3. TRAIL-indukovand apoptoza je regulovana reaktivnimi
formami kysliku (ROS). Vyzkumnici pozorovali, ze preinkubace bunc¢k HCTI116
lidského kolorektalniho karcinomu s N-acetylcysteinem ¢i  glutationem, které
vychytavaji ROS, snizuje zerumbonem vyvolanou upregulaci DR4 a DRS v zavislosti
na davce. Kromé toho u predbézného oSetifeni N-acetylcysteinem bylo zjisténo nekolik
zmiriiyjicich G¢inka 1é¢by zerumbonem, jako je naptf. zvySeni bunécné smrti vyvolané
TRAIL, zvySeni aktivace kaspazy-3 a kaspazy-8 atd. VSe ukazuje na potencidlni roli
ROS v indukei TRAIL receptorti smrti pomoci zerumbonu (Prasannan et al. 2012,
Yodkeeree et al. 2009).

Nedavno bylo zjisténo, Zze zerumbon zpiisobuje zesiténi proteinu tepelného Soku
27 (HSP27) s inhibici monomerni formy proteinu v lidském adenokarcinomu plic.
Zvysend exprese HSP27 byla pozorovéana v riznych nadorovych buiikach a ¢lenové této
rodiny proteini byli podezirani jako jedni z plivodct odolnosti rakovinnych bun¢k proti
ozafovani a chemoterapeutickym Cinidlim. Zjistilo se, Ze zerumbon se vmezetil mezi
disulfidové vazby v HSP27 dimerech a toto zesiténi zménilo normdlni dimerizaci
proteinu. Bylo zjiSténo, Ze a,f-nenasycené karbonylové skupiny v zerumbonu jsou
dilezité pro toto zesiténi. U strukturdlnich analogii zerumbonu o-humulenu a 8-
hydroxyhumulenu nemohlo dojit k tomuto zesiténi. Pfi piedb&zném oSetfeni
zerumbonem pied vystavenim zafeni bylo zjiSténo, Ze inhibuje vazebnou afinitu HSP27
s apoptotickymi molekulami a cytochromem c¢ a indukuje senzibilizaci buné¢k

(Prasannan et al. 2012).

3.2 Protinadorové ucinky zerumbonu in vivo

Ackoli zerumbon ma protinadorovy potencidl, jeho aplikaci v 1€¢b¢ brani Spatna
rozpustnost ve vodé, ktera vede ke Spatné biologické dostupnosti této latky. Tato
vlastnost zpomaluje jeho absorpci v zaZzivacim traktu. Spatnd absorpce

v gastrointestinalnim traktu, nejen sniZuje biologickou dostupnost zerumbonu, ale také
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zpuisobuje toxicitu vuci sliznicim. Jeden z pfistupii k prekonani této prekdzky je zaclenit
zerumbon do lipidovych nosict, které by zlepsily jeho rozpustnost a biodostupnost.
Pevné nanocastice lipidl,, nanostrukturované lipidové nosi¢e (NLC), jsou piikladem
nosnych systému na bazi lipidi, které mohou byt pouzity k zaclenéni 1é¢ivé latky. Maji
pozadované vlastnosti véetné nizké toxicity a fizeného uvoliiovani, jsou biologicky
odbouratelné a s vysokym obsahem 1é¢iva (Hosseinpour et al. 2014).

Prvni publikované in vivo studie o zerumbonu uvadéji, ze peroralni podavani
seskviterpenti potlacuje vznik aberantnich krypt v tlustém stievé samct potkant
v zévislosti na davce. Nasledné¢ bylo zjisténo, ze perordlni podavani zerumbonu
zpusobilo potlaceni u¢inku dextran siranu sodného, ktery vyvolava akutni kolitidu
usamic mys$i. Zerumbon také snizuje hladinu zanétlivych biomarkerti na sliznici
tlustého stfeva mysi.

Kromé toho bylo zjisténo, ze zerumbon potlacuje zrani leukocytd a dermalni
infiltraci, jakoz i aktivacni fazi koznich nadorti u mysi. Pfi podavani zerumbonu mysim
v koncentraci 0,2 uM snizil vyskyt nadoru o 40 % a v koncentrace 2 pM az o 60 %.
Tato studie jasn¢ ukazuje terapeuticky potencial zerumbonu v oblasti prevence a 1é¢by
koznich nadort jak pfi iniciacni tak propagacni fazi (Prasannan et al. 2012, Murakami
et al. 2004).

