
UNIVERZITA KARLOVA 

FARMACEUTICKÁ FAKULTA V HRADCI KRÁLOVÉ 

Katedra biochemických věd 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Vplyv nerolidolu a valencenu na účinok 5-fluorouracilu v črevných 

nádorových bunkách 

 

Diplomová práca 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Vedúci diplomovej práce: prof. RNDr. Lenka Skálová, Ph.D.  

 

Hradec Králové 2017       Eva Pospíšilová 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Prehlásenie 

„Prehlasujem, že táto práca je mojím pôvodným autorským dielom. Všetka literatúra 

a ďalšie zdroje, z ktorých som pri spracovaní čerpala, sú uvedené v zozname použitej 

literatúry a v práci poriadne citované. Práca nebola využitá k získaniu iného alebo 

rovnakého titulu.“ 

 

.............................      ............................. 

Dátum        Podpis 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Poďakovanie 

Chcela by som poďakovať vedúcej práce prof. RNDr. Lenke Skálovej, Ph.D. za jej 

odborné rady, ochotu, trpezlivosť a pripomienky. Ďalej ďakujem Mgr. Martinovi 

Ambrožovi za podporu a pomoc pri experimentoch a za jeho rady pri spracovaní 

výsledkov. Nakoniec by som rada poďakovala všetkým pracovníkom na katedre 

biochemických vied, ktorí boli tolerantní pri experimentoch a ochotní akýmkoľvek 

spôsobom pomôcť pri vypracovaní tejto práce.  



 

 

ABSTRAKT 

Univerzita Karlova  

Farmaceutická fakulta v Hradci Králové 

Katedra biochemických věd 

 

Titul, meno, priezvisko kandidáta: Eva Pospíšilová 

Titul, meno, priezvisko školiteľa: prof. RNDr. Lenka Skálová, Ph.D. 

Názov diplomovej práce: Vplyv nerolidolu a valencenu na účinok 5-fluorouracilu 

v črevných nádorových bunkách 

 Nádorové ochorenia patria medzi najzávažnejšie choroby na celom svete. 

Cytostatiká, používané k liečbe, majú mnoho nežiadúcich účinkov a vzniká na ne 

rezistencia, preto sa hľadajú vhodné látky do kombinačnej terapii. Jednou z možností by 

mohli byť seskviterpény, sekundárne rastlinné metabolity.  

 Cieľmi našej práce bolo stanoviť vplyv cytostatika 5-fluorouracilu a dvoch 

seskviterpénov, nerolidolu a valencenu na črevné nádorové bunky a zistiť vplyv 

seskviterpénov na antiproliferačný účinok 5-fluorouracilu.   

 Pre pokusy bola použitá nádorová bunková línia SW-620, odvodená 

z kolorektálneho metastazujúceho adenokarcinómu. Počet viabilných buniek bol 

zisťovaný pomocou neutrálnej červene.  

 Inhibícia proliferácie buniek SW-620 5-fluorouracilom vykazovala dávkovú aj 

časovú závislosť. Trans-nerolidol pôsobil antiproliferačne už pri nízkych 

koncentráciách, zatiaľ čo valencen inhiboval proliferáciu buniek len pri vysokých 

koncentráciách. Pri kombinácii seskviterpénov s 5-fluorouracilom nedochádzalo 

k zvýrazneniu antiproliferačného účinku cytostatika. Kombinačná terapia trans-

nerolidolu alebo valencenu s 5-fluorouracilom by pravdepodobne nebola vhodná pre 

liečbu karcinómu kolorekta.  

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

Charles University 

Faculty of Pharmacy in Hradec Králové 
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Candidate: Eva Pospíšilová 

Supervisor: prof. RNDr. Lenka Skálová, Ph.D. 

Title of diploma thesis: The effect of nerolidol nad valencene on the efficacy of 5-

fluorouracil in colon cancer cells 

 The cancer diseases belong among the most serious diseases on the world. 

Cytostatics, which are used for treatment, have many side effects and there is a high 

occurrence of resistance. Therefore scientists are looking for appropriate substances for 

the combination therapy. Sesquiterpenes, secondary metabolites of plants, could be one 

of the options.  

 The aims of this work were to study the influence of cytostatic 5-fluorouracil 

and two sesquiterpenes, nerolidol and valencene on the proliferation of intestinal cancer 

cells and to find out the influence of sesquiterpenes on antiproliferative effect of 5-

fluorouracil.  

 Cancer cell line SW-620 derived from the colorectal metastatic carcinoma was 

used for our experiments. Neutral red uptake tests were used to measure the number of 

viable cells. 

 The obtained results showed, that the inhibition of proliferation of cells SW-620 

by 5-fluorouracil was concentration and time dependent. Trans-nerolidol showed 

antiproliferative effect even in low concentrations, while valencene inhibited the 

proliferation of cells only in high concentrations. Combinations of sesquiterpenes with 

5-fluorouracil did not increase the antiproliferative effect of cytostatic. Trans-nerolidol 

or valencene with 5-fluorouracil in combination therapy is not suitable for colorectal 

cancer treatment, probably.  
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1. Úvod 

Nádorové ochorenia sú závažným zdravotným problémom. Napriek neustále sa 

vyvíjajúcej liečbe je úmrtnosť na nádorové ochorenia vysoká. Kolorektálny karcinóm 

patrí na Slovensku aj v Českej republike medzi najčastejšie diagnostikované nádorové 

ochorenia a zároveň má vysokú úmrtnosť. Častokrát dochádza k stanoveniu diagnózy až 

pri prítomnosti symptómov sprevádzajúcich dané ochorenie a v 25 % prípadoch až pri 

manifestácii urgentnej príhody (obštrukcia, krvácanie, perforácia). Včasná diagnostika 

je základným kameňom úspešnej liečby u všetkých typov nádorových ochorení. 

Povedomie širokej verejnosti o dôležitosti skríningu v našich štátoch by malo byť 

zvyšované nie len prostredníctvom lekárov či farmaceutov, ale aj cez masmédiá.  

Cytostatiká využívané k liečbe majú mnoho závažných nežiadúcich účinkov. 

Výnimkou nie je ani 5-fluorouracil, ktorý sa často využíva pre liečbu karcinómu 

kolorekta. Príčinou nežiadúcich účinkov je pôsobenie nie len na nádorové, ale aj na 

zdravé bunky. Problémom je tiež vývoj chemorezistencie nádorov na cytostatickú 

liečbu. Preto je v centre vedeckého výskumu hľadanie možností, ako znížiť nežiadúce 

účinky cytostatík a súčasne zvýšiť ich účinnosť proti nádorových bunkám.  

Seskviterpény, sekundárne metabolity rastlín, majú dokázané protizápalové, 

antiparazitické a antikarcinogénne účinky. Nepredpokladá sa dostatočný 

antiproliferačný účinok samostatných seskviterpénov, ale mohli by byť s výhodou 

použité do kombinačnej terapii nádorových ochorení. Vo svojej diplomovej práci som 

sa zaoberala štúdiom antiproliferačného účinku seskviterpénov valencenu a trans-

nerolidolu v kombinácii s 5-fluorouracilom v črevnej nádorovej bunkovej línii SW620. 

 

 

 

 

 

 

 



 

9 

 

2. Teoretická časť 

2.1  Nádory 

Nádorové bunky môžu vzniknúť takmer z ktorejkoľvek zdravej bunky po celom 

tele. Zdravá bunka má na rozdiel od nádorovej schopnosť apoptózy, ktorú si dokáže 

navodiť v okamžiku, kedy dôjde k poškodeniu bunky. Nádorová bunka túto schopnosť 

stratí a stáva sa pre telo nebezpečnou. Základnými charakteristikami nádorových buniek 

sú :  

 Nezávislosť na rastových stimulačných signáloch - zdravé bunky potrebujú 

k rastu a množeniu dostatočnú koncentráciu určitých látok (epidermálny rastový 

faktor, izoleucin, interleukíny,...), na rozdiel od nich však bunky nádorové rastú 

a množia sa aj pri nedostatku týchto látok a to aj pri riziku zahynutia. 

 Vyvinutie refrakterného stavu k signálom inhibície rastu – zdravé bunky majú 

vyvinutú kontaktnú inhibíciu, čo znamená že pri kontakte susediacich buniek 

dôjde k zastaveniu rastu, avšak bunky nádorové túto vlastnosť nemajú, čím 

dochádza k rastu buniek neorganizovane jedna cez druhú (príčinou je zmena 

v Bcl-2 rodine proteínov). 

 Rezistencia voči programovanej bunkovej smrti – apoptóza je základnou 

vlastnosťou zdravých buniek, ktorá nastáva pri poškodení bunky ako záchranný 

mechanizmus, nádorové bunky však túto vlastnosť strácajú, čo znamená že aj 

napriek poškodeniu bunky prežívajú, rastú a množia sa. Eliminácia apoptózy 

môže byť zapríčinená zníženou expresiou génov proapoptických, alebo 

zvýšenou expresiou génov antiapoptických.  

 Vzniknutie neobmedzenej proliferačnej kapacity a prekonanie bunkového 

stárnutia – v nádorových bunkách je typická zvýšená aktivita telomeráz, čím 

nedochádza k skracovaniu telomér a tým je zabránené bunkovému stárnutiu. 

V 80-90 % všetkých nádorov je telomeráza aktívna.   

 Vyvinutie schopnosti tvoriť nové cievy a kapiláry – angiogenéza nastáva kvôli 

prebytku proangiogénnych faktorov. 

 Vyvinutie invazivnosti do okolného tkaniva a schopnosti metastázovať 

(Masopust a Průša 2003). 
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2.1.1 Výskyt nádorových ochorení v Českej republike a na Slovensku  

 Každý štát v rámci EÚ má povinnosť zhromažďovať údaje o nádorových 

ochoreniach.  Na Slovensku aj v Českej republike je za týmto účelom zriadený národný 

onkologický register. Situácie v oboch krajinách sú veľmi podobné.  

V roku 2015 bolo vyše 25% úmrtí na Slovensku zapríčinených nádorovým 

ochorením (druhá najčastejšia príčina, po príčine úmrtia na choroby obehovej sústavy) 

(www.nczisk.sk). 

Pokiaľ sledujeme úmrtnosť u mužov na Slovensku sú na prvom mieste nádory 

pľúc, nasledované nádormi kolorekta (s výrazne zvyšujúcou sa tendenciou od 

osemdesiatych rokov dvadsiateho storočia). U žien sú v popredí nádory prsníka, za nimi 

nádory pľúc a nádory kolorekta (trend znižovania úmrtnosti od deväťdesiatych rokov 

dvadsiateho storočia) (Kliment at al, 2014). 

 Česká republika patrí medzi onkologicky najviac zaťažené štáty v európskom 

meradle. V roku 2014 dosiahla incidencia zhubných novotvarov hodnotu 82 505 novo 

diagnostikovaných ochorení (v prepočte 784 na 100 000 obyvateľov). Zhubné nádory 

hrubého čreva patria na druhé miesto vo výskyte aj úmrtnosti nádorových ochorení 

v ČR (na prvej priečke sú nádory prostaty u mužov a nádory pŕs u žien). Vyšší výskyt je 

u mužov.  

 

Obrázok 1: Incidencia a mortalita nádorov hrubého čreva a konečníka v rokoch 1977 – 

2011, prevziaté z www.svod.cz 

 Graf incidencie a mortality zhubných nádorov hrubého čreva a konečníku 

zobrazuje stúpajúci charakter najmä v osemdesiatych a deväťdesiatych rokoch minulého 

storočia avšak v posledných rokoch je viditeľná klesajúca úmrtnosť. 
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2.1.2 Kolorektálny karcinóm 

 

2.1.2.1 Definícia 

 Kolorektálny karcinóm patrí medzi zhubné (malígne) nádory tráviaceho traktu. 

Zaraďauje sa medzi adenokarcinómy, čo znamená, že jeho pôvod je v bunkách 

žľazového epitelu. Rozlišujeme dva typy : karcinóm konečník a zostupného hrubého 

čreva. Nie je iba najčastejším zhubným nádorom čreva ale aj najčastejšou malignitou 

tráviacej trubice (Lukáš a kol., 2005).  

 

2.1.2.2 Etiológia 

 Kolorektálny karcinóm sa vyskytuje po celom svete, avšak jeho incidencia je 

značne rozdielna. Príčinou týchto rozdielov sú najmä nutričné faktory, ktoré majú 

najväčší význam na vzniku ochorenia. Genetické faktory sa tiež podieľajú na vzniku 

ochorenia, čo dokazuje častejší výskyt v niektorých rodinách.  Na základe týchto dvoch 

poznatkov môžeme tvrdiť, že kolorektálny karcinóm je zapríčinený kombináciou 

vonkajších (prevažne nutričných) a vnútorných (genetických) faktorov (Lukáš a kol., 

2005). 

 

2.1.2.3 Vnútorné faktory 

 Genetika 

 Nádorové ochorenia majú podstatu vzniku zakorenenú v genetickej informácii. 

Na to, aby sa bunky vymkli kontrole je potrebná genetická zmena v kritických génoch – 

mutácia. Podľa rozsahu danej genetickej zmeny, môžeme mutácie rozdeliť na dva typy : 

chromozómové mutácie (môže dochádzať k zmene počtu alebo tvaru chromozómov) 

a malé mutácie, zapríčinené zmenou sekvencie DNA (môžu byť spôsobené bodovou 

mutáciou, alebo vložením či stratou niekoľkých nukleotidov).  