Zerumbon potlacuje cervikdlni intraepitelidlni neoplazii u mysi, které byly
prenataln¢  vystaveny pusobeni diethylstilbestrolu, s ucinnosti blizici se
k protirakovinnému 1éku cisplatiné. V dusledku 1é¢by zerumbonem se objevily dalsi
vyznamné U¢inky jako nadmérnd exprese proapoptotickych proteinii Bax a potlaceni
exprese proteinii Bcl-2. Srovnatelna Gc¢innost zerumbonu s cisplatinou ukazuje velky
potencidl pro alternativni lécbu rakoviny délozniho ¢ipku. Publikované udaje zatim
ukazuji, Ze zerumbon pisobi mirn¢ cytotoxicky a genotoxicky v davkach uzivanych pro
vétSinu experimentalnich studii. Napf. davka vySsi nez 2000 mg/kg byla stanovena jako
letalni davka u potkanti po intraperitonealnim podani. Podobné& jednotlivé podané davky
100-200 mg/kg zerumbonu u samic potkanli nevykazovaly zadné toxické Gcinky vuci
jaterni a ledvinné tkéani. Protinddorové ucinky zerumbonu byly hldSeny u latek, které
vyvolavaji nadorové bujeni v jatrech potkant (diethylnitrosamin a 2-acetylaminofluren).
Bylo zjisténo, Ze seskviterpeny ochraiiuji jatra potkana pied karcinogennimi ucinky
riznych sloucenin. Proto byl napi. zkoumdn Uc¢inek zerumbonu na poskozeni tkani

u potkani  vyvolané cisplatinou. VSechny skupiny potkani dostaly jednu injekci
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cisplatiny v davce 45 mg/kg a nékteré skupiny dostaly navic zerumbon v davce 100
a200 mg/kg intraperitonedlné¢ 4 dny pied injekci cisplatiny. VSechna zvifata byla
usmrcena 16 hodin po injekci cisplatiny. Poté jim byla odebrana krev a byly
analyzovany sérové hladiny enzymt (alaninaminotransferazy, aspartataminotransferazy,
alkalické fosfatazy) a alfa-fetoproteinu, které byly sniZzeny. Jaterni tkan byla pouzita pro
kvantifikaci malondialdehydu a glutationu. Bylo provedeno i histopatologické vysetfeni
a hodnoceni zavaznosti 1¢ézi. Tato studie ukazala, Ze zerumbon snizil rozsah poskozeni
jater a jaternich funkci. Také zptsobil snizeni koncentrace glutationu (Prasannan et al.
2012, Ibrahim et al. 2009).

Po peroralnim podavani zerumbonu (100, 250 a 500 ppm) bylo zjisténo, Ze
vyznamn¢ inhibuje multiplicitu adenokarcinomu tlustého stieva u samct mysi. Témto
mySim byla injekén€ podédna jedna ddvka azoxymetanu a perordlné€ jedna ddvka dextran
siranu sodného, ktery vyvolava kolitidu. Zerumbon také potlacuje zanét tlustého stieva
v zavislosti na davce. Po peroradlnim podéani zerumbonu (250 a 500 ppm) bylo zjiSténo,
Ze inhibuje rozmanité plicni adenomy u samic mys$i. V obou piipadech mélo podéani
zerumbonu za nasledek inhibici nddorové proliferace a NF-kB a indukci apoptdzy

(Prasannan et al. 2012).
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4 FARNESOL

Izoprenoidy jsou diilezité v regulaci bunécné proliferace, apoptdzy, diferenciace
a biosyntézy lipidi. Draha izoprenoida vede k syntéze farnesylpyrofosfatu (farnesyl-PP)
a geranylgeranylpyrofosfatu (geranylgeranyl-PP), které jsou zapojeny do prenylace
(navazani izoprenoidu na jinou slou¢eninu) mnoha proteinii a nasledn¢ k biosyntéze
cholesterolu, sterolt a jinych derivatii cholesterolu. Nesterolovy izoprenoid farnesol
vznikéd defosforylaci farnesyl-PP, metabolitu z biosyntetické drahy cholesterolu. Kromé
toho, ze jsou produkovany endogenné, farnesol a souvisejici izoprenoidy perilyl alkohol
a geraniol (Obr. 10) jsou pfirodni latky nalezené v mnoha druzich ovoce a aromatickych
rostlinach vcetné citrust (perilylalkohol, geraniol), Salvéje, maty, muSkatového ofisku

(perilylalkohol), bazalky (geraniol) a hefmanku (farnesol) (Joo a Jetten 2010).
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ANAAAAAA.,

Geranylgeraniol

Obr. 10 Struktura farnesolu a souvisejicich izoprenoida

4.1 Inhibice bunécné proliferace a indukce apoptozy farnesolem in

Vitro

Rada studii ukézala, Ze farnesol a souvisejici izoprenoidy vé&etné geraniolu
a perilylalkoholu inhibuji buné€nou proliferaci a indukuji apoptézu v Sirokém spektru
nadorovych bun¢k. U nadorovych bun€k bylo obecné zjisténo, ze jsou vyrazné citlivejsi

na ucinky farnesolu nez nenadorové bunky. Napiiklad lidské primarni T-lymfocyty
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nebo monocyty jsou, na rozdil od leukemickych bun¢k, pomérné odolné vici farnesolu.
Zakladni mechanismus této rozdilné citlivosti neni zatim zifejmy. Leukemické buiky
patii mezi nejcitlivéjsi buniky na uUcCinky farnesolu. Farnesol je obvykle uc¢innéjsi
v inhibici proliferace nadorovych bun¢k nez odpovidajici izoprenoidy nerolidol,
geraniol, geranylgeraniol a perilylalkohol. U vétSiny bunéénych typt vcetné
adenokarcinomu plic, hepatomu, melanomu, lymfoblastické leukémie, kolorektalniho
karcinomu, spinocelularniho karcinomu a adenokarcinomu pankreatu vyvolaji farnesol,
geraniol a perilylalkohol zéastavu bunécného cyklu. V nékterych typech bunék byla
pozorovana prechodné akumulace v G, fazi. Pfi zastaveni bunécného cyklu v G¢/G fazi
u bun¢k adenokarcinomu pankreatu bylo prokdzano, ze je doprovazeno vyraznym
zvySenim exprese inhibitorGi cyklin-dependentni kindzy (Cdk) a sniZenim hladiny
cyklinu A, cyklinu Bl a hladiny Cdk2 proteinu. Cdk inhibitory hraji dileZitou roli
v regulaci aktivity cyklin-dependentnich kindz a progresi bunééného cyklu. Dalsi testy
napft. ukdzaly, ze proliferace bun¢k karcinomu prostaty byla vyrazné snizena zptisobem
zavislym na davce a na Case. Barveni ukazalo, ze kondenzace chromatinu v bunkach
osetfenych 60 uM farnesolem byla vyrazné vyssi nez v kontrole (Park et al. 2014).

Ve vétsiné bunécnych typl je inhibice ristu vyvoland farnesolem, geraniolem,
geranylgeraniolem a perilylalkoholem doprovéazena apoptozou. Toto tvrzeni podporuje
nalez apoptotickych télisek, aktivace riznych kaspaz, DNA fragmentace aj. V lidskych
bunkach adenokarcinomu plic byla indukce apoptdzy farnesolem spojena s aktivaci
kaspazy-3, -4 a -9, zatimco na kaspadzu-8 m¢l farnesol velmi maly vliv. Pro ziskani
dalSich informaci o mechanismu, kterym farnesol vyvolava apoptozu, byly porovnany
profily genové exprese u bunék osetfenych farnesolem analyzou DNA ¢ipt (microarray
analyza). Tato analyza ukdzala, ze mnohé geny jsou zapojeny do stresu
endoplazmatického retikula (ER). Tyto geny vcetné kaspéaz byly aktivovany béhem 4 h
1éEby farnesolem (Joo a Jetten 2010, Joo et al. 2007).

Farnesol byl nedavno identifikovan jako molekula produkovana houbovym
patogenem Candida albicans. Existuje hypotéza, ze synteticky a z Candidy pochazejici
farnesol mohou indukovat apoptozu in vitro v Gstnim spinocelularnim karcinomu. Byla
zkoumana bunécénd proliferace, apoptdza, mitochondridlni degradace a exprese
survivinu a kaspaz. Kromé toho byly analyzovany globalni profily exprese proteinli
pomoci proteomické analyzy. Vysledky ukazaly vyrazné sniZeni proliferace a zvySeni
apoptozy v buikach vystavenych farnesolu a kultivatnimu médiu s C. albicans.

Analyza exprese proteini soucasn¢ prokazala snizeni hladin survivinu a zvysené Stépeni
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kaspdz, zatimco fluorescencni mikroskopie odhalila pfitomnost aktivnich kaspaz
s mitochondridlni degradaci v exponovanych bunkéch. Proteomickou analyzou bylo
identifikovano 36 proteini se zménénou expresi, z nichz 26 se podili na inhibici
karcinogeneze, potlacuje proliferaci a starnuti. NejpozoruhodnéjSich vSak bylo 10
proteintl, které se podileji na inhibici apoptozy a proteini nadmérné exprimovanych
u epitelidlnich karcinomt. Tato studie ukazuje, Zze farnesol vyznamné inhibuje
proliferaci u spinocelularniho karcinomu a podporuje apoptozu in vitro prostiednictvim
vnéjsi 1 vnitini apoptoticke signdlni drahy. Kromé toho byla poprvé popsana schopnost
farnesolu ziskaného z Candidy vyvolat podobnou apoptotickou odpovéd pies stejné
dréhy. Schopnost farnesolu indukovat apoptézu v rakovinnych bunkach je potencidlnim

nastrojem pro studium progrese nddoru a tato sloucenina je velmi atraktivnim

kandid4tem na terapeutikum (Scheper et al. 2008).