 Gény podieľajúce sa na nádorovom vzniku delíme na tumorsupresorové gény 

a onkogény. Protoonkogény sú predchodcami onkogénov a pre ich premenu sú 

charakteristické aktivujúce mutácie, kde patria inzercie a delécie v čítacom rámci, 

mutácie bodové, translokácie chromozómov a amplifikácie génov. Efekt mutácie je 

dominantný, takže sa prejaví už pri jednej mutácii z dvoch alel. Tumorsupresorové gény 

slúžia v organizme na znemožnenie vývoja nádorov. Mutácie môžu spôsobiť 

inaktiváciu týchto génov, ale na rozdiel od onkogénov, sa efekt prejaví recesívne, čo 
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znamená až v prípade zmeny obidvoch alel. Tým je spôsobené že v organizme chýba 

proteín, ktorý pôsobí proti vzniku nádoru, alebo môže byť napríklad skrátený – teda 

nefunkčný. Inaktivujúce mutácie môžu byť spôsobené deléciou nukleotidov v okolí 

čítacieho rámca, nezmyselnými mutáciami, mutáciami zostrihovými, stratami častí 

génov, ale aj bodovými mutáciami.  

 Na kolorektálnom karcinóme bol preukázaný model karcinogenézy 

mnohokrokovej, podľa ktorého proces neoplázie spočíva v dvoch krokoch. Najprv 

dochádza k somatickej mutácii v tumorsupresorovom géne alebo onkogénne, ktorá 

zapríčiní klonovú expanziu. Ďalšie somatické mutácie v tumorsupresorových génoch 

alebo onkogénoch spôsobia následné cykly expanzie klonov a nádor progresuje. Tieto 

gény sa v bunke podieľajú na signálnych dráhach. Selektované bunky v nádorovom 

klone majú inaktivované alebo aktivované dráhy signálne kontrolujúce adhéziu, rast, 

diferenciáciu, apoptózu a pod.  

 Podľa genetiky je nádor definovaný ako expanzia klonov buniek nesúcich 

mutácie získané, somatické, ležiace v kritických génoch ( Kliment a kol., 2014). 

 

2.1.2.4 Vonkajšie faktory 

 Strava  

 Je zrejmé že jedným z hlavných rizikových faktorov pre vznik karcinómu 

hrubého čreva bude práve zloženie potravy. Pokiaľ by ľudia boli schopní zmeniť diétny 

režim mohlo by dôjsť až k 90 % zníženiu výskytu kolorektálneho karcinómu (Doll 

a Peto, 1981). Pravdepodobné zníženie rizika karcinómu kolorekta by mohla zabezpečiť 

strava s vysokým obsahom vlákniny, s nízkym podielom mäsa a tukov (hlavne hovädzie 

a bravčové). Limit pre príjem tukov by mal byť 30 % kalorického príjmu za deň. 

Vhodnými potravinami by mali byť surová zelenina a ovocie, ryža, bôb či celozrnný 

chlieb. Vysoký príjem zeleniny ovocia, vlákniny a nízky príjem tukov je pre 

organizmus výhodný nie len, čo sa týka nádoru hrubého čreva, ale aj zníženia rizika 

ochorení kardiovaskulárnych (Prochotský, 2006).  

 Obezita a fyzická aktivita 

 Dôležitou súčasťou prevencie vzniku nádoru kolorekta je normálny BMI (body 

mass index) a dostatočná fyzická aktivita. Obezita, nedostatočná fyzická aktivita aj 

zvýšený energetický príjem sú rizikové faktory, ktoré pôsobia synergicky (Prochotský, 

2006). 
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 Alkohol a nikotín 

 Vyššia úmrtnosť na karcinóm kolorekta bola zistená u fajčiarov v porovnaní 

s nefajčiarmi. Na fajčenie sa viaže približne 12% úmrtí na kolorektálny karcinóm. 

Úmrtnosť sa zvyšuje u oboch pohlaví, avšak riziko úmrtia u žien je vyššie (Prochotský, 

2006). 

 Vzťah medzi zvýšeným rizikom karcinómu rekta a príjmom alkoholu je 

pravdepodobne zapríčinený aldehyddehydrogenázou-2 (Prochotský, 2006).  

 Vonkajšími faktormi, ktoré zvyšujú riziko vzniku kolorektálneho karcinomu sú 

aj chlórovaná voda, zamestnanie v škodlivom prostredí (najmä pracovníci v továrňach 

so syntetickými vláknami, v textilnom a metalurgickom priemysle), zápaly hrubého 

čreva (najmä Crohnova choroba), rádioterapia, cholecystektómia či orgánová 

transplantácia (vo vzťahu s imunosupresiou, potrebnou po transplantácii pre 

zabezpečenie prijatia štepu) (Prochotský, 2006). 

   

2.1.2.5 Prevencia 

 Prevencia je veľmi podstatná pri kolorektálnom karcinóme a najmä práve 

praktickí doktori by sa mali snažiť pôsobiť na pacientov a vzdelávať ich v tejto oblasti.  

 Primárnou prevenciou rozumieme opatrenia a aktivity na podporu zdravia. 

Odporúčania pre primárnu prevenciu karcinómu kolorekta sú :  

 Navýšenie podielu vlákniny v strave 

 Znížiť príjem živočíšnych tukov 

 Obmedzenie podielu červeného mäsa 

 Zníženie príjmu alkoholu 

 Nefajčenie 

 Udržovanie BMI v ideálnych hodnotách 

 Dodržovanie pravidelnej stolice 

 Cvičenie a pohyb 

 Chránenie pred nadmerných opaľovaním 

Sekundárnou prevenciou rozumieme skorý záchyt onemocnenia a jeho 

ovplyvňovanie. Tým, že sa onemocnenie zachytí na začiatku sa výrazne zlepšuje 

perspektíva pacienta, zvyšuje sa hodnota päťročného prežitia a tiež aj kvalita života. 

Varovné signály alebo závažné anamnestické okolnosti, u ktorých by mal byť zvýšení 

pozor sú :  
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 Zmena alebo začiatok črevných problémov vo vyššom veku 

 Permanentné brušné bolesti negynekologického pôvodu 

 Trvalá alebo nočná hnačka 

 Nevysvetliteľná strata hmotnosti 

 Anémia 

 Prítomnosť krvi v stolici 

 Malabsorbčné prejavy 

 Zvýšená telesná teplota 

 Fyzikálny nález v oblasti brucha 

 Nevysvetlené laboratórne znaky zápalu (CRP, leukocytóza) 

 Idiopatické zápaly čreva alebo nádory v osobnej alebo rodinnej anamnéze 

Terciárna prevencia u onkologických pacientov znamená v dôsledku terapie alebo 

nádorového onemocnenie predchádzať ďalším škodám. Je to snaha o udržanie 

sebestačnosti, funkčnej zdatnosti pacienta a predchádzanie komplikáciám.  

Kvartérnou prevenciou u nádorových onemocnení rozumieme snahu o udržanie 

kvality života a optimalizáciu zostatkových funkcií (Seifert a kol., 2015). 

 

2.1.2.6 Symptómy 

 Najvyššia incidencia karcinómu kolorekta sa vyskytuje vo veku 60 – 75 rokov. 

Vo všetkých úsekoch hrubého čreva môže vzniknúť kolorektálny karcinóm, vrátane 

apendixu. Asi u štvrtiny pacientov je karcinóm manifestovaný urgetnou príhodou 

(obštrukcia, krvácanie, perforácia). Chronické príznaky sú však častejšími prejavmi. 

Pokiaľ je tumor lokalizovaný, u pacientov sa nemusia prejaviť žiadne príznaky a práve 

preto je vysoko dôležitý skríning. Medzi symptómami kolorektálneho karcinómu 

nachádzame veľké rozdiely, ktoré závisia od lokalizácie lézie a rozsahu nádoru. Bolesti 

brucha (intermitentné a kŕčovité), prímes krvi v stolici alebo na nej, zmeny vo 

frekvencii stolice či zmeny zvyklostí defekácie, ako sú hnačky a obstipácie, sú 

najčastejšími prejavmi karcinómu kolorekta. Pacienti, u ktorých prebieha klinicky nemé 

krvácanie z tumoru môžu trpieť sekundárnou anémiou s nedostatkom železa. Pokročilé 

ochorenie sa môže prejaviť nevysvetliteľnou a výraznou stratou hmotnosti.  

 Celková oklúzia črevného lumenu alebo perforácia tumoru sa prejaví obrazom 

náhlej príhody brušnej. Krvácanie je častým príznakom, ale väčšinou nie masívne. 

Môže vznikať únava, ktorá sa prejaví kvôli chronickým krvným stratám. Pacienti sú 
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však schopní sa na pomalé krvné straty adaptovať a preto sú niekedy v dobrom stave aj 

pri diagnostikovaní ťažkej anémie (Prochotský, 2006). 

 

2.1.2.7 Diagnostika 

Skríning populácie je dôležitý, keďže skorá diagnóza zvyšuje päťročné prežitie. 

Vypadá to, že skríning by mohol viesť k prevencii veľkého počtu kolorektálnych 

karcinómov. Odhalenie potenciálne premalígnych alebo benígnych adematóznych 

polypov umožňuje ich odstránenie.  

Sedem skríningových vyšetrení je v súčasnosti k dispozícii.  

1. Klinické vyšetrenie a anamnéza – rodinná a osobná anemnéza, vek sú 

rizikové faktory karcinómu kolorekta. Klinické vyšetrenie a anamnéza sú 

finančne nenáročné a dokážu odhaliť dôležité symptómy. Digitálne 

vyšetrenie konečníka by malo byť súčasťou vyšetrenia fyzikálneho.  

2. Test stolici na okultné krvácanie – veková hranica pre tento test je 50 

rokov. Potenciálne vyšetruje konečník a celú dĺžku hrubého čreva. Ľahká 

dostupnosť, bezpečnosť, spoľahlivosť, ekonomické nenáročnosť, 

akceptovateľnosť, validnosť a neinvazívnosť robia tento test ideálnym 

pre skríning. Pacient by mal zbierať 6 vzoriek z troch stolíc 

nasledujúcich po sebe. Identifikácia peroxidázy v hemoglobíne je 

princípom súčasných používaných testov. Pred vykonaním testu je 

potrebné pacienta vhodne poučiť, aby nedochádzalo k falošne 

pozitívnym alebo negatívnym výsledkom. Vynechaním nežiadúcich látok 

(NSA, salicyláty, železo, antioxidanciá) ale aj diétnymi obmedzeniami sa 

dajú zlepšiť výsledky tohto testu.  

3. Flexibilná sigmoideoskopia – endoskopická procedúra, ktorá umožňuje 

vizualizovať časť hrubého čreva a rektum. Metóda je vysoko špecifická 

a senzitívna. Je možné aj odobratie bioptického materiálu. V našich 

krajinách sa však viac využíva kolonoskopia.   

4. Irigografia – metóda, ktorá neumožňuje vykonať biopsiu, ale umožňuje 

zobraziť celú dĺžku hrubého čreva. Je spoľahlivá pre skríning, ale často 

sa nepoužíva. Avšak kvôli nevyhnutnosti kolonoskopie je táto metóda 

ekonomicky nevýhodná. 

5. Kolonoskopia – endoskopické vyšetrenie, ktoré umožňuje vizualizáciu 

hrubého čreva, čím sa zistí lokalizácia lézie. Je výhodnou metódou, lebo 
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dokáže aj odobrať biopsiu, aj odstrániť malígne alebo premalígne polypy 

z hrubého čreva a konečníka. Je realizovaná buď v celkovej anestézii, 

alebo v primeranej analgosedácii. Je ekonomicky náročná a preto je 

využíva len pri pacientoch s priemerným rizikom karcinómu kolorekta. 

Zvyčajne je vyžadovaná po pozitívnom teste na okultné krvácanie. 

Existuje určité nízke riziko komplikácií v podobe perforácie prípadne 

masívneho krvácania. Pred kolonoskopiou je potrebné kompletne 

evakuovať črevo. 

6. MR alebo CT kolonografia – MR umožňuje zobrazenie s identifikáciou 

polohy a v reálnom čase. Počítačová tomografia umožňuje trojrozmerné 

zobrazenie čreva. V tejto metóde je tiež potrebné evakuovať črevo 

a využíva sa aj spomalenie peristaltiky čreva za pomoci buscolysinu 

alebo glukagónu. Nevýhodou CT je možnosť prehliadnutia polypov 

malých rozmerov.  

7. Genetické testovanie – analýza DNA pre odhalenie abnormalít 

(Prochotský, 2006).  

 

2.1.2.8 Možnosti liečby 

 Základom je chirurgická liečba, ktorá je doplnená liečbou adjuvantnou, kde patrí 

chemoterapia, rádioterapia, monoklonálne protilátky a imunoterapia.  

 Resekcia karcinómu v oblasti kolonu aj s jeho lymfatickou drenážou a miestnym 

krvným zastúpením je indikovaná pokiaľ je karcinóm resekovateľný. Prerastanie nádoru 

do susedným orgánov a retroperitonea je limitným faktorom pre vykonanie resekcie. Po 

resekcii karcinómu sa vykonáva histopatologické vyhodnotenie lymfatických uzlín, 

ktoré má význam pre spresnenie stagingu. Pri neresekovateľných formách karcinómu 

kolonu sú vhodným riešením rôzne typy bypásových operácií. Slúžia ako prevencia 

proti náhlej príhode brušnej.  

 Ďalšími možnosťami chirurgickej liečby pri karcinóme kolonu sú : paliatívna 

liečba, profylaktická bilaterálna ovarektómia (u pacientok s karcinómom rekta sa 

postihnutie ovárií zlučuje so zlou prognózou), resekcia synchrónnych karcinómov 

hrubého čreva, prípadne subtotálna kolektómia (v prípade väčšej vzdialenosti).  