4.2 Inhibice bunécné proliferace a indukce apoptézy farnesolem in

Vivo

Farnesol a dal$i izoprenoidy wukazaly, Zze vykazuji protinadorové
a antikarcinogenni ucinky in vivo. Farnesol, perilylalkohol a geraniol vyrazné
inhibovaly riist pankreatického adenokarcinomu PC-1 u kiecka. Ktecci byli krmeni
stravou obsahujici 20 g geraniolu nebo farnesolu/kg potravy. Tato koncentrace
farnesolu a geraniolu zptsobila kompletni inhibici rstu pankreatického nadoru.
Farnesol 1 geraniol byly 0€inné&;jsi nez perilylalkohol, ktery inhiboval riist nadoru o 50 %
pfi davce 40 g/kg potravy. Nicméné farnesol byl asi 7x U¢inn&j$i pii inhibici rastu
nadoru nez geraniol a perilylalkohol (Burke et al. 1997). AvSak metabolismus téchto
latek je pomérné¢ malo znamy. U farnesolu bylo popsano, ze v lidskych jatrech,
ledvinach a stievech podléha glukuronidaci UDP-glukuronosyltransferazou. Substratova
specifita tohoto enzymu by mohla potencialné vysvétlit rozdily v uc¢innosti izoprenoidi
in vitro a in vivo. U potkanii 1écenych farnesolem byl tento enzym v jatrech zvyseny,
podobné jako cytochrom P450 a glutation reduktdza. Mnohé z téchto enzymt mohou
metabolizovat riznd 1éCiva a karcinogeny. Proto muliZze farnesol zménit metabolismus,
ucinnost a/nebo toxicitu 1é€iv, karcinogenti nebo dalSich izoprenoidii. Navic farnesol
a perilylalkohol snizily vyskyt rakoviny slinivky téZ u kieckli krmenych karcinogenem
N-nitrosobis(2-oxopropyl)aminem. Hyperplastické pankreatické duktalni novotvary

vykazovaly po lécbé perilylalkoholem a farnesolem vyssi expresi proapoptotického Bak
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proteinu, vysSi miru apoptdzy, sniZzenou expresi antiapoptotického proteinu Bcel-X
a niz8i miru syntézy DNA. Inhibi¢ni u¢inky farnesolu byly také pozorovany na mysim
modelu karcinomu prostaty. Ve srovnani s kontrolni skupinou, kde nebyl podavan
farnesol, byl u skupiny s davkou farnesolu 50 mg/kg objem nédoru vyznamné snizen
(Park et al. 2014).

Protinddorové ucinky farnesolu a geraniolu byly také pozorovany v modelu
tedy primérny pocet, a velikost preneoplastickych jaternich 1ézi. Analyza poctu
apoptotickych bun¢k ukdzala, ze tato inhibice byla alespon c¢astecné zpusobena
v dtsledku inhibice proliferace a neprokazalo se, ze by zahrnovala zvySenou apoptdzu.
Dospélo se k zavéru, ze farnesol miiZze inhibovat pocatec¢ni fazi hepatokarcinogeneze
pravdépodobné v disledku inhibice metabolické aktivace dietylnitrosaminu. Lécba
farnesolem ma také ochranny ucinek proti Fe-nitrilotrioctové kyselin€, kterd vyvolava
oxidacni poskozeni ledvin a ¢asnou rendlni propagaci tumoru. Krom¢ toho podavani
farnesolu vyznamné potlacilo tvorbu aberantnich lozisek a krypt v tlustém stfevée
potkanii 1écenych karcinogenem azoxymetanem. Naproti tomu perilylalkohol
a geranylgeraniol mély jen maly ucinek na tvorbu aberantnich krypt. Nedavna studie
ukdzala, ze farnesol ma antigenotoxické ucinky proti benzo(a)pyrenu a snizuje vznik
zlomit DNA a tvorbu DNA aduktti in vivo. Tato pozorovani jsou v souladu s hypotézou,
nadord.

Az dosud nebyly provedeny zadné klinické studie s farnesolem, ale n€kolik studii
bylo publikovano s perilylalkoholem. Klinické studie byly provedeny u pacientl
s pokro€ilymi malignitami a solidnimi nadory, zatimco nékteré studie byly provedeny
u pacientll trpicich metastazujicim karcinogenem prostaty, pokrocilou rakovinou
vajeCnikli, metastatickym karcinomem prsu a metastatickym kolorektalnim
karcinomem. U perilylalkoholu nebylo prokézano, ze by mél vyznamnou protinadorovu
aktivitu (Joo a Jetten 2010).

Cigaretovy kout obsahuje vice nez 4 000 chemickych latek, z nichZ mnohé jsou
znamymi karcinogeny. Mnoho epidemiologickych zprdv naznacuje, Ze kufaci cigaret
jsou ve veétsim riziku vzniku rakoviny hltanu, zaludku, slinivky bii$ni, jater, ledvin,
mocového méchyie, tlustého stfeva a prsu, avSak jen malo epidemiologickych zprav
vypovida o roli cigaretového koufe na rozvoj rakoviny prostaty. Proto byly zkoumany

ucinky farnesolu proti oxidaénimu stresu v bunkach prostaty, ktery byl vyvolan
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extraktem cigaretového koufe u potkanti kmene Wistar. Farnesol se podaval sondou (50
mg/kg a 100 mg/kg v kukufi¢ném oleji) jednou denné po dobu 7 dnli. Sedmy den byl
potkantim intratrachealni instalaci podan extrakt cigaretového kouie, ktery vyvolal
zvySeni peroxidace lipida (Obr. 11) a xantinoxiddzové aktivity (o 134 % proti kontrole),
spolu s poklesem obsahu glutationu (Obr. 12) a aktivit antioxidac¢nich enzymu
(glutationperoxidaza, glutationreduktaza a katalaza) v prostaté. Podani farnesolu v obou
koncentracich vedlo k vyznamnému snizeni xantinoxidazové aktivity a peroxidace
lipidd (Obr. 11) a signifikantnimu zvySeni obsahu glutationu (Obr. 12) a aktivity
antioxida¢nich enzymi. Jak udaje naznacuji, farnesol pusobil v tomto modelu jako
ucinny obrance proti oxidacnimu poskozeni prostaty zpisobenému cigaretovym koufem

(Lateef et al. 2013).

25 =
o HiH
2
:':f 20 o
£
T 15 +« * %k
g ok K
- 10 o
x
<
o5
E 54
<)
E
| =

0 «

CONT CSE FS1 FS 1l ONLYFS I
Groups

Obr. 11 Vliv farnesolu a extraktu cigaretového koute (CSE) na koncentraci
malondialdehydu v prostaté potkani kmene Wistar, FS I — farnesol 50 mg/kg, FS IT —
farnesol 100 mg/kg, ONLY FS II — farnesol 100 mg/kg bez podani CSE. Pievzato
z prace Lateef et al. (2013).
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Obr. 12 Vliv farnesolu a extraktu cigaretového koufe (CSE) na hladinu glutationu
v prostaté potkani kmene Wistar, FS I — farnesol 50 mg/kg, FS II — farnesol 100 mg/kg,
ONLY FS II - farnesol 100 mg/kg bez podani CSE. Prevzato z prace Lateef et al.
(2013).

4.3 Priklady mechanismii apoptozy vyvolané farnesolem

4.3.1 U¢inek farnesolu na HMG-CoA-reduktazu

Pocatecni studie ukdzaly, Ze inhibice bunécné proliferace a indukce apoptdozy ma
souvislost s inhibi¢nim u¢inkem farnesolu na 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA- (HMG-
CoA) reduktizu. Jednd se o enzym, ktery preménuje HMG-CoA na mevalonat
a katalyzuje tak urcujici krok v biosyntetické draze izoprenoidi. Mevalonat je pouzit
k syntéze farnesyl-PP, ktery slouZzi jako prekurzor biosyntézy cholesterolu a mize byt
pfeveden na geranylgeranyl-PP a farnesol. U farnesyl-PP i farnesolu bylo prokazano, Ze
urychluji na davce zavislou degradaci HMG-CoA-reduktazy v buinikach kultivovanych
in vitro. 1 kdyZ v nékterych bunéénych systémech byla prokézana indukce apoptdzy
a chemopreventivni u¢inky farnesolu a geraniolu, vznikajici nezavisle na HMG-CoA-
reduktaze, v bunkach karcinomu plic je indukce apoptézy farnesolem doprovézena
sniZzenim exprese tohoto enzymu. To vedlo k domnénce, Ze by mezi farnesolem
a HMG-CoA-reduktdzou mohlo byt spojeni a ze inhibice HMG-CoA-reduktiazy by
mohla pfispét k inhibici ristu nadorovych bun€k a indukci apoptodzy. Tato interpretace
je v souladu s jinymi studiemi, které poukazuji na souvislost mezi inhibici HMG-CoA-
reduktazy, indukci apoptdzy, potlatenim rlstu naddoru a sniZenim rizika rakoviny (Joo