 Pri karcinóme konečníka je tiež viacero možností využitia chirurgickej liečby 

ako napríklad : totálna mezorektálna excízia, laterálna lymfadektómia, ďalšie operácie, 
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ktoré zachovávajú sfinkter a techniky, ktoré eliminujú permanentnú stómiu (Prochotský, 

2006).  

 Adjuvantná liečba karcinómu kolorekta sa využíva pri eradikácii klinicky 

nezistiteľného metastatického ochorenia, väčšinou nasleduje po chirurgickej 

(kuratívnej) liečbe. Podávanie liekov (chemoterapia) je liečebná metóda, pri ktorej sa 

podávajú nie len produkty chemickej syntézy, ale aj prírodné liečivá, získané z rastlín, 

alebo iných zdrojov (baktérie, plesne, a pod.). Dominantné postavenie v liečbe 

karcinómu kolonu získal 5-fluorouracil (5-FU), ktorý zaraďujeme medzi fázovo 

špecifické metabolity. V terapii sa používajú už aj novšie preparáty ako sú kapecitabín, 

irinotekan či oxaliplatina. Moderným prístupom, ktorý obmedzuje rezistenciu na 

chemoterapeutiká je využívanie kombinácií cytostatík, alebo sekvenčná liečba. Pri 

kombinovanej chemoterapii sa predpokladá zníženie intenzity nežiadúcich účinkov 

liečby. Sekvenčná liečba spočíva v tom, že sa najprv podá preparát so slabším účinkom, 

ktorý ak nie je dostatočne efektívny, tak sa nahradí účinnejším chemoterapeutikom. 

Alterácia sekvenčnej a kombinovanej liečby je ďalšou možnosťou (Prochotský, 2006). 

 V šúčastnosti je niekoľko možností využitia imunoterapie v liečbe 

kolorektálneho kracinómu, napríklad monoklonálne protilátky, inhibítory kontrolných 

bodov, vakcíny, cytokíny, atd. Mnohé z nich sú však ešte len v klinickom testovaní 

(Stanculeanu et al., 2016). 

Veľmi zaujímavou skupinou sú často skúmané monoklonálne protilátky. Patria 

sem látky, ktoré blokujú vaskulárny endotelový rastový faktor (VEGF). V prvej línii 

liečby metastatického kolorektálneho karcinómu je zaradený bevacizumam. Všetky 

monoklonálne látky sa využívajú v kombináciách s chemoterapeutikami a ich benefitom 

je predĺženie času do progresie ochorenia a predĺženie času prežitia. V ďalších 

liečebných líniách sa tiež využíva bevacizumab, ale dochádza k obmene 

chemoterapeutík. Ďalšími monoklonálnymi protilátkami, ktoré sa využívajú 

v nasledujúcich liečebných líniách sú aflibercept (najmä pri symptomatickom a rýchlo 

progredujúcom karcinóme kolorekta), ramucirumab (má vysokú toxicitu, cenu a zhodný 

význam ako bevacizumab a preto je nepravdepodobné využitie v klinickej praxi), 

regorafenib (závažná gastrointestinálna a kožná toxicita, vhodný u refrakterného 

ochorenia na štandardnú liečbu). Ďalšou možnosťou je inhibícia epidermálneho 

rastového faktora (EGFR). V súčasnosti sú známe dva inhibítory EGFR a to cetuximab 

a panitumumab (Andrezálová Vochyanová, 2015) 
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 Rádioterapia je len zriedkavo využívané pri karcinómoch hrubého čreva, pretože 

tu existuje riziko radiačnej traumy blízkych intraabdominálnych orgánov (Prochotský, 

2006). 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

19 

 

2.2  Cytostatiká 

 Cytostatiká patria medzi najviac skúmané látky v posledných rokoch. Veda sa 

zameriava na zvyšovanie účinku látok, zvyšovanie špecifického pôsobenia, ale aj 

znižovanie nežiadúcich účinkov. Dôležitými faktormi pri liečbe cytostatikmi sú najmä 

stav ľadvinových a pečeňových funkcií, stav kostnej drene, prítomnosť ďalších 

ochorení, ale aj prístup pacienta, pri ktorom je potrebné zhodnotiť jeho psychický stav 

a schopnosť znášať a vyrovnať sa s nežiadúcimi účinkami (Mladěnka, 2015).  

 Nádorová populácia o počte 10⁴ buniek predstavuje hranicu, s ktorou si je 

ľudský organizmus schopný poradiť. Klinicky zistiteľný sa však nádor stáva až pri 

počte 10⁹ buniek, čo je približne 1 g. Letálnym je nádor s počtom 10¹² buniek, približne 

1 kg. Na odstránenie nádoru je potrebné vykonať viacero liečebných cyklov, pretože 

jedným cyklom je zabitých 99 – 99,9 % nádorových buniek. Nachádzame veľké 

rozdiely pri postupoch nádorovej a nenádorovej liečby, ako je napríklad množstvo 

podávanej látky. Snažíme sa o podávanie čo najvyšších tolerovaných dávok účinných 

látok. Často sa využíva aj kombinácia cytostatík, čím sa zvyšuje účinnosť a znižuje 

možnosť vývoja rezistencie voči danému cytostatiku.  

 

 

Obrázok 2: Stratégia podávania cytostatík a následná liečebná odpoveď. CH – podanie 

cytostatika, a – relaps pri prerušení liečby, b – oddialenie relapsu liečbou, c – 

vyliečenie (Klener, 1996) 
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 Veľký problém nastáva pri vzniku rezistencie na chemoterapeutikum. Existujú 

viaceré spôsoby, akými sa nádor môže stať rezistentným. Problémom pri látkach 

pôsobiacich až po aktivácii na látky účinné je nedostatok enzýmov, ktoré dané 

cytostatikum aktivujú. Nádor môže využiť napríklad aj alternatívne cesty metabolizmu, 

efflux cytostatika z nádorovej bunky ( najčastejšie pomocou p – glykoproteínu ), či 

inaktiváciu chemoterapeutika. Ďalšími spôsobmi, kedy sa stáva nádorová liečba 

neúčinnou sú prípady, kedy chemoterapeutikum nie je schopné preniknúť k nádorovým 

bunkám, prípadne po úspešnom preniknutí sa bunky nachádzajú v pokojnej fáze a tým 

nedochádza k ich ovplyvneniu. Rýchlou reparáciou poškodenia nádorových buniek sa 

tiež môže vyvinúť rezistencia (Mladěnka, 2015).  

 

2.2.1 Rozdelenie cytostatík 

Najstaršou skupinou cytostatík sú klasické cytostatiká, ktoré môžeme rozdeliť do 

viacerých skupín: cytotoxicky pôsobiace látky tvoriace adukty s DNA, cytotoxické 

látky poškodzujúce nukleotidovú syntézu a syntézu DNA, cytostatiká interreagujúce 

s topoizomerázami, mitotické jedy a ostatné klasické cytostatiká. Látky, ktoré tvoria 

adukty s DNA sú alkylačné látky (alkánsulfónové kyseliny, dusíkaté yperity, 

nitrosomočoviny, triazeny a ostatné alkylačné látky) a komplexy platiny. Medzi látky 

poškodzujúce nukleotidovú syntézu a syntézu DNA patria antimetabolity (analógy 

purínových bází, analógy pyrimidínových bází a analógy kyseliny listovej) 

a ribonukleotidreduktázové blokátory. Podofylotoxíny, kamptoteciny, antracéndiónové 

a antracyklínové antibiotiká sú látky interreagujúce s topoizomerázami. K mitotickým 

jedom sú priradené taxany a vinca alkaloidy.  

Ďalšou skupinou sú liečivá cielenej terapie, medzi ktoré patria peptidy, 

inhibítory proteínkináz a protilátky. Ako cytostatiká sa tiež používajú liečivá 

ovplyvňujúce funkcie hormónov a hormóny, konkrétne látky s vplyvom na pohlavný 

systém a pohlavné hormóny a glukokortikoidné látky. Cytostaticky pôsobiace látky sú 

aj cytokíny, liečivá navracajúce diferenciáciu a liečivá zabezpečujúce fotodynamickú 

terapiu (Mladěnka, 2015). 

  

2.2.2 Nežiaduce účinky cytostatík 

 Nežiaduce účinky cytostatík, ktoré sa najčastejšie vyskytujú sú zapríčinené 

cytotoxickým pôsobením v normálnych zdravých bunkách, najmä v rýchlo sa deliacich 
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bunkách. Existuje mnoho faktorov, podľa ktorých môžeme nežiaduce účinky rozdeliť, 

napríklad na zriedkavé, časté a pravidelné, alebo na objektívne a subjektívne, prípadne 

na systémové a lokálne. Pri užívaní cytostatík je vysoko dôležité brať ohľad na správne 

dávkovanie a na pridružené onemocnenia najmä onemocnenia vylučovacích orgánov 

(choroby pečene a obličiek).  

Hematologická toxicita 

 Porucha homeostázy a porucha krvotvorby je najčastejším prejavom mnohých 

cytostatík. Chemoterapiou spôsobená granulocytopénia môže byť spojená s febríliou, 

preto je potrebné indikovať antibiotickú širokospektrálnu liečbu, pri mykotických 

infekciách sú podávané aj antimykotiká. Trombocytopénia sa prejaví klinicky 

krvácaním (sliznicové krvácanie, petechie, hematúria,...). Substitučne sa podávajú 

trombocytové koncentráty. U onkologických pacientov je často zistená anémia (10-

40%). Liečba spočíva v substitúcii (železo, kyselina listová a vitamín 12).  

Gastrointestinálna toxicita 

 Mukozitídy sú častým nežiaducim účinkom onkologickej liečby. Môže 

dochádzať k začervenaniu, ktoré je bolestivé, prípadne až k ulcerácii slizníc. Zápal, 

ktorý je klinicky najčastejší, je stomatitída. Môžu vyústiť až k neschopnosti prijímať 

stravu. Základným pravidlom je dodržovanie ústnej hygieny, prípadne môže byť 

zavedená nutričná podpora. Liečebný efekt môže byť ovplyvnený, pretože kvôli 

mukozitíde môže dôjsť k redukovaniu, alebo oddialeniu ďalšej rádioterapie či 

chemoterapie. Medzi nežiaduce účinky s vysokou frekvenciou výskytu zaraďujeme 

zvracanie a nevoľnosť, ktoré môžu vyústiť k ióntovej dysbalancii a dehydratácii. 

Antagonisti receptorov pre serotonín (5-HT₃) v kombinácii s kortikosteroidmi sa 

štandardne podávajú pri stredne alebo vysoko emetogénnej chemoterapii. 

Gastrointestinálna toxicita sa môže prejaviť aj hnačkou prípadne obstipáciou (najmä 

u pacientov vo vyššom veku, ktorí sú liečení vinka alkaloidmi), alebo poškodením 

pečene. 

Kardiotoxicita 

 Prechodnými zmenami EKG sa prejavuje akútna kardiotoxicita, ktorá nastáva 

niekoľko hodín  po chemoterapii. Perikarditída alebo toxická myokarditída sú prejavmi 

subakútnej kardiotoxicity a nastávajú po niekoľkých dňoch či týždňoch. Po liečbe sa 

v priebehu niekoľkých týždňoch prípadne mesiacoch môže vyskytnúť chronická 

kardiotoxicita v podobe kardiomyopatie a je ireverzibilná. Monitorovanie dávok je 
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nevyhnutné pri podávaní kardiotoxických cytostatík (napr. antracyklíny, 5-fluorouracil, 

paklitaxel,...). 

Nefrotoxicita 

 Obličky môžu byť poškodené priamym účinkom cytostatík alebo nepriamym 

účinkom – dôsledok hyperurikémie. Pri priamom poškodení nastávajú viaceré situácie – 

napr. tubulárna nekróza pri podávaní mitomycínu či cisplatiny, alebo hemoragická 

cystitída pri cyklofosfamide či ifosfamide... Ako prevencia je zavedený hydratačný 

režim prípadne uroprotektíva. Rýchla nádorová deštrukcia vzniká pri agresívne 

chemoterapii a vyúsťuje do urátovej nefropatie. Nukleové kyseliny, ktoré sa uvoľňujú 

z buniek sú metabolizované za vzniku kyseliny močovej, ktorá pri vysokých 

koncentráciách precipituje v zberných kanálikoch a distálnych tubuloch obličiek. 

Podávanie alopurinolu, alkalizácia moču, či dostatočná hydratácia sú prevenciou 

urátovej nefropatie.  

Neurotoxicita 

 Neuropatia zasahujúca periférne nervy je najčastejšia. Charakteristický je útlm 

šľachových reflexov, slabosť v dolných končatinách, parestézie až poruchy pri chôdzi. 

Pre liečbu, ktorá je pomerne náročná, sa používajú vazodilatanciá a vitamíny 

(pyridoxín, tiamín). 

Kožná toxicita 

 U mnohých cytostatík sa vyskytuje alopécia, ktorá je stresujúcim faktorom pre 

pacienta, avšak je potrebné upozorniť na to, že je reverzibilná. Na chrbte rúk, tvári, 

nechtoch, lakťoch, v záhyboch a ryhách kože býva výraznejšia hyperpigmentácia. 

Opuchom, bolestivým začervenaním, zhrubnutím kože, až jej olupovaním sa prejaví 

syndróm hand-foot. 