a Jetten 2010). Tyto uinky by se mohly vztahovat k inhibici prenylace urcitych proto-
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onkogentl, jako jsou clenové rodiny Ras, kteti hraji klicovou roli v kontrolovéani
proliferace bunék. Nicméné nebylo prokdzano, ze by farnesol inhiboval prenylaci Ras,
coZ naznacuje, ze jeho inhibice ristu a indukce apoptdzy nesouviseji s ovlivnénim
prenylace proteini. JelikoZ rychle rostouci nadorové buinky vyzaduji zvySenou
biosyntézu cholesterolu, ucinky farnesolu na potlaceni ristu téchto bunék se mohou
vztahovat k inhibici biosyntézy cholesterolu. Nedavnd studie ukézala jest¢ dalsi
mechanismus a prokazala, ze inhibice HMG-CoA-reduktazy mtize vyvolat stres ER, tj.
hlavni cestu vedouci k apoptoze (Joo a Jetten 2010).

Nadory si ¢asto vyvinou rezistenci vici standardni chemoterapii, a proto je
unovych latek nezbytné nutné, aby se vyhnuly zk#izené rezistenci vyvolané jiz
zavedenymi protinddorovymi lé¢ivy. Bylo zkouméno, zda klasické mechanismy
rezistence, jako je napf. nddorovy supresor genu TP53 nebo onkogen EGFR, hraji roli
v odpovédi nadorovych bunck na farnesol. Pozoruhodné je, ze zadny z téchto gent
nevykazoval odolnost vii¢i farnesolu, coz naznacuje, Ze tato slouCenina muze byt
uziteCnad pro lécbu jinak rezistentnich nadorii. Dale byl pouzit farmakogenomicky
pristup k prozkoumani molekularnich determinant citlivosti a rezistence k farnesolu.
Mezi kandidaty citlivymi k farnesolu byly geny zapojené do apoptodzy, regulace
transkripce a jiné dalsi skupiny. Skutecnost, Ze tyto geny nejsou spojeny s rezistenci na
tradiéni protinddorova lé€iva, naznacuje, ze farnesol miiZe mit jiny mechanismus

ucinku, a proto obejde rezistenci vii€i chemoterapeutikiim (Kuete a Efferth 2013).

4.3.2 Inhibice CDP-cholinové drahy

Nékolik studii uvedlo, Ze v riiznych typech nadorovych bun€k je farnesolem
indukovanad apoptéza spojena s inhibici syntézy fosfatidylcholinu (PC). PC hraje
dilezitou ulohu pfi udrzovani struktury membran a slouzi jako prekurzor nékolika
lipidovych druhych posli vcetné kyseliny fosfatidové, diacylglycerolu a mastnych
kyselin, které fidi fadu bunéénych procesii véetné proliferace a apoptézy. Biosyntéza
CDP-cholinu je katalyzovdna enzymem fosfocholincytidylyltransferazou, u které bylo
prokazano, ze hraje zasadni roli v embryonalnim vyvoji, bunécné proliferaci a apoptdze.
Inhibice tohoto enzymu farnesolem byla potvrzena v mnoha in vitro testech (Joo

a Jetten 2010, Miguel et al. 1998).
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4.3.3 Stres endoplazmatického retikula a inhibice NF-kB signalni drahy

Endoplazmatické retikulum se podili na spravném slozeni a upravé secernovanych
a transmembranovych proteinti. Pokud dojde vlivem raznych faktorti (genetickych,
faktori prostiedi) k naruseni téchto funkci ER, vIlumen ER se za¢nou hromadit
neslozené ¢i chybné slozené proteiny. Pfi tomto stavu, ktery se oznacuje jako stres ER,
se aktivuji signdlni drdhy zvané ,unfolded protein response“ (UPR), vedouci
k znovuobnoveni homeostazy ER a tedy k adaptaci a pteziti buiikky. UPR drahy zahrnuji
aktivaci tfi transmembranovych proteini (transkripéniho faktoru ATF6, kindzy PERK
aIREl), které spoustéji kaskddu efektorovych signdlnich drah. Pokud neni naprava
moznd, pak UPR signdlni drahy spusti apoptézu (Oslowski a Urano 2011).

Farnesol inhibuje proliferaci a indukuje apoptézu u riiznych typti nadorovych
bun¢k karcinomu plic v zavislosti na davce a ¢ase. U analyzovanych izoprenoidt bylo
zjisténo, Ze farnesol byl mezi studovanymi izoprenoidy (tj. geraniol, geranylgeraniol,
perilylalkohol, farnesol) nejsilnéjSim induktorem apoptézy v bunkach plicniho
adenokarcinomu (Joo et al. 2007). Bylo také zjiSténo, ze farnesol zvySuje expresi mnoha
znamych genl indukovanych béhem stresu ER vcetné aktivace napf. transkripéniho
faktoru 3. Tato pozorovani naznacuji, ze farnesolem vyvoland apoptoza je v téchto
bunkach spojena s aktivaci stresu ER. Pokud nelze obnovit homeostazu ER, jsou buiiky
naprogramovany k podstoupeni apoptoézy. Tato data naznauji, Ze farnesol mize
vyvolat aktivaci vSech tfi stres-senzorovych proteinovych drah. Pfesny mechanismus,
kterym farnesol vyvolava stres ER, zatim nebyl objasnén. To vyvolava otadzku, zda
indukce ER stresu farnesolem souvisi s nékterym z jeho dalSich ucinkd, jako je inhibice
HMG-CoA-reduktazy nebo CDP-cholinové drahy.

Microarray analyzou bylo zjiSténo, Ze bunky plicniho karcinomu lécené
farnesolem vykazuji vyrazné zvysenou expresi mnoha cilovych genti NF-kB vcetné IL-
1, IL-6, IL-8 atd., coz naznacuje, ze farnesol aktivuje NF-«B signéalni drahu. Nedavné
studie poskytly mechanistické nahlédnuti do molekularniho mechanismu a ukézaly, ze
ER stres vyvolava nekolik signald, které plisobi soucasné snizeni hladin inhibitoru NF-
kB a aktivaci NF-kB signalizace. Zda se pravdépodobné, ze aktivace NF-xB v disledku

ER stresu funguje jako signal kontrolujici pteziti (Joo a Jetten 2010).
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4.3.4 Farnesoidni X receptor

Farnesol je schopny aktivovat nukledrni farnesoidni receptor (FXR). Tento
receptor je vysoce exprimovan v jatrech, stievech, ledvinach a kiife nadledvin a reguluje
celou fadu gent podilejicich se na homeostaze zlucovych kyselin, metabolismu lipida
a glukézy. Je aktivovan néckolika konjugovanymi a nekonjugovanymi zlu€ovymi
kyselinami, které se na néj vazou s vysokou afinitou. V piipad¢ farnesolu je nutna
suprafyziologicka koncentrace k aktivaci FXR. Uloha FXR v regulaci rstu, apoptdze
a rakoving je stale sporna. Jednotlivé studie zjistily pozitivni korelaci mezi expresi FXR
a rakovinou. U FXR agonisti bylo zaznamenano, ze indukuji apoptézu v buikach
karcinomu prsu, coz naznacuje, ze aktivace FXR podporuje apoptézu a mize mit
ochranné ucinky proti vzniku nédoru. I kdyz je farnesol jen slabym aktivatorem FXR, je
schopny inhibovat bunécnou proliferaci a indukovat apoptézu u buné€k, které
neexprimuji FXR, coz ukazuje, ze aktivace FXR neni obecnym mechanismem
v apoptoze vyvolané farnesolem. V posledni dobé se ukazalo, ze FXR se podili na
regulaci proliferace bun¢k karcinomu prsu. Podani nizkych koncentraci farnesolu mélo
mitogenni U€inek na estrogenovy receptor bunck karcinomu prsu, ale neovliviiovalo rist
bunék, které neexprimuji estrogenovy receptor. Farnesolem stimulovany riist bun¢k by
mohl byt blokovan pfidanim antiestrogenli, coz naznacuje, ze mitogenni U¢inek
farnesolu je zavisly na aktivaci estrogenového receptoru. Pti 1é€bé farnesolem bylo také
zjiSténo, Ze snizuje hladinu estrogenového receptoru, zatimco se zvySuje hladina
progesteronového receptoru a FXR. Bylo tedy prokazano, ze farnesol miize podporovat
interakci mezi estrogennim receptorem a FXR. Nicméné mechanismus, kterym farnesol
podporuje tuto interakci, a souvislost se stimulaci riistu bunék musi byt jesté objasnény

(Journe et al. 2008).