Pneumotoxicita 

 Intersticiálna pľúcna fibróza nastáva pri prekročení kumulatívnej dávky. Difúzna 

pľúcna kapacita sa postupne znižuje a klinicky sa prejaví v podobe dýchavice, suchého 

kašľa a tachypnoe. Pri podaní niektorých cytostatík sa pneumotoxicita prejaví 

intersticiálnymi pľúcnymi infiltrátmi, edémom pľúc či bronchospazmom. Pľúcna 

fibróza je ireverzibilný proces a jej liečba je paliatívna.  

Reprodukčná toxicita 

 Vyskytuje sa o oboch pohlaví. U žien nastáva amenorea a fibrotizácia 

vaječníkov, u mužov sa prejavuje oligospermiou až azoospermiou (zriedkavá je 
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impotencia, ktorá je skôr psychogénna). Najvyššiu reprodukčnú toxicitu majú alkylačné 

látky.  

 Ďalšími nežiaducimi účinkami sú mutagénne prejavy, myelodysplastický 

syndróm, akútna leukémia alebo alergické reakcie typu I-IV (Kliment a kol., 2014). 

2.2.3   5-fluorouracil 

5-FU patrí medzi základné liečivá 

využívajúce sa v cytostatickej liečbe 

kolorektálneho karcinomu, nádoroch hlavy a krku, 

karcinómoch horných častí GIT, ale aj prsníka. 

Syntetizovaný bol približne v polovici 20. 

storočia.  

Býva využívaný ako súčasť chemoterapie 

predoperačnej (neoadjuvantnej), 

neoperovateľných nádorov (paliatívnej) aj 

pooperačnej (adjuvantnej). Mechanizmus účinku 5-FU spočíva v aktivácii na 5-fluoro-

2-deoxyuridin 5´monofosfát (FdUMP). Endogénny deoxyuridin monofosfát (dUMP) 

súťaží s FdUMP o vytvorenie komplexu s metylentetrahydrofolátom (produkt z cyklu 

kyseliny listovej) a tymidylátsyntázou. Vytvorenie tohoto nevratného komplexu 

s FdUMP spôsobuje blokáciu tymidylátsyntázy, čím sa zníži tvorba dTMP 

(deoxytymidin monofosfátu) a produkcia pyrimidínových nukleotidov, ktoré sú 

potrebné pre syntézu DNA. Ďalšími medziproduktmi sú fluorouridintrifosfát (FUTP), 

ktorý inhibuje syntézu RNA a fluorodeoxyuridin trifosfát (FdUTP), ktorý slúži ako 

falošný DNA prekurzor (Martínková a spol., 2011).  

Tradične je dávkovanie 5-FU určované podľa povrchu tela. 5-FU vyžaduje 

intravenózne podávanie. Distribúcia cytostatika prebieha pomocou saturabilného 

prenášačového transportu. Biodegradácia prebieha v pečeni alebo extrahepatálnou 

cestou. Priamo močom je vylúčených približne 20 % dávky. Dihydropyrimidin 

dehydrogenáza (DPD) je enzým, zodpovedný za biodegradáciu na metabolit bez účinku. 

DPD má rozdielnu enzymatickú aktivitu u každého jedinca, čo znamená, že 

u nemocných s nízkou enzymatickou aktivitou DPD je vyššie riziko toxicity. Medzi 

prejavy toxicity patria neurotoxicita, myelosupresia, hnačky a mukozitída. V 3-5 % 

populácie bol pozorovaný čiastočný deficit, v 0,1 % populácie úplný deficit DPD 

Obrázok 3: 5-fluorouracil, prevziate 

z www.activebiochem.com  
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(prejav genetického polymorfizmu). Prejavy toxicity sa môžu vyskytnúť 

charakteristicky počas niektorých, konkrétnych hodín, pretože aktivita DPD prebieha 

v cirkadiálnych denných rytmoch  (Martínková a spol., 2011). 

 5-FU je podávaný intravenózne a to buď formou bolusového podania, alebo 

kontinuálnou infúziou. V dnešnej dobe sa v Európe viac využíva forma kontinuálnej 

infúzie, ktorej výhodami sú vyššia efektivita (vyššie percento objektívnych odpovedí), 

nižšia toxicita a dlhší čas do progresie nádorového ochorenia. Avšak medzi nevýhody 

patria vyššie nároky na inštrumentálne vybavenie nemocníc a len mierny nárast času 

prežívania (www.onkologia.infoma.sk). 

 V minulom storočí sa 5-FU využíval najmä v kombinácii s levamisolom 

(antihelmintikum pravdepodobne s imunostimulačným mechanizmom účinku). Táto 

kombinácia zabezpečovala zníženie počtu úmrtí, nižšie riziko rekurencie a predĺženie 

trojročného prežívania pacientov. Na konci 20. storočia sa však do kombinácie s 5-FU 

začal využívať leukovorín. Tento derivát listovej kyseliny sa využíva vďaka svojím 

imunomodulačným účinkom (pravdepodobne zvýšenie 5-FU aktivity). Leukovorín 

vytvára komplex spolu s tymidilát syntázou a 5-FU, ktorý blokuje syntézu DNA 

(zablokovaním syntézy tymidínu). Dĺžka chemoterapie pri použití kombinácie 5-FU + 

leukovorín sa pohybuje v rozmedzí 6 – 8 mesiacov, pričom začína zvyčajne 4 - 6 

týždňov po chirurgickej operácii (doba pre zotavenie pacienta)(Prochotský, 2006).  

 Pri snahe zjednodušenia liečby bol vyvinutý Kapecitabín, čo je fluoropyrimidín 

karbonát, ktorý je konvertovaný na 5-FU v nádorovej bunke. Jeho výhodou je možnosť 

orálneho podávania (Prochotský, 2006). 
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2.3 Terpény 

2.3.1 Charakteristika 

 Terpény sú látky prírodného pôvodu, tvoria jednu z najväčších skupín a mnohé 

z nich sú využívané v priemysle najmä ako látky upravujúce zmyslové vnímanie. 

Rastliny produkujú rôzne sekundárne metabolity, u ktorých sa postupne zisťuje ich 

využitie v humánnej medicíne a terpény patria medzi jedny z týchto látok, 

s biologickým a farmakologickým účinkom. Ich základným štrukturálnym prvkom je 

päťuhlíková jednotka tvorená isopentenyl difosfátom (IPP) alebo dimetylallyl 

difosfátom (DMAPP). Podľa počtu týchto 5-uhlíkových jednotiek rozdeľujeme 

terpenoidy na :  

 Hemiterpény (5-uhlíkov) 

 Monoterpény (10-uhlíkov) 

 Seskviterpény (15uhlíkov) 

 Diterpény (20-uhlíkov) 

 Sesterpény (25-uhlíkov) 

 Triterpény (30-uhlíkov) 

 Tetraterpény (40-uhlíkov) 

 Polyterpény (>40-uhlíkov) (Singh, Sharma, 2015) 

 

2.3.2 Syntéza 

 Syntéza základných štrukturálnych prvkov terpénov je rozdelená na dve dráhy. 

V cytosole prebieha dráha mevalonovej kyseliny, ktorá je zodpovedná za syntézu 

niektorých seskviterpénov a sterolov. V plastidoch prebieha dráha 1-deoxy-D-xylulose-

5-fostátu, ktorej výsledkom sú monoterpény, seskviterpény a diterpény (Laule et al., 

2003). 

  

 

 

 

 

Terpén syntázy sú enzýmy, zodpovedné za syntézu terpénov a aj malými štrukturálnymi 

zmenami môžu získať nové katalytické vlastnosti (Singh, Sharma, 2015). 

Obrázok 5: dimetylallyl difosfát, 

prevziate z www.echelon-inc.com 

Obrázok 4: isopentenyl difosfát, 

prevziate z www.echelon-inc.com 
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2.3.3 Seskviterpény 

 Seskviterpény zaraďujeme medzi sekundárne metabolity, ktoré sa vyskytujú 

najmä vo vyšších rastlinách, ale prítomné sú aj v hubách a bezstavovcoch. Prínosom 

môžu byť ich protizápalové, antiparazitické a protikarcinogénne účinky (Ambrož et al., 

2015).  

 Sekviterpény tvoria veľkú a rozmanitú skupinu biologicky aktívnych rastlinných 

látok, ktoré boli identifikované v mnohých čeľadiach rastlín, ako napríklad 

Acanthaceae, Apiaceae, Euphorbiaceae, Magnoliaceae, Lauraceae, Menispermaceae, 

Winteraceae, Rutaceae,... Najviac sú však zastúpené v čeľadi Asteraceae, kde bol 

zistený výskyt viac ako 3000 rôznych štruktúr seskviterpénov. Sú významnou zložkou 

esenciálnych olejov (Chaturvedi, 2011). 

 Štruktúra seskviterpénov je tvorená z 15-tich uhlíkov (3 päťuhlíkové jednotky), 

ktoré vznikli cyklizáciou a oxidáciou. Predpona „seskvi“ značí 15 uhlíkov a často 

používaná prípona „olid“ charakterizuje prítomnosť laktónovej skupiny. α,β – 

nenasýtený laktón sa vyskytuje v cis- alebo trans- forme a napojený je na C-6/C-7 alebo 

C-8/C-7 pozíciu skeletu (Amorin et al., 2013).  

 Syntéza terpénových jednotiek začína kondenzáciou troch molekúl acetyl-CoA, 

ktoré vytvoria 3-hydroxy-3-metylglutaryl-CoA a z ktorého neskôr vzniká kyselina 

mevalonová (Singh, Sharma, 2015).  

 

 

Obrázok 6: syntéza isopentenyldifosfátu, prevziate z www.docplayer.cz 
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 Kľúčovým enzýmom v syntéze terpénov je terpénsyntáza. Biosyntéza 

seskviterpénov prebieha v cytosole buniek. V prvom kroku syntézy vznikajú dve 5-

uhlíkové molekuly a to dimetylallyldifosfát a isopentenyldifosfát, ktoré spolu 

kondenzujú za vzniku geranyldifosfátu. Prekurzorom  pre všetky seskviterpény je 

farnesyldifosfát, ktorý vzniká pripojením ďalšieho isopentenyldifosfátu ku 

geranyldifosfátu a tým sa vytvorí 15-uhlíkový základný skelet seskviterpénov (Cheng et 

al., 2007).  

 

 

Obrázok 7: Syntéza geranyldifosfátu, prevziate z www.orion.chemi.muni.cz 

 

 Seskviterpény majú lipofilný charakter (Amorin et al., 2013). Rozdeľujeme ich 

na germanokranolidy (10-členný kruh), guaianolidy (5/7 bicyklický útvar), 

pseudogaianolidy (5/7 bicyklický útvar), eremophilanolidy (6/6 byciklycký útvar) a 

eudesmanolidy (6/6 bicyklický útvar). Najväčšou skupinou sú germanokranolidy, ktoré 

reprezentujú väčšinu biogenetických prekurzorov seskviterpénov (Amorin et al, 2013).  

 

2.3.3.1 Charakteristické chemické reakcie 

 Zvyčajné skupiny vyskytujúce sa v molekulách seskviterpénov sú γ-laktónový 

kruh (v mnohých prípadoch obsahujúci α-metylénovú skupinu), ďalej hydroxyly, 

esterifikované hydroxyly a epoxidové kruhy. Niektoré seskviterpény sa vyskytujú 

v glykosidovej forme, prípadne môžu obsahovať halogén alebo atómy síry (Chaturvedi, 

2011). 
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 Štúdie medzi štruktúrou a účinkom ukázali, že rôzne cytotoxicky pôsobiace 

seskviterpény reagujú s tiolmi (napr. –SH skupiny cysteinu v molekulách proteínov) 

rýchlymi adíciami Michaelovým typom. Tieto reakcie sú sprostredkované α,β 

nenasýteným karbonylovým systémom. Tieto zistenia podporujú fakt, že nádorový rast 

je inhibovaný alkyláciou biologických makromolekúl, ktoré regulujú rast, ako napríklad 

enzýmy kontrolujúce bunkové delenie. Rozdielne štrukturálne možnosti jednotlivých 

seskviterpénov môžu byť vysvetlením rozličnej aktivity. Ďalšie faktory, ktoré môžu 

ovplyvniť aktivitu jednotlivých seskviterpénov sú lipofilita, cieľový tiol, chemické 

prostredie či molekulová geometria (Chaturvedi, 2011).  

 

2.3.3.2 Protinádorové pôsobenie seskviterpénov 

 V posledných rokoch bola veľká snaha v testovaní cytotoxicity najmä medzi 

prírodnými látkami, čo prinieslo svoj úspech, pretože viac ako 50 % nových 

chemoterapeutík sú práve látky prírodného pôvodu (Huang et al., 2012).  

 Antiproliferačný účinok bol u rôznych seskviterpénov dokázaný rozličnými 

mechanizmami účinku (inhibíciou proliferácie a angiogenézy, zásahmi do bunkového 

cyklu alebo indukciou apoptózy). Všetky tieto mechanizmy účinku majú rôzne ciele 

avšak k ich ovplyvneniu dochádza pomocou regulácie transkripčného faktoru NF-κB. 

Do tejto signálnej dráhy sú zapojené rôzne proteíny, ktoré zmenou v expresii 

ovplyvňujú bunku (Kim et al., 2006).  

 NF-κB rodina proteínov obsahuje 5 rôznych podjednotiek : RelA/p65, c-Rel, 

RelB, NF-κB1 a NF-κB2, ktoré vytvárajú hetero- alebo homodiméry a ich úlohou je 

ovplyvnenie génovej expresie pomocou signálov vyvolaných cytokínmi, bakteriálnymi 

produktmi, rastovými faktormi či stresovými stimulmi. Negatívna regulácia NF-κB je 

sprostredkovaná interakciami s inhibítormi κB proteínov (IκB). IκB proteíny podporujú 

akumuláciu dimerových komplexov v cytoplasme a tým zabraňujú naviazaniu na DNA. 

Bcl – 3 proteín môže regulovať bunkovú expresiu  pomocou interakcie s podjednotkami 

NF-κB1 a NF-κB2. NF-κB dráha je pozitívne regulovaná cez aktivitu IκB kinasového 

(IKK) komplexu. IKK zabezpečuje fosforyláciu IκB proteínov, ktoré vedie 

k ubiquitinácii a následne k proteazómovej degradácii. Uvoľnené NF-κB komplexy sa 

akumulujú v jadre a dochádza k väzbe na cieľové sekvencie DNA. Aktivuje sa 

transkripcia génov, ktoré sú zodpovedné za imunitnú odpoveď, kontrolu bunkového 

rastu a reguláciu apoptózy (Kim et al., 2006). Vo všetkých bunkách sú exprimované 
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podjednotky RelA/p65 a NF-κB1, naopak v konkrétnych diferencovaných bunkových 

typoch sú dôležité podjednotky c-Rel, RelB a NF-κB2 (Huber, 2004). 

 Každý seskviterpén však môže pôsobiť cez iný mechanizmus cytotoxického 

účinku.  Napríklad zýšením expresie proapoptických génov (caspasa-8, caspasa-9, bax, 

bak 1) a znížením expresie antiapoptických génov (c-myb, COX-2, mdm2, bcl-2) 

pôsobil β-karyofylen oxid in vivo v niektorých bunkových modeloch (Kim et al., 2012). 

Inhibíciou expresie ICAM-1 (adhezívna molekula) cez supresiu NF- κB pôsobil 

gossypol, čím znížil invazivitu a adhéziu buniek ľudského prsného karcinómu (Moon et 

al., 2011).  

 

2.3.3.3 Nerolidol 

 Nerolidol (NER, 3,7,11-trimetyl-

1,6,10-dodecatrien-3-ol) tiež známy ako 

peruviol je prírodný alifatický 

seskviterpénový alkohol, ktorý je dôležitou 

zložkou esenciálnych olejov, získaných 

extrakciou z mnohých rastlín (Ferreira et 

al., 2012). Vyznačuje sa kvetinovou vôňou, 

vďaka čomu sa často používa 

v kozmetickom priemysle, kde je súčasťou 

šampónov a parfémov, ale aj v iných produktoch ako sú detergenčné prostriedky. 

Americkou FDA (Food and Drug Administration) bol schválený aj ako zvýrazňovač 

chuti (Chan et al., 2016). 

 NER má hydrofóbny charakter a preto s ľahkosťou prechádza bunkovými 

membránami a môže intereagovať s proteínmi vo vnútri bunky (Park et al., 2009). 

Nadobúda 4 rôzne izomérne formy, vďaka dvojitej väzbe na uhlíku C-6 (cis a trans 

formy) a asymetrickom uhlíku v pozícii C-3 (R, S formy) (Chan et al., 2016).  

 Glukuronidácia je hlavná cesta, ktorou je NER metabolizovaný in vivo. 

Dochádza k znižovaniu lipofilnej povahy a tým aj k zníženiu interakcií s membránami. 

Glukuronidácia prebieha pomocou enzýmu UDP-glukuronosyltransferázy, ktorý môže 

byť v organizme inhibovaný mnohými látkami. Pre získanie ďalších informácií 

o pečeňovom a črevnom metabolizme seskviterpénov je potrebné vykonať in vivo štúdie 

(Ferreira et al., 2012). 

obrázok 8: trans-nerolidol, prevziate 

z www.sigmaaldrich.com 
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 NER má mnoho výhodných farmakologických a biologických účinkov, ako 

napríklad antimikrobiálne, antioxidačné, antiparazitárne, protinádorové, insekticídne, 

protizápalové, ale tiež môže slúžiť aj ako zlepšovač kožnej penetrácie (Chan et al., 

2016).  

 Reaktívne formy kyslíka (ROS) vznikajúce počas nekompletnej redukcie kyslíku 

sú superoxidový anión, hydroxylový radikál a peroxid vodíka. Za fyziologických 

okolností sa bunka dokáže s ROS vysporiadať pomocou antioxidačného obranného 

systému (superoxid dusmutáza, kataláza, GSH,.. Nerovnováha v antioxidačnom 

obrannom systéme, či nadprodukcia ROS môže vyústiť v oxidačný stres, čo spôsobí 

poškodenie biomolekúl (proteíny, lipidy, DNA). NER významne znižuje obsah 

malónaldehydu a dusitanov a tiež zvyšuje aktivitu superoxiddismutázy a katalázy, čím 

je vysvetľovaný jeho antioxidačný efekt (Chan et al., 2016). 

 NER tiež intereaguje s mitochondriami, čím dochádza k ovplyvneniu bunkovej 

energetiky. Pravdepodobný mechanizmus je priama interakcia s F₁F₀-ATPázou 

mitochondriálneho dýchacieho reťazca, čím dochádza k znižovaniu obsahu ATP 

v bunkách (priama úmera medzi koncentráciou NER a efektom). Ovplyvňovaním 

energetiky buniek dochádza k zníženiu životaschopnosti, čo je vysvetľované ako 

mechanizmus protinádorového pôsobenia NER na hepatocelulárny pečeňový karcinóm 

(Ferreira et al., 2012). 

 

2.3.3.4 Valencen 

 Valencen (VAL) je bicyklický terpén skladajúci sa z 15 atómov uhlíka. 

Chemický systematický názov je (3R,4aS,5R)-4a,5-dimetyl-3-(prop-1-en-2-yl)-

1,2,3,4,4a,5,6,7-octahydronaftalén (www. pubchem.ncbi.nlm.nih.gov). 

 VAL je látka charakteristicky sa 

vyskytujúca v citrusových plodoch, kde je 

zodpovedná za citrusové aróma. Je súčasťou 

esenciálnych olejov mnohých rastlín z rodu 

Citrus. Ročne sa využije približne 10000 kg. 

Vďaka svojej citrusovej aróme sa používa ako 

aditívum do jedla a drinkov. Oxidáciou VAL 

vzniká nootkatone, ktorý sa tiež využíva ako 

potravinové aditívum (dáva grepovú arómu) 

Obrázok 9:  Valencen, prevziate z 

www. pubchem.ncbi.nlm.nih.gov 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%22(3R%2C4aS%2C5R)-4a%2C5-dimethyl-3-(prop-1-en-2-yl)-1%2C2%2C3%2C4%2C4a%2C5%2C6%2C7-octahydronaphthalene%22%5BCompleteSynonym%5D%20AND%209855795%5BStandardizedCID%5D
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%22(3R%2C4aS%2C5R)-4a%2C5-dimethyl-3-(prop-1-en-2-yl)-1%2C2%2C3%2C4%2C4a%2C5%2C6%2C7-octahydronaphthalene%22%5BCompleteSynonym%5D%20AND%209855795%5BStandardizedCID%5D
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(Frohwitter et al., 2014).  

 Syntézu zabezpečuje valencensyntáza (patriaca do rodiny syntáz seskviterpénov) 

a prebieha z farnesyl pyrofosfátu.  

 Vo všeobecnosti býva VAL získavaný pomocou destilácie vodnou parou priamo 

z plodov citrusov. Týmto spôsobom sa však využije len časť silice, čo nie je výhodné. 

Preto sú snahy syntetizovať VAL pomocou geneticky modifikovaných organizmov. 

Napríklad vložením génu valencensyntázy do špecifického organizmu môže viesť 

k syntéze VAL. Táto genetická modifikácia sa využíva v hubách, kvasinkách aj 

baktériách. Typicky v Schizophyllum commune (huba) alebo v Corynebacterium 

glutamicum (baktéria) (Frohwitter et al., 2014).  

 Existuje viacero štúdií, ktoré sa zaoberali účinkami VAL.  

 Bol skúmaný ochranný účinok VAL proti žiareniu UV. VAL inhiboval 

vápnikové iónové kanály ORAI1 a TRPV1, ktoré sa spájajú s prozápalovou reakciou, 

starnutím kože a melanogenézou. V bunkách melanómu dochádzalo k zníženiu syntézy 

melanínu (UV – indukovaná syntéza). Tieto výsledky naznačujú možné využite VAL 

proti tvorbe vrások a starnutiu kože v kozmetickom priemysle (Nam et al., 2016).  

 Ďalšou štúdiou bol zisťovaný protizápalový účinok VAL. Znižoval uvoľňovanie 

cytokínu, ktorý je produkovaný v neskoršej zápalovej fáze – HMBG1. Tiež indukoval 

hem-oxygenázu 1 (HO-1), čo je enzým prítomný v množstve cytoprotektívnych 

a imunomodulačných účinkoch. Inhiboval aj NO-syntázu (indukovateľnú), ktorej 

význam je najmä v prozápalových a prooxidačných procesoch. U myší s indukovaným 

zápalom zvýšil celkové prežívanie. Tieto účinky dokazujú potenciál VAL ako 

protizápalovo pôsobiacej látky (Tsoyi et al., 2011). 

 Antioxidačné účinky VAL boli v porovnaní so silicou z Citrus sinensis nižšie.  

Bola zisťovaná tiež antimikrobiálna aktivita VAL proti kmeňom Penicillium citrinum, 

Staphylococcus aureus, Saccharomyces cerevisiae, Escherichia coli a Aspergillus niger, 

avšak nebolo vykázané žiadne antimikrobiálne pôsobenie. Pozorovaný bol významný 

cytotoxický účinok na HeLa bunkách (hodnota IC₅₀ menšia ako 20µg/ml) (Liu et al., 

2012).   

 Na nádorovej línii CaCo-2 bol zistený cytotoxický účinok VAL. Bol dokázaný 

tiež synergický účinok VAL s doxorubicínom. Pri kombinácii VAL + doxorubicín bolo 

zvýšené prooxidačné pôsobenie (Ambrož et al., 2015).  

 VAL zároveň znižoval produkciu leukotriénov (antialergický účinok) a tiež 

inhiboval neskorší typ hypersenzitívnej reakcie (Jin et al., 2011).  
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3. Ciele práce 

 

 Literárna rešerš – vysvetlenie problematiky nádorových tkanív, najmä 

kolorektálneho karcinómu a jeho liečby, charakteristika jednotlivých vybraných 

látok (5-FU, VAL, NER) a ich účinky 

 

 Stanovenie vplyvu 5-FU na nádorovú líniu SW-620 počas 24- , 48- a 72-

hodinovej expozície 

 

 Stanovenie vplyvu seskviterpénov (NER, VAL) na nádorovú líniu SW-620 

počas 24- , 48- a 72-hodinovej expozície 

 

 Stanovenie vplyvu seskviterpénov na antiproliferačný účinok 5-FU počas 72-

hodinovej expozície na nádorovej línii SW-620 a zhodnotenie kombinovaného 

pôsobenia 5-FU a seskviterpénov (NER, VAL) na nádorovej bunkovej línii SW-

620 
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4. Experimentálna časť 

 

4.1 Prístroje a pomôcky 

Prístroje: analytické váhy (Scaltec SBC 22), CO₂ inkubátor (HeraCell), centrifúga 

(Eppendorf 5810R), mikroskop (Nikon Eclipse TS 100), laminárny box (BioAir AURA 

2000 M.A.C.), zmrazovací kontajner (Nalgene, Sigma C1562), termomixér (IKA MS2 

Minishaker), spektrometrický a spektrofluorimetrický analyzátor (Tecan Infinite M 

200), mraziaci box (-80 °C) (HeraFreeze), ultrazvukový homogenizátor (Sonopuls 

Bandelin HD 2070), odsávačka (Gilson).  

Pomôcky: Bürkerova komôrka, podložné sklíčka, krycie sklíčka, rukavice, váženka, 

kopistka, sterilné kultivačné fľaše, sterilné pipety, mechanické a automatické pipety 

(jednokanálové aj viackanálové), stojan na pipety, elektrický pipetník, sterilné 

pipetovacie špičky, 96-formátové mikrodoštičky, kadičky, skúmavky, stojan na 

skúmavky, odmerné valce, vaničky, kahan.  

 

4.2 Materiály a chemikálie 

Bunková línia SW-620 (ATCC) 

EMEM (Eagle`s minimum essential medium) – Sigma-Aldrich (Praha, ČR) 

Zásobné roztoky seskviterpénov (NER,VAL) – Sigma-Aldrich (Praha, ČR) 

5-Flourouracil – Sigma-Aldrich (Praha, ČR) 

Dimetylsulfoxid (DMSO) – Sigma-Aldrich (Praha, ČR) 

Trypsin-EDTA (trypsin-ethylenediaminetetraacetic acid) – Lonza (Praha, ČR) 

Fetálne bovinné sérum (FBS) – Lonza (Praha, ČR) 

Gentamycin – Lonza (Praha, ČR) 

PBS (fosfátový pufor so soľami v tabletách) – Sigma-Aldrich (Praha, ČR) 

bežné chemikálie čistoty p.a. 
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4.3 Kultivácia bunkovej kultúry SW620 

 

4.3.1 Kultivačné médium 

 Neoddeliteľnou súčasťou pokusov s bunkovými kultúrami je vybranie vhodného 

kultivačného média. Kultivačné médium do značnej mieri napodobňuje zloženie 

extracelulárnej tekutiny a jeho hlavnou úlohou je zabezpečiť rast a množenie buniek. 