4.3.5 Tvorba reaktivnich forem kysliku (ROS)

U farnesolu bylo publikovano zvySeni hladiny ROS a inhibice rastu a vyvolani
bunéné¢ smrti u hub a kvasinek, napt. Aspergillus nidulans, Candida albicans
a Saccharomyces cerevisiae. Krom¢ inhibice kli¢eni v C. albicans je farnesolem
vyvolana apoptdza doprovazena akumulaci ROS, mitochondridlni degradaci a zvySenou
hladinou aktivovanych kaspaz. V A. nidulans zplsobil farnesol zmény v expresi

nckolika genl. V §. cerevisiae byla indukce bunécné smrti farnesolem inhibovana
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pfidavkem antioxidantii, jako je a-tokoferol a N-acetylcystein, coz ukazuje na spojeni
mezi bunéénou smrti a ROS. Zda jsou ROS medidtorem bunécné smrti indukované
farnesolem v savCich buiikach je tieba dale studovat. Predbézné vysledky ukazuji, ze
farnesol muze zvysit produkci ROS v zavislosti na ¢ase a davce v lidskych bunkach
karcinomu plic a v buitkdch T-lymfoblastické leukémie. AvSak inhibice tvorby ROS
butylhydroxyanisolem, vitaminem C nebo N-acetylcysteinem méla maly ucinek na
farrnesolem vyvolanou apoptézu, coz naznacuje, ze v téchto bunkach produkce ROS

neni vyznamnym faktorem (Joo a Jetten 2010).
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5 ZAVER

Zerumbon muize ovlivnit rizné cesty bunécné signalizace zapojené do rakoviny
a tudiz ma terapeuticky potencial proti tomuto zakefnému onemocnéni. Jak in vitro, tak
in vivo studie z publikované literatury dosud naznacuji, Ze zerumbon muze modulovat
mnoho molekuldrnich cildi, které hraji klicovou roli v karcinogenezi. Nicméné do
budoucna je potieba podrobnéjsi vyzkum pro celkové pochopeni mechanismi uéinku
a jeho potencialu proti riznym druhiim rakoviny. Také by mélo byt hodnoceno, zda
zerumbon mize identicky modulovat vice prozéanétlivych signalizacnich kaskad
u odlisnych typa nadort. Je zajimavé, Ze je biologicky dostupny po peroralnim podani
u potkanti a mysi, i kdyz pro jeho farmakokinetické a farmakodynamické profily nejsou
k dispozici zadné informace (Prasannan et al. 2012).

Protinddorové a chemopreventivni U¢inky farnesolu zahrnuji né€kolik rtznych
mechanismi, které mohou piisobit bud’ ve fazi iniciace, nebo progrese vzniku nadoru.
Snizeni karcinogenem indukovanych zlomi DNA pomoci farnesolu naznacuje, Ze jeho
Podobné ochranny ucinek proti poskozeni plic vyvolanému cigaretovym koufem
a oxidaénimu stresu se muze vztahovat k inhibici iniciace rakoviny a muze vést
ke snizeni pravdépodobnosti vzniku rakoviny plic. Inhibice bunééného ristu a indukce
apoptozy miZe byt soucasti mechanismu, kterym farnesol vykazuje protinddorové
ucinky ve fazi progrese. Bylo také prokazéano, Ze tato latka indukuje tvorbu ROS
a apoptozu v kvasinkach. Je vSak nutno provést dalsi studie ke stanoveni, zda ROS hraji
roli v indukci apoptdézy v sav€ich buiikach. Alternativni mechanismy fungovani
farnesolu zahrnuji G€¢inky na nékolik jadernych signalnich drah. Lécba farnesolem také
indukuje aktivaci cesty NF-kB. I kdyz farnesol inhibuje rist bunék a indukuje apoptéozu
v mnoha bunéénych liniich, byly popsany chemopreventivni a protinadorové ucinky
ve zvifecich modelech a je potieba provést dalsi studie, aby se zjistilo, zda bude ucinny

jako chemopreventivni a terapeuticky prostiedek u ¢loveka (Joo a Jetten 2010).
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6 SEZNAM ZKRATEK

Bax, Bak proapoptotické proteiny

Bcl-2, Bel-X antiapoptotické proteiny

Cdk cyklin dependentni kinaza

CDP-cholin cytidin-5"-difosfocholin

DR4, DR5 receptory smrti

ER endoplazmatické retikulum

FXR farnesoidni X receptor

HMG-CoA 3-hydroxy-3-metylglutaryl-koenzymA
HSP27 protein tepelného Soku 27

NF-xB nukleérni faktor-kappa B

PC fosfatidylcholin

ROS reaktivni formy kysliku

TNF tumor nekrotizujici faktor

TRAIL TNF ptibuzny ligand indukujici apoptozu
UPR signalni drahy ,,unfolded protein response*
WHO Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization)
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