Nad adherovanými bunkami zvyčajne tvorí tenkú vrstvu, ktorá zabezpečuje nie len 

dostatok živín potrebných pre rast buniek po dobu niekoľkých dní, ale umožňuje aj 

dostatočnú difúziu oxidu uhličitého a kyslíka (Vejražka, 2014). Médium, ktoré bolo 

používané pri pokusoch je DMEM (Dulbecco`s Modified Eagle Medium). Existuje 

niekoľko druhov DMEM médií, ktorá sa od seba odlišujú obsahom živín. V mojom 

prípade bolo použité DMEM D6429, ktoré sa vyznačuje vysokým obsahom glukózy 

(4500 mg/L). Súčasťou DMEM D6429 média sú aj L-glutamin, hydrogénuhličitan 

sodný, pyruvát sodný a ďalšie látky. Neoddeliteľnú časť média tvoria aj aminokyseliny 

a vitamíny.  

 Médiá sa dodávajú v plastových fľašiach o objeme 500 ml a keďže bolo 

potrebné do média doplniť niektoré látky, preto najskôr bolo odobraných 55,5 ml. Do 

média bolo následne pridaných 50 ml fetálneho bovinného séra – FBS, 5 ml HEPES (4-

(2-hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic acid) pufru a 0,5 ml gentamycínu (50 

µg/ml). 

Pridaním séra bolo zabezpečené obohatenie média o mnoho biologicky 

aktívnych látok, ako napríklad rastové faktory, inhibítory proteáz, látky potrebné pre 

adhéziu buniek, či mnohé stopové prvky. HEPES je organický pufor, ktorého úlohou je 

udržovanie stáleho pH v blízkosti fyziologickému, čo znamená v okolí hodnoty 7,4. 

Gentamycín je baktericídne, širokospektrálne antibiotikum, patriace do skupiny 

aminoglykozidov. Jeho mechanizmus účinku spočíva v inhibícii syntézy bielkovín 

väzbou na 30S podjednotku ribozómu. V médiu je potrebné pre zaistenie ochrany pred 

bakteriálnou kontamináciou. Po pridaní všetkých zložiek bolo médium dostatočne 

premiešané a uložené do chladu (4 °C) a temna.  

  

4.3.2 Bunková línia SW620 

 Bunková línia SW620 je nádorová línia odvodená od kolorektálneho karcinomu 

51ročného muža, izolovaná z lymfatickej uzliny. Ide o adherentné epiteliálne bunky. 
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Malé množstvá karcinoembryonického antigenu (CEA) sú syntetizované bunkami a 

majú vysokú schopnosť tvoriť nádory u nahých myší. Nachádza sa tu mutácia G -> A 

typu v kodóne 273 géne p53, ktorej výsledkom je substitúcia arginínu za histamin 

(ATCC, 2014).  

 

4.3.3 Rozmrazovanie buniek SW620 

 Nezahriate kultivačné médium, približne 12 ml, bolo napipetovaných do 15 ml 

skúmavky. Viečko zmrazovacej skúmavky bolo dezinfikované, následne bola časť 

nezahriateho média pridaná do zmrazovacej skúmavky a rozpustená časť suspenzie 

média s bunkami bola odsatá a pridaná k zbytku média. Postupné rozmrazovanie buniek 

s médiom bolo opakované až do úplného rozpustenia suspenzie. Suspenzia média s 

bunkami bola zhomogenizovaná a centrifugovaná po dobu 5 minút 70 g pri laboratórnej 

teplote. Supernatant bol odsatý a peleta resuspendovaná 15 ml čerstvého média. Do 

kultivačnej fľaši 75 cm² bolo nasadených 15 ml suspenzie a ponechané rásť v 

inkubátore (37 °C, 5 % CO₂), čím boli zaistené vhodné podmienky pre uchovávanie 

buniek.  

 

4.3.4 Pasážovanie buniek SW620 

 Pasážovanie buniek je laboratórny postup, pri ktorom dochádza k namnoženiu 

buniek, následnému nariedeniu a preneseniu do novej kultivačnej nádoby. Na to aby 

bunky preliferovali je potrebné zaistiť vhodné podmienky, medzi ktoré patrí najmä 

vhodný povrch kultivačnej nádoby, zloženie kultivačného média a podmienky 

prostredia, ako je zloženie atmosféry, či teplota (Vejražka, 2014). Mala som dva dôvody 

pre pasážovanie buniek. Prvým bolo získanie buniek pre pokus a druhým zachovanie 

bunkovej línie. Celé pasážovanie buniek bolo realizované za aseptických podmienok v 

laminárnom boxe.  

Zachovanie bunkovej kultúry  

 Približne exponenciálne množenie buniek (log-fáza) je typickým pre množenie 

bunkovej kultúry, až do chvíle, kedy v dôsledku kontaktnej inhibície dôjde 

k spomaleniu rastu, čo nazývame dosiahnutie fázy plató. Ideálnym prípadom je 

pasážovať bunky tesne pred dosiahnutím fáze plató, kedy sa kultúra nariedi a nasadí do 

nových kultivačných nádob. Dôležitou charakteristikou je zachovanie takej hustoty 

buniek, aby po pridaní čerstvého kultivačného média, dochádzalo znovu 
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k exponenciálnemu rastu buniek. U niektorých typov buniek nedochádza ku kontaktnej 

inhibícii, čo spôsobí vytvorenie jednoduchej konfluentnej vrstvy, ktorá sa prejaví 

tvorbou zhlukov buniek. Pokiaľ sa takáto kultúra nenariedi, dôjde k postupnému 

odumieraniu buniek, ktoré sa nachádzajú v strede zhlukov, pretože sú nedostatočne 

zásobené živinami z média. Pasážovanie bolo potrebné vykonávať dvakrát do týždňa.  

Pasážovanie buniek pre pokus 

 Bunky boli pasážované tesne pred dosiahnutím fázy plató. Z inkubátora bola 

vybratá kultivačná fľaša s narastenými bunkami, prenesená do laminárneho boxu, kde 

po otvorení kultivačnej fľaše a oškvrknutí jej hrdla bolo kultivačné médium vyliate do 

odpadnej kadičky. Bolo potrebné vylievať kultivačné médium opatrne, aby bunky 

zostali prichytené na dne kultivačnej fľaše. Po vyliatí média, boli bunky dva krát 

premyté PBS (Phosphate Buffered Saline) pufrom. PBS zabezpečuje odstránenie 

horčíka a vápnika z buniek. Pre funkciu adhezívnych faktorov buniek sú nevyhnuteľné 

práve tieto ióny a vďaka ich odstráneniu sa uľahčuje uvoľnenie buniek z povrchu 

kultivačnej nádoby (Vejražka, 2014). 2 ml 0,25 % trypsinu-EDTA boli pridané k 

bunkám a kolísavým pohybom bolo zabezpečené kompletné pokrytie dna kultivačnej 

fľaše, a ponechané pôsobiť po dobu asi pol minúty. Následne boli približne 2/3 trypsin-

EDTA odpipetované do odpadnej nádoby a zbytok bol ponechaný v kultivačnej fľaši, 

ktorá bola umiestnená do inkubátora na dobu 2-3 minút (37 °C, 5 % CO₂). Trypsín, 

patriaci do skupiny proteáz, spôsobuje narušenie bielkovinových adhezívnych molekúl, 

vďaka čomu sa bunky uvoľnia zo stien kultivačnej fľaše (Vejražka, 2014). Po vybratí 

buniek z inkubátora bol pod mikroskopom zkontrolovaný vzhľad buniek, najmä či sú 

bunky uvoľnené zo stien a či nie sú vytvorené zhluky. V prípade nedostatočného 

uvoľnenia buniek bolo potrebné sklepnúť bunky úderom dlane do hrany kultivačnej 

fľaše. Pre dokonalé uvoľnenie buniek boli pridané 4 ml média tak, aby sa spláchli aj 

bunky dosiaľ prichytené na dne kultivačnej fľaše. Supsenzia buniek bola opakovane 

nasatá a vypustená späť do nádoby pre zhomogenizovanie. Zhomogenizovaná suspenzia 

buniek bola kompletne nasatá do pipety jej časť bola nasadená do novej kultivačnej 

fľaše pre ďalšiu kultiváciu a zbytok bol použitý pre pokus, alebo vypustený do odpadnej 

kadičky. Pre zabezpečenie ďalšej proliferácie buniek bolo pridaných 13 ml kultivačného 

média a kývavým pohybom bolo zabezpečené rovnomerné pokrytie dna nádoby 

suspenziou buniek. Následne bola kultivačná fľaša umiestnené do inkubátora (37 °C, 5 

% CO₂).  
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4.4 Testovanie vplyvu seskviterpénov na účinok 5-flourouracilu u 

nádorovej bunkovej línii SW-620 

 

4.4.1 Nasadzovanie buniek na pokus 

 Na pokus boli nasadzované bunky, ktoré sme získali z pasáže prebiehajúcej 

v laminárnom boxe. Pre zabezpečenie nasadenia rovnakého množstva buniek do 

všetkých jamôk v 96-formátovej mikrodoštičke bolo potrebné ako prvé určiť počet 

buniek v bunkovej suspenzii. Pre výpočet bola používaná Bȕrkerova komôrka, ktorá sa 

skladá z deviatich veľkých štvorcov ohraničených trojitými čiarami a v každom veľkom 

štvorci sa nachádza 16 malých štvorcov, ktoré sú ohraničené dvojitými čiarami. Do 

polovice Bȕrkerovej komôrky bolo napipetovaných 10 μl zhomogenizovanej bunkovej 

suspenzie. Homogenizácia bola zabezpečená opätovným nasatím a uvoľnením bunkovej 

suspenzie do pipety. Pre výpočet boli použité bunky nachádzajúce sa v piatich veľkých 

štvorcoch, konkrétne štyroch rohových a jedného stredného štvorca. Bunky dotýkajúce 

sa ľavej a dolnej strany boli započítavané, naopak bunky, ktoré sa dotýkali pravej a 

hornej strany započítavané neboli. Pre výpočet bol ďalej použitý priemer počtu buniek 

z týchto piatich štvorcov.  

Rovnica pre výpočet počtu buniek v 1 ml neriedenej bunkovej suspenzii:  

𝒄 = 𝒙 ∗ 𝟏𝟎𝟒 

c  počet buniek v 1 ml neriedenej bunkovej suspenzii 

x  priemerný počet buniek nachádzajúcich sa v jednom veľkom štvorci 

Bȕrkerovej komôrky 

10⁴  prepočet množstva na 1 ml suspenzie 

 

 Po výpočte bola bunková suspenzia nariedená tak, aby do jednej jamky bol 

napipetovaný presne stanovený počet buniek. Keďže boli použité rôzne množstvá 

buniek pre pokusy o rôznej časovej dĺžke, bolo potrebné vykonať rozličné riedenia. Pre 

pokusy na 24 hodín bolo použitých 10000 buniek/jamku, na 48 hodín 5000 

buniek/jamku a pre 72 hodín 3500 buniek/jamku. Po potrebnom nariedení bunkovej 

suspenzie bolo pomocou multikanálovej pipety napipetovaných do každej jamky 100 µl 

bunkovej suspenzie. Následne boli mikrodoštičky uložené do inkubátora (37 °C, 5 % 

CO₂) na dobu 24 hodín, za ktoré by mali bunky dosiahnuť približne 70 % konfluencie.  
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4.4.2 Expozícia buniek 

 Pred pridaním expozičných látok bolo potrebné si pripraviť ich roztoky 

o požadovanej koncentrácii. V laminárnom boxe boli pripravené roztoky nie len NER, 

VAL a 5-FU, ale aj roztok DMSO. Pripravené nariedené roztoky boli dôkladne 

premiešané pred pridaním k bunkám tak, aby bola zaistená homogenita. Následne boli 

roztoky s expozičnými látkami pripipetované k bunkám v objeme 100 µl do každej 

jamky. Mikrodoštičky boli znova umiestnené do inkubátora na dobu 24, 48 a 72 hodín.  

 

4.4.2.1 Expozícia buniek 5-fluorouracilom 

 Pre pokusy boli používané nariedené roztoky, ktoré boli predpripravené zo 

zásobného roztoku o koncentrácii 50 mg/ml, ktorá bola prepočítaná na molárnu 

koncentráciu. 

Rovnica pre výpočet molárnej koncentrácie 5-FU 

𝑐 =
𝑚

𝑀 ∗ 𝑉
 

c  molárna koncentrácia 5-FU v zásobnom roztoku 

m  hmotnosť 5-FU v zásobnom roztoku (50 mg) 

M  molekulová hmotnosť 5-FU (130,08) 

V  objem zásobného roztoku, v ktorom je rozpustená daná hmotnosť 5-FU 

(1ml) 

 Zo zásobného vodného roztoku 5-FU boli vodou nariedené roztoky 

o požadovaných koncentráciách, konkrétne 0,05 mM, 0,1 mM, 0,5 mM, 1,0 mM, 5,0 

mM, 10,0 mM, 25,0 mM a 50,0 mM, ktoré boli skladované v chlade a temne. Pred 

ovplyvnením buniek boli tieto predpripravené roztoky tisíckrát nariedené médiom, 

avšak v dvakrát vyššej koncentrácii ako bola výsledná požadovaná koncentrácia, 

z dôvodu pridávania roztokov ku 100 µl bunkovej suspenzii. Kompletná príprava 

roztokov prebiehala za aseptických podmienok.  

 Pokiaľ prebiehalo ovplyvňovanie samotným 5-FU bolo do každej jamky 

pridaných 100 µl roztoku o danej koncentrácii 5-FU. Za predpokladu, že prebiehalo 

ovplyvňovanie 5-FU v kombinácii so seskviterpénom boli pripravené kombinované 

roztoky o požadovaných koncentráciách jednotlivých látok a tie boli následne 

pripipetované v objeme 100 µl k bunkovej suspenzii. 
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4.4.2.2 Expozícia buniek seskviterpénmi 

 Pre pokusy boli použité dva seskviterpény, konkrétne nerolidol a valencen. 

Roztoky NER a VAL boli pripravené rozpúšťaním v 100 % DMSO a nariedené do 

koncentrácií tisíc krát vyšších než výsledné požadované koncentrácie. Pred expozíciou 

boli koncentrované roztoky zriedené tisíc krát médiom, avšak v dvojnásobnej 

koncentrácii, než bola výsledná požadovaná. Koncentrácie, ktoré boli použité pre 

pokusy sú 1 µg/ml, 5 µg/ml, 10 µg/ml, 25 µg/ml, 50 µg/ml, 100 µg/ml. V prípade NER 

bolo potrebné po prvom pokuse pripraviť ešte naviac koncentráciu 20 µg/ml, pretože 

bol výrazný rozdiel v cytotoxicite medzi koncentráciami 10 µg/ml a 25 µg/ml. Pokiaľ sa 

prevádzalo ovplyvňovanie iba seskviterpénmi, k bunkám bolo napipetovaných 100 µl 

nariedených roztokov seskviterpénov. Za predpokladu kombinovanej expozícii 

seskviterpénov s 5-FU, boli pripravené kombinované roztoky. 

 

4.4.3 Kontroly použité pri pokusoch 

Kontrola 0 % viability 

 Kontrola 0 % viability bola vykonaná pomocou 10 % roztoku DMSO. Pri 10 % 

koncentrácii DMSO dochádza k uhynutiu všetkých buniek nachádzajúcich sa v jamke. 

Hodnota absorbancie v týchto jamkách bola ovplyvnená bunkovými fragmentami 

a ďalšími rušivými faktormi medzi ktoré zaraďujeme napríklad aj steny jamôk a pri 

ktorých sa predpokladá že sú podobné vo všetkých jamkách pri pokuse. Preto sa 

hodnota absorbancie pri 0 % viabilite odpočítava od všetkých hodnôt, získaných pri 

meraní z ostatných jamiek.  

Kontrola 100 % viability 

 Táto kontrola bola uskutočnená pri pokusoch s expozíciou seskviterpénov. 

Roztoky seskviterpénov boli pripravené v roztoku DMSO, ktorého výsledná 

koncentrácia v jamke bola 0,1 % DMSO. Preto bol pri kontrole na 100 % viabilitu 

použitý roztok 0,1 % DMSO, ktorý stanovil vplyv tohto roztoku na testované bunky a 

tým bola zabezpečená možnosť porovnávania výsledkov v jednotlivých jamkách.  

Kontrola tvorená suspendovanými bunkami v médiu 

 Pri pokusoch kde boli bunky vystavené samostatnému účinku 5-FU sa 

nenachádzal v jamkách žiadny roztok DMSO, keďže roztoky 5-FU boli pripravené 

rozpúšťaním vo vode. Preto bolo potrebné určiť životaschopnosť a rast buniek len 

v danom médiu.  
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 Kontrola bola vykonaná tak že k 100 µl bunkovej suspenzii, ktorá bola 

inkubovaná 24 hodín, bolo napipetovaných 100 µl samotného média. Výsledná hodnota 

absorbancie bola porovnávaná s hodnotami získanými pri týchto pokusoch.  

 

4.4.4  Test cytotoxicity 

 

4.4.4.1 Mechanizmus testu životnosti buniek pomocou neutrálnej červene 

 Neutrálna červeň je chemické farbivo, slabého kationického charakteru, 

pomocou ktorého boli vykonávané testy životaschopnosti buniek. Po vystavení buniek 

neutrálnej červeni preniká toto supravitálne farbivo do vnútra buniek neionizovanou 

difúziou a uskladňuje sa v lyzosómoch. Lyzosómy sú organely s jednoduchou 

membránou, ktorá udržuje vnútorné pH nižšie ako je okolité pH plazmy. Na udržiavanie 

tohto protónového gradientu je nevyhnutný dostatok energie. Živé a nepoškodené bunky 

sú schopné zabezpečiť dostatočné množstvo potrebnej energie, avšak bunky mŕtve či 

poškodené nemajú energiu na udržanie gradientu na membráne lyzosómu a preto 

dochádza k uvoľneniu farbiva do vnútorného prostredia bunky. Uvoľnenie farbiva do 

bunky sa prejaví poklesom absorbancie, ktoré je možné zaznamenať 

spektrofotometricky (Riddell et al, 1986). 

 

4.4.4.2 Použité roztoky 

Fixačný roztok 

 Fixačný roztok bol používaný pre upevnenie buniek na stenách jamôk. Pre 

prípravu 1000 ml roztoku sa postupovalo nasledovne. Približne v 500 ml H₂O bolo 

rozpustených 10 g CaCl₂ a pridaných 14 ml formaldehydu. V odmernej banke bol 

objem doplnený na 1000 ml a dôkladne premiešaný. Výsledný fixačný roztok je 

1g/100ml CaCl₂ v 0,5 % formaldehydu.   

Lyzačný roztok 

 Lyzačný roztok bol používaný na deštrukciu buniek upevnených na stenách 

jamôk. 520 ml etanolu bolo zriedených 480 ml destilovanej vody, čím vznikol 50 % 

roztok etanolu. Po odobratí 10 ml roztoku bolo pridaných 10 ml kyseliny octovej. 

Výsledný roztok bol precízne premiešaný a je to roztok 1 % kyseliny octovej v 50 % 

etanole. 
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4.4.4.3 Postup testu cytotoxicity 

 Po vystavení buniek expozičnými látkami dobu potrebnú na pokus (24, 48, alebo 

72 hodín) boli doštičky s bunkami vybrané z inkubátora a pod mikroskopom boli 

skontrolované morfologické zmeny buniek. Médium s expozičnými látkami o objeme 

200 µl bolo opatrne vysaté z jamiek. K bunkám v jamkách bolo pridaných 200 µl 

roztoku neutrálnej červene v médiu o koncentrácii 40 µl/ml. Následne boli bunky 

s roztokom farbiva umiestnené naspäť do inkubátora na dobu 2-3 hodín. Po uplynutí 

daného času bol roztok neutrálnej červene opatrne odsatý z doštičky a bolo pridaných 

100 µl fixačného roztoku. Fixačný roztok bol ponechaný pôsobiť na bunky po dobu 15 

minút voľne na laboratórnom stole. Po 15 minútach bol roztok rýchlym pohybom 

vyklepnutý z jamôk a bolo pridaných 200 µl lyzačného roztoku. Pre dôkladnú 

deštrukciu buniek bola doštička s lyzačným roztokom umiestnená do termomixéru (550 

rpm, 25 °C) na dobu 30 minút. Po lyzácii buniek vykazovali roztoky absorbanciu, ktorá 

odpovedala množstvu živých buniek pred NRU testom. Absorbancia bola zisťovaná 

spektrofotometricky pri vlnovej dĺžke 540 nm za použitia prístroja Tecan.  

 

4.4.5 Vyhodnotenie 

 Pre odstránenie vplyvu rušivých faktorov boli od všetkých získaných hodnôt 

odpočítané hodnoty kontroly 0 % viability. Výsledné hodnoty boli prevedené na 

percentá a to za použitia kontroly 100 % viability, ktorá bola predstavovaná v prípade 

expozície seskviterpénov 0,1 % DMSO a pri expozícii 5-FU samotnou suspenziou 

buniek v médiu.  

 

4.4.6 Štatistická analýza 

Výsledky meraní boli štatisticky vyhodnotené pomocou two-way ANOVA  

metódy.  
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5. Výsledky 

5.1 Vplyv 5-FU na bunkovú líniu SW-620 

 Pre stanovenie vplyvu 5-FU na nádorovú líniu buniek SW-620 bola vybraná 

koncentračná rada 0,05 µM až 50,0 µM. S danými koncentráciami boli vykonané testy 

pri časovom pôsobení 24, 48 a 72 hodín na bunkovú líniu. Testy na 24 hodín vykazovali 

len nepatrnú účinnosť pri najvyššej koncentrácii 5-FU a preto sa v nich nepokračovalo. 

Pre zvyšné dva časové intervaly bola určená stredná inhibičná koncentrácia (IC₅₀) za 

použitia programu CalcuSyn. Antiproliferačný efekt sa začal prejavovať od koncentrácii 

5 µM. Najsilnejšia inhibícia proliferácie bola vykazovaná pri najvyšších koncentráciách 

5-FU, čím sa prejavila dávková závislosť účinku. Časová závislosť bola výrazná najmä 

pri porovnaní 24-hodinového pôsobenia a 48- prípadne 72-hodinového pôsobenia.  

IC₅₀ získaná pomocou programu CalcuSyn :  

 Pre 48 hodinový test - IC₅₀ = 33,6 µM 

 Pre 72 hodinový test - IC₅₀ = 7,6 µM 

 

 

Obrázok 10: Vplyv 5-FU (24 hodinová inkubácia) na proliferáciu buniek SW-620  
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Obrázok 11: Vplyv 5-FU (48 hodinová inkubácia) na proliferáciu buniek SW-620 

 

 

 

Obrázok 12: Vplyv 5-FU (72 hodinová inkubácia) na proliferáciu buniek SW-620 
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5.2 Vplyv nerolidolu na bunkovú líniu SW-620 

 NER sa prejavil antiproliferačným pôsobením pri všetkých troch meraných 

časových úsekoch. Koncentračná rada, pri ktorej boli testy vykonávané bola v rozsahu 

od 1 µg/ml do 100 µg/ml. Pri kombináciách sme merali najmä 72-hodinové pôsobenie 

a preto boli dodatočne vykonané aj merania pre jednotlivé koncentrácie, ktoré boli 

použité v kombináciách s 5-FU. Už pri koncentrácii 50 µg/ml bola zaznamenaná 

inhibícia proliferácie nádorových buniek takmer na 0 %. Pri nízkych koncentráciách 

nebolo pozorované významné antiproliferačné pôsobenie. Najvýraznejší bol pokles 

proliferácie medzi 10 µg/ml a 25 µg/ml, kvôli ktorému bolo následne pridané meranie s 

koncentráciou 20 µg/ml. NER vykazoval dávkovú závislosť účinku. Hodnoty IC₅₀ boli 

zisťované pri každom časovom úseku za pomoci programu CalcuSyn.  

IC₅₀ získaná pomocou programu CalcuSyn :  

 Pre 24 hodinový test - IC₅₀ = 53,1 µg/ml 

 Pre 48 hodinový test - IC₅₀ = 14,6 µg/ml 

 Pre 72 hodinový test - IC₅₀ = 19,8 µg/ml 

Z hodnôt IC₅₀ je viditeľné že najúčinnejší antiproliferačný efekt NER sa prejavil 

počas 48 hodinového pôsobenia.  

 

 

Obrázok 13:  Vplyv NER (24 hodinová inkubácia) na proliferáciu buniek SW-620 
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Obrázok 14: Vplyv NER (48 hodinová inkubácia) na proliferáciu buniek SW-620 

 

 

 

Obrázok 15: Vplyv NER (72 hodinová inkubácia) na proliferáciu buniek SW-620  
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5.3 Vplyv valencenu na bunkovú líniu SW-620 

 Pre testovanie vplyvu VAL na nádorovú líniu SW-620 boli využité koncentrácie 

v rozmedzí 1 µg/ml až 100 µg/ml. Antiproliferačný efekt VAL sa prejavil len pri 

najvyšších koncentráciách. Pri ostatných koncentráciách nebolo zaznamenané 

antiproliferačné pôsobenie. IC₅₀ pomocou programu CalcuSyn nebolo možné určiť pre 

72-hodinové testy, pretože antiproliferačný efekt preukázala len najvyššia koncentrácia. 

VAL vykazoval len minimálnu dávkovú závislosť a žiadnu časovú závislosť.  

 Keďže boli do kombinácií s 5-FU vybrané koncentrácie mimo počiatočnú 

koncentračnú radu, bolo potrebné zistiť vplyv vybraných koncentrácií na bunkovú 

nádorovú líniu. Zaujímavým zistením bolo výrazné zníženie proliferácie pri 

koncentrácii 30 µg/ml, avšak koncentrácia 40 µg/ml znova nevykazovala žiadny 

antiproliferačný účinok.  

IC₅₀ získané pomocou programu CalcuSyn: 

 Pre 24 hodinový test - IC₅₀ = 253,3 µg/ml 

 Pre 48 hodinový test - IC₅₀ = 158,8 µg/ml 

 

 

Obrázok 16: Vplyv VAL (24 hodinová inkubácia) na proliferáciu buniek SW-620 
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Obrázok 17: Vplyv VAL (48 hodinová inkubácia) na proliferáciu buniek SW-620  

 

 

 

Obrázok 18: Vplyv VAL (72 hodinová inkubácia) na proliferáciu buniek SW-620  
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Obrázok 19: Vplyv VAL (72 hodinová inkubácia) na proliferáciu buniek SW-620  
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5.4 Vplyv seskviterpénov na účinok 5-FU 

 Do kombinácie seskviterpénov s 5-FU boli zvolené koncentrácie v pomere 2:1. 

Najnižšie testované koncentrácie boli 1 µM : 2 µg/ml (5-FU : seskviterpén). Najvyššie 

testované koncentrácie boli 20 µM : 40 µg/ml (5-FU : seskviterpén). Expozícia trvala 72 

hodín a následne bolo zmerané množstvo živých buniek.  

 

5.4.1 Vplyv NER na účinok 5-FU na nádorovej bunkovej línii SW-620 

 Pri najnižšej testovanej koncentrácii kombinácie 5-FU a NER nedochádzalo 

k žiadnemu poklesu životnosti nádorových buniek. Prvý mierny pokles viability bol 

zaznamenaný pri koncentráciách 5 µM 5-FU : 10 µg/ml NER. Pri koncentrácii 10 µM 

5-FU : 20 µg/ml NER sa počet živých buniek znížil oproti kontrole približne o 64 %. 

Pri ďalšom zvyšovaní koncentrácií dochádzalo ďalej k zníženiu počtu živých buniek, 

avšak pokles bol už miernejší.  

 

 

Obrázok 20: Vplyv 5-FU/NER (72 hodinová inkubácia) na proliferáciu buniek SW-620  
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 Kombinácia NER s 5-FU bola vyhodnotená pomocou programu CalcuSyn, 

z ktorého boli získané hodnoty FA (ovplyvnenej frakcie) a CI (kombinačný index). 

Hodnoty CI vo všetkých prípadoch FA boli vyššie ako 1, preto bolo vyhodnotené 

pôsobenie NER a 5-FU ako antagonizmus (vyhodnotené podľa Chou-Talalay metódy).  

 

 

Obrázok 21: závislosť CI na FA (72 hodinová inkubácia) 5-FU/NER 
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5.4.2 Vplyv VAL na účinok 5-FU na nádorovej bunkovej línii SW-620 

 VAL bol testovaný s 5-FU za použitia koncentračného pomeru (2:1) počas 72 

hodinovej expozície. Pri testovaní samotného VAL došlo k najväčšiemu poklesu 

viability pri koncentrácii 30 µg/ml (približne na 27 %). Pri kombinácii 5-FU/VAL tiež 

došlo k najväčšiemu poklesu životnosti buniek pri použití koncentrácií 15 µM : 30 

µg/ml, avšak tento pokles bol menší ako pri pôsobení samotného VAL (zníženie 

viability približne na 38 %). Pri tejto kombinácii nebolo možné pomocou programu 

CalcuSyn zistiť CI a FA, keďže pôsobenie samotného VAL na nádorovú líniu bolo 

takmer bez antiproliferačného účinku.  

 

Obrázok 22: Vplyv 5-FU/VAL (72 hodinová inkubácia) na proliferáciu buniek SW-620  
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6. Diskusia 

Nádorové ochorenia sú v súčasnosti prítomné všade okolo nás, čo robí výskum 

týchto ochorení vysoko zaujímavým a žiadaným. Kolorektálny karcinóm sa vyskytuje 

s vysokou frekvenciou najmä v strednej Európe. Často používanou liečivou látkou sa 

stal 5-FU. Nevýhody pri cytostatickej liečbe sú najmä nežiadúce účinky a vznik 

chemorezistencie nádorov. Seskviterpény sú rastlinné metabolity, u ktorých boli 

pozorované mnohé účinky, medzi ktorými sú aj účinky antiproliferačné. Kombinácie 

cytostatík s rôznymi látkami môžu priniesť výsledky v podobe zníženia nežiadúcich 

účinkov, zvýšenia účinku či zníženia chemorezistencie. V našej štúdii sme testovali 

vplyv seskviterpénov NER a VAL na účinok 5-FU na nádorovej bunkovej línii SW-620, 

ktorá bola odvodená z metastazujúceho kolorektálneho adenokarcinómu.  

Seskviterpény sú rastlinné metabolity vyskytujúce sa v siliciach. Výskum 

účinkov seskviterpénov začal práve na pozorovaní účinkov silíc z vybraných rastlín. Na 

nádorových bunkových líniách SW-480, SW-620, HCT8, HT29 a CaCo-2 bol vykázaný 

signifikantný antiproliferačný účinok silice voskovníku červeného (Langhasová et al., 

2014). Preto sa pokračovalo v skúmaní antiproliferačných účinkov seskviterpénov, 

ktoré sa v tejto silici nachádzajú. Medzi tieto seskviterpény patrí aj NER aj VAL.  

NER v našej štúdii vykázal výrazné antiproliferačné pôsobenie na nádorovú 

líniu SW-620. Bola pozorovaná závislosť účinku na dávke. Signifikantné výsledky 

zmeny proliferácie v porovnaní s kontrolou boli vykázané pri všetkých koncentráciách 

vyšších ako 20 µg/ml. 

Antiproliferačné pôsobenie NER na HepG2 – nádorová línia pečeňových 

buniek, bolo pozorované štúdiou Fernanda M. Ferreira et al., kde bol popísaný aj 

pravdepodobný mechanizmus účinku. Vo výsledkoch tejto štúdie je zhrnutý vplyv NER 

počas 24-hodinového aj 48-hodinového pôsobenia. Už pri nízkych koncentráciách od 10 

µM bol vykázaný silný inhibičný vplyv na proliferáciu buniek. Antiproliferačný efekt 

bol vysvetlený interakciou s mitochondriálnymi funkciami u zdravých (testy na 

pečeňových bunkách) aj nádorových buniek (Ferreira et al., 2012).  

Účinky NER boli testované aj na kvasinkách Saccharomyces cerevisiae. Na 

dané kvasinky bola použitá silica z rastliny Piper guadichaudianum, kde hlavnou 

obsahovou zložkou je NER. Boli pozorované výrazné antiproliferačné účinky, 

pravdepodobne zapríčinené zvýšením ROS, ktoré viedli ku zlomom DNA u kvasiniek 

(Sperotto et al., 2013).   
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VAL v našej štúdii nevykazoval výrazné antiproliferačné účinky na bunkovú 

nádorovú líniu SW-620. Iba pri koncentrácii 30 µg/ml počas 72-hodinového pôsobenia 

bolo zaznamenané zníženie počtu viabilných buniek.   

Na rozdiel od našich výsledkov, bol pozorovaný výrazný antiproliferačný efekt 

na bunkách HeLa (hodnota IC₅₀ bola menšia ako 20 µg/ml) silice z rastliny Citrus 

sinensis, ktorá obsahovala 82 % VAL (Liu et al., 2012).  

Účinok 5-FU na bunkovú nádorovú líniu SW-620 bol testovaný počas expozície 

24 h, 48 h a 72 h. Z výsledkov počtu viabilných buniek boli vypočítané stredné 

inhibičné koncentrácie. Predpokladali sme časovú závislosť, keďže účinok cytostatík sa 

prejavuje pri dlhšej expozícii, ale aj dávkovú závislosť. Pri 24-hodinovom testovaní 

nedochádzalo k skoro žiadnemu poklesu viability, kvôli čomu nebolo ani možné určiť 

IC₅₀. Pri 48- a 72-hodinovej expozícii boli určené IC₅₀, z ktorých je zrejmá časová 

závislosť účinku 5-FU. So zvyšujúcou sa koncentráciou cytostatika dochádzalo 

k výraznejším poklesom viability buniek, čím sa potvrdil náš predpoklad dávkovej 

závislosti.  

V klinickej praxi seskviterpény pravdepodobne nebudú dostatočne účinné, aby 

boli využívané v monoterapii nádorových ochorení, avšak vďaka ich mechanizmu 

účinku (napr. ovplyvnenie transkripčného faktoru NF-κB) by mohli byť s výhodou 

využívané najmä v kombinovanej terapii s klasickými chemoterapeutikami. Problémom 

v dnešnej terapii je rezistencia nádorov k cytostatikom a práve seskviterpény by mohli 

viesť k senzitizácii buniek nádorov a tým k prekonaniu chemorezistencie (Irmgard M, 

2011).  

 Pozitívne výsledky kombinácií cytostatík so seskviterpénmi boli už testované na 

niektorých nádorových líniách. Účinok doxorubicínu bol zvýšený za súčasného použitia 

so zmesou rôznych seskviterpénov obsiahnutých v silici z listov voskovníka červeného 

(Ambrož et al., 2016). Príkladom je aj kombinácia β-karyofylenu alebo partenolidu 

s paklitaxelom, pri ktorej sa zvýšil antiproliferačný efekt. Antiproliferačný účinok 

cisplatiny a doxorubicinu bol zvýšený pri použití v kombinácii so zerumbonom 

(Bártíková et al., 2014). 

 Pri testovaní účinku 5-FU počas 24 hodinovej expozícii dochádzalo len 

k miernemu poklesu viability a preto som sa rozhodla testovať kombinácie len počas 48 

a 72 hodinovej expozícii. Avšak účinok pri 48 hodinovej expozícii nebol signifikantný 

preto sa ďalej pokračovalo len v testovaní počas 72 hodinovej expozícii. 
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NER samotný vykazoval výrazné antiproliferačné pôsobenie už pri nižších 

koncentráciách, tak isto 5-FU pôsobil značne antiproliferačne počas 72-hodinovej 

expozície. Preto som očakávala výrazný pokles viability už pri nižších koncentráciách. 

Kombinácia 5-FU s NER vykazovala výrazné antiproliferačné pôsobenie počas 72-

hodinovej expozície, avšak toto pôsobenie bolo nižšie v porovnaní s účinkom 

samotných látok. Preto bola kombinácia vyhodnotená ako antagonizmus podľa Chou-

Talalay metódy (hodnoty ovplyvnenej frakcie boli vyššie ako 1).  

 Kombinácia 5-FU s VAL vykazovala výrazný  pokles viability buniek len pri 

koncentrácii 15 µM : 30 µg/ml (5-FU : VAL). Avšak zníženie viability pri kombinácii 

bolo nižšie ako pri použití samotných látok. Z tohto dôvodu predpokladám protektívny 

účinok VAL pred antiproliferačným pôsobením 5-FU.  

 Pri použití obidvoch kombinácií seskviterpénov s 5-FU nedochádzalo 

k potenciácii cytostatického účinku 5-FU na nádorovú bunkovú líniu SW-620. Naopak 

účinok bol nižší a preto predpokladám ochranný vplyv seskviterpénov pri pôsobení 5-

FU na nádorovú bunkovú líniu SW-620. NER ani VAL s 5-FU teda nie sú vhodné pre 

kombinačnú terapiu kolorektálneho karcinómu.  
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7. Záver 

 

 V teoretickej časti práce bola spracovaná otázka nádorových ochorení so 

zameraním na kolorektálny karcinóm, na možnosti liečby najmä na  

cytostatikum 5-FU a charakteristika seskviterpénov s popisom ich účinkov. 

 

 5-FU inhiboval proliferáciu buniek SW-620. Jeho účinok bol časovo aj dávkovo 

závislý.  

 

 

 NER vykazoval signifikantné antiproliferačné účinky už pri nižších 

koncentráciách a aj pri kratšom časovom pôsobení. VAL vykazoval len 

nevýrazné antiproliferačné pôsobenie a to len pri najvyšších koncentráciách.  

 

 Vzájomné pôsobenie NER s 5-FU na nádorovú bunkovú líniu SW-620 bolo 

vyhodnotené ako antagonizmus. Ani pri kombinácii VAL s 5-FU nebolo 

zníženie počtu živých buniek lepšie ako pri použití látok samostatne.  
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8. Zoznam skratiek  

5-FU – 5-fluorouracil 

5-HT₃ - serotonín 

ATP – adenozíntrifosfát  

bak 1 – Bcl2 antagonist/killer 1  

bax – Bcl2 associated X protein 

Bcl-2 – antiapoptický gén 

Bcl-3 – antiapoptický gen 

BMI – body mass index 

c-myb – proto-onkogén proteín 

CEA – karcinoembryonický antigén 

CI – kombinačný index 

COX-2 – cyklooxygenáza 2  

CRP – C-reaktívny proteín  

CT – počítačová tomografia 

DMAPP – dimetylallyldifosfát 

DMEM – Dulbecco’s modified Eagle medium  

DMSO - dimetylsulfoxid 

DPD - dihydropyrimidindehydrogenáza 

dUMP – deoxyuridin monofosfát 

EGFR – epidermálny rastový faktor 

EKG – elektrokardiografia 

EMEM – Eagle‘s minimum essential medium 

FA – ovplyvnená frakcia 

FBS – fetálne bovinné sérum 

FDA – Food and Drug Administration 

FdUMP – 5-fluoro-2-deoxyuridin 5´monofosfát 

FdUTP - fluorodeoxyuridintrifosfát 

FUTP - fluorouridintrifosfát 

GIT – gastrointestinálny trakt 

GSH – glutation redukovaný 

HeLa – bunková línia odobraná z malígneho karcinómu maternicového hrdla 

HEPES - (4-(2-Hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic acid) pufor 
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HepG2 – nádorová línia pečeňových buniek 

HMBG1 – cytokín produkovaný v neskoršej zápalovej fáze 

HO-1 – hem-oxygenáza 1  

IC₅₀ - stredná inhibičná koncentrácia 

ICAM-1 – adhezívna molekula 

IκB – inhibítory nukleárneho faktora kappa aktivujúceho B-bunky 

IKK – IκB kinázový komplec 

IPP – isopentenyldifosfát 

mdm2 – antiapoptický gen 

MR – magnetická rezonancia 

NER – trans-nerolidol 

NF-κB – nukleárny faktor kappa aktivujúci B-bunky 

NRU – neutral red uptake  

NSA – nesteroidné antiflogistiká 

ORAI1 – vápnikový iónový kanál 

p53 – tumor supresorový gén 

PBS – fosfátový pufor so soľami v tabletách 

ROS – reaktívne formy kyslíka 

TRPV1 – vápnikový iónový kanál 

Trypsín-EDTA – trypsín – etyléndiamíntetraoctová kyselina 

VAL – valencen 

VEGF – vaskulárny endotelový rastový faktor 
